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Einleitung

1. Einleitung

Der gekiihlte Versand von Hengstsamen hat sich in der Pferdezucht aufgrund vielféltiger
ziichterischer und veterindrhygienischer Vorteile fest etabliert. Die kontinuierliche
Verbesserung der Qualitit von Besamungsportionen ist von groBer Bedeutung, um die

Trachtigkeitsraten bei der Verwendung von Kiihlsamen weiter zu optimieren.

Bei der routineméBigen Samenaufbereitung muss ein relativ groBes Besamungsvolumen von
15 - 20 ml gekiihlt verschickt werden. Durch die Etablierung einer volumensparenderen Kon-

servierungsmethode kdnnten in Zukunft Versandkosten eingespart werden.

Jede Form der Samenkonservierung erfordert zunédchst den Zusatz eines Frischsamenverdiin-
ners, der die Spermien wihrend der Lagerung mit ausreichend Néhr- und Schutzsubstanzen
versorgt und vor Kilteschdden schiitzt. Gleichzeitig fiihrt die Zugabe des Verdiinners zu einer
Reduktion der schiddlichen Faktoren im Seminalplasma (SP). Eine hdufig angewandte Methode
der Samenaufbereitung ist die Verdiinnung des Ejakulats direkt nach der Samengewinnung auf
25 Mio. Spermien/ml oder alternativ eine Verdiinnung auf diese Konzentration nach Zentrifu-

gation und Entfernung des SP.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Form der Samenkonservierung getestet, die zu einer
Reduzierung des Versandvolumens fiihrt. Der Samen wurde bei einer sehr hohen Dichte von
333 Mio. Spermien/ml gelagert, so dass bei guter Samenqualitit nur ein Volumen von 1,5 ml
verschickt werden miisste. Erst nach der Lagerung tiber 48 Stunden wurde so viel Verdiinner

hinzugefiigt, dass eine besamungsiibliche Konzentration von 25 Mio. Spermien/ml entstand.

Der nach der Lagerung zugefiigte Verdiinner enthielt 0, 5, 20 oder 80 % autologes SP. Die
Anwesenheit von SP in der Besamungsportion schiitzt die Spermien auf ihrem Weg durch den
weiblichen Genitaltrakt und kann zu einer Optimierung der Trachtigkeitsergebnisse beitragen.
Da das SP aber auch die Chromatinintegritit der Spermien mindert, sollten die Samenzellen
nicht iiber ldngere Zeit in diesem Medium gelagert werden. Aus diesem Grund wurde das SP

gemeinsam mit dem Verdiinner in der vorliegenden Arbeit erst nach der Lagerung hinzugefiigt.

Ziel der Studie war die Beurteilung der hochkonzentrierten Samenlagerung im Vergleich zu
zwel herkdmmlichen Samenaufbereitungsmethoden und die Bestimmung des Einflusses der
Zugabe von verschiedenen SP-Konzentrationen nach Samenlagerung auf die Spermienmotilitét
unter Verwendung von vier unterschiedlichen Frischsamenverdiinnern (BotuSemen, EquiPro,

Gent, INRA 96).
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2. Literatur

2.1 Fraktionen des Hengstejakulats

Der Hengst weist eine mehrphasige Ejakulation mit etwa 5 - 10 aufeinanderfolgenden, stoB3ar-
tigen ,,Samenstrahlen* auf (TISCHNER et al., 1974). Mithilfe von offenen Scheidenmodellen
(z.B. Krakower Modell) oder automatisierten Phantomen (z.B. Equidame®) lassen sich die Eja-

kulatfraktionen separat gewinnen und analysieren.

Beim Hengst, wie auch bei vielen anderen Spezies, kommt es zu einer sequentiellen Freisetzung
der Sekrete aus den akzessorischen Geschlechtsdriisen, so dass die Zusammensetzung von SP
in den einzelnen Fraktionen variiert (MAGISTRINI et al., 2000). Da die verschiedenen Frak-
tionen an bestimmten Orten im weiblichen Genitaltrakt nacheinander platziert werden, kommen
die Spermien nicht zwangslaufig mit allen Sekreten der akzessorischen Geschlechtsdriisen in
Beriihrung. Anders verhilt es sich bei der routineméfBigen Samengewinnung, wo meist das
ganze Ejakulat in einem Gefdl aufgefangen und die Samenzellen somit allen Bestandteilen des
SP gleichermallen ausgesetzt werden. Diese Vermischung aller Sekrete der akzessorischen
Geschlechtsdriisen sowie die lange Kontaktdauer zwischen Spermien und SP ist in dieser Form
nicht in der Natur zu finden und sollte bei der instrumentellen Sameniibertragung als

Besonderheit beriicksichtigt werden (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).
Im Folgenden werden die einzelnen Ejakulatfraktionen genauer beschrieben:

Die erste Ejakulatfraktion, das Vorsekret, wird wéahrend der prikoitalen Phase ausgeschieden
und stellt daher streng genommen keinen Bestandteil des eigentlichen Ejakulats dar. Das sper-
mienfreie Vorsekret wird in den Bulbourethraldriisen und den Urethradriisen gebildet und weist
eine wassrig - klare Beschaffenheit auf. Es beinhaltet vor allem Mucine, Sialinsdure, Galaktose
sowie einen hohen Natriumchloridgehalt (MANN, 1975, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2011). Aufgrund der physiologischen Funktion des Vorsekrets, der Spiilung der Urethra, sind
auch zahlreiche Bakterien und Epithelzellen enthalten (AURICH, 2009).

Die darauffolgende Fraktion wird als ,,spermienreiche Fraktion* bezeichnet, da sie iiber 75 %
der Samenzellen enthdlt (TISCHNER et al., 1974, KOSINIAK, 1975). Sie beinhaltet auch
Sekrete aus der Prostata und den Samenleiterampullen sowie 70 % des im Ejakulat vorhandenen
Glycerylphosphorylcholins (GPC), welches {iberwiegend epididymalen Ursprungs ist
(KOSINIAK, 1975, MANN, 1975, MAGISTRINI et al., 1995). Zudem weist die Fraktion den
hochsten Gehalt an Ergothionein und Fruktose auf (KOSINIAK, 1975). Ergothionein ist eine

stark reduzierende Substanz, die in den Ampullen der Samenleiter gebildet wird und die
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Spermien vor einer Immobilisierung durch oxidierende Substrate schiitzt (MANN, 1975). Der
Gehalt an Fruktose im Ejakulat ist verglichen mit anderen Spezies (z.B. Bulle, Eber, Schafbock,
Mensch) sehr gering (MANN, 1975).

Die néchste Fraktion wird als ,,spermienarme Fraktion* oder ,,Gelfraktion* bezeichnet. Sie ist
von gallertartiger Konsistenz und enthédlt Sekrete aus den Samenblasendriisen. Die
physiologische Funktion der Gelfraktion besteht in einem Verschluss des Zervikalkanals, um
ein frithzeitiges ZuriickflieBen der Spermien aus dem Uterus zu verhindern (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al, 2011). Da diese Fraktion zu einer Koagulation des Ejakulats fiihren kann,
wird sie bei der Samenentnahme routinemifig entfernt. Die Samenblasendriisen bilden den
GroBteil der im Ejakulat enthaltenen Zitronenséure, die Komplexe mit Calcium bildet und somit
eine puffernde Funktion im SP ausiibt (MANN, 1975, MAGISTRINI et al., 1975). Erfolgt eine
chirurgische Entfernung der Samenblasendriisen (Vesikulektomie), so ist die Gesamt- und
Vorwirtsmotilitdt bei Tiefgefriersamen nach dem Auftauen hoher als bei Hengsten, deren

Samenblasendriisen nicht entfernt wurden (WEBB et al., 1990).

Beim Abstieg des Hengstes vom Paarungspartner tropfen noch einige Milliliter Ejakulat aus
der Harnrohre ab, die von MANN (1975) als ,.tail-end sample‘ bezeichnet werden. Diese Frak-

tion ist von wissriger Konsistenz und enthélt nur noch vereinzelte Spermien.

2.2 Biochemische Zusammensetzung des Seminalplasmas

Das SP stellt den azelluldren Teil des Ejakulats dar und wird im Hoden, in den Nebenhoden
und in den akzessorischen Geschlechtsdriisen gebildet. Mit etwa 90 % trigt es zu einem Grof3-
teil des gewonnenen Ejakulats beim Hengst bei. Das SP dient nicht nur als Transportmittel und
Energiequelle fiir die Spermien (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011), seine zahlreichen
Komponenten iiben eine Reihe weiterer Funktionen aus, die im Folgenden genauer erldutert

werden.
2.2.1 Proteine

Proteine stellen einen Hauptbestandteil des SP dar mit multiplen Effekten auf die Spermien-
funktion und den weiblichen Genitaltrakt (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Sie weisen ein
niedriges Molekulargewicht von 12 - 30 kDa auf und kommen in der Regel als Multi-Protein
Aggregate vor (NESSAU, 1994, CABALLERO et al., 2012). Zu den Aufgaben der Proteine
gehoren unter anderem die Regulation der Kapazitation (MANJUNATH und THERIEN, 2002),
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die Etablierung eines Spermienreservoirs im Eileiter (TOPFER-PETERSEN, 1999), die Modu-
lation der uterinen Immunantwort (ALGHAMDI et al., 2004), der Spermientransport im weib-
lichen Genitaltrakt und die Interaktion der Gameten und deren Fusion (TOPFER-PETERSEN,
1999).

Die SP-Proteine werden aus den Nebenhoden und den akzessorischen Geschlechtsdriisen
sezerniert. Wihrend der Passage im ménnlichen und weiblichen Reproduktionstrakt heften sie
sich mit Ausnahme von ,,Horse Seminal Protein-4* (HSP-4) an die Oberfliche der Spermien
(METZ et al., 1990, NESSAU, 1994). Die Adsorption der Proteine an die Plasmamembran der
Spermien bewahrt die Stabilitdt der Spermienmembran und verhindert dadurch eine pramature
Kapazitation (MUINO-BLANCO et al., 2008). Eine frithzeitige Kapazitation hétte nachteilige
Effekte auf die Befruchtungsfiahigkeit, da kapazitierte Spermien nur eine kurze
Uberlebensdauer aufweisen und wesentlich fragiler sind als nicht kapazitierte Formen
(SCHEMBRI et al., 2002). Im Regelfall werden daher erst im weiblichen Genitaltrakt die
inhibitorisch wirkenden Proteine (Dekapazitationsfaktoren) von der Oberfliche entfernt, so
dass die Kapazitation moglich wird (FRASER, 1984). Diese wiederum ist Voraussetzung fiir
eine erfolgreiche Bindung an die Eizelle und geht unter anderem mit einer Anderung des
Cholesterol-Phospholipidverhiltnisses, einer Reorganisation der Membranproteine und einer
Hyperaktivierung der Spermien einher (WITTE und SCHAFER-SOMI, 2007).
Kapazitations-dhnliche Verédnderungen kénnen auch im Rahmen der Kryokonservierung beo-
bachtet werden und stellen eine mogliche Ursache fiir die reduzierte Fruchtbarkeit und Vitalitét
von Tiefgefriersperma dar (WATSON, 1995). Durch den Kiélteschock beim Einfriervorgang
kann es zu einem Verlust von Phospholipiden und zu morphologischen Defekten in der Plasma-
und Akrosommembran kommen (DARIN-BENNETT et al., 1973). Diese Kélteschdden konnen
durch die Anwesenheit von SP-Proteinen verhindert bzw. repariert werden (BARRIOS et al.,
2000).

Urspriinglich wurden die Proteine im SP des Hengstes als ,,Horse Seminal Proteins 1 - 8%
(HSP 1 - 8) klassifiziert. In den letzten Jahren hat sich beim Hengst jedoch immer mehr eine

Einteilung in die folgenden 3 Hauptproteingruppen durchgesetzt:

— Fn-2 type proteins (Fibronectin-2 enthaltende Proteine)
— CRISP (cysteine-rich secretory proteins, cysteinreiche sekretorische Proteine) und

— Spermadhesine.
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Fibronectin-2 enthaltende Proteine wurden erstmals im bovinen SP identifiziert und dort als
BSP-Proteine (bovine seminal-plasma proteins) bezeichnet (MANJUNATH und SAIRAM,
1987). Die Proteinfamilie ist gekennzeichnet durch ein niedriges Molekulargewicht und zwei
hintereinander angeordnete Fibronectin-2-Doménen (MANJUNATH et al., 2007). Proteine, die
homolog zu den BSP-Proteinen sind, wurden beim Hengst, Ziegenbock, Bison, Schatbock und
in niedrigen Mengen auch beim Eber nachgewiesen. Dies deutet auf ein ubiquitires
Vorkommen dieser Proteinfamilie bei Sdugern hin (MANJUNATH et al., 2007). Der hohe
Konservierungsgrad zwischen den einzelnen Spezies ldsst vermuten, dass es sich um eine
Proteinfamilie mit einer essentiellen Rolle bei der Reproduktion handelt (CABALLERO et al.,
2012). Beim Hengst wurden bisher 3 SP-Proteine identifiziert, die Fn-2-Doménen enthalten:
horse seminal plasma protein 1 (HSP-1), horse seminal plasma protein 2 (HSP-2) und EQ-12.
HSP-1 und HSP-2 werden iiberwiegend in den Samenleiterampullen gebildet, wéahrend EQ-12
aus den Nebenhoden sezerniert wird (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005). HSP-1 und
HSP-2 machen 70 - 80 % der Proteinmenge im equinen SP aus (RODRIGUEZ-MARTINEZ et
al., 2011). Fibronectin-2 enthaltende Proteine schiitzen die Spermien vor einer frithzeitigen
Kapazitation durch Bindung an deren Phospholipidmembran. Erst im weiblichen Genitaltrakt
wird die Kapazitation moglich aufgrund von den dort in groBer Menge vorkommenden High-
Density Lipoproteins (HDLs) und Glykosaminoglykanen, die die Proteine aus der Membran
wieder entfernen (TOPFER-PETERSEN et al., 2005, MANJUNATH et al., 2007).

CRISP weisen 16 Cysteinreste auf, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind
(REINEKE et al., 1999). Das SP enthilt ca. 2,5 mg/ml CRISP-Proteine, die 5 - 7 % des Gesamt-
Proteingehalts im SP ausmachen (REINEKE et al., 1999). Bisher sind 3 CRISP-Gene
(CRISP-1, CRISP-2, CRISP-3) identifiziert, die bei Menschen, Mausen, Ratten, Schweinen und
Pferden nachgewiesen wurden (EBERSPAECHER et al., 1995, KRATZSCHMAR et al., 1996,
SCHAMBONY etal., 1998b, VADNAIS et al., 2008). CRISP-1 wird vor allem im Nebenhoden
gebildet (KRATZSCHMAR et al., 1996). Es verhindert eine friihzeitige Kapazitation und spielt
eine Rolle bei der Spermien-Oozyten-Fusion (COHEN et al., 2000, ROBERTS et al., 2006).
CRISP-2 wird im Hoden gebildet (KRATZSCHMAR et al., 1996) und erleichtert vermutlich
die Zell-Zell-Interaktionen zwischen Spermatozyten und Sertoli-Zellen (MAEDA et al., 1999).
CRISP-3 (friher als HSP-3 bezeichnet) wird aus der Samenleiterampulle und der
Samenblasendriise sezerniert, aber kommt auch in anderen Geweben, z.B. in Speicheldriisen
und Immunzellen vor (SCHAMBONY et al., 1998a). Diese Verteilung ldsst die Annahme zu,
dass CRISP-3 eine Rolle bei der angeborenen Immunabwehr spielt (UDBY et al., 2002). DOTY
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et al. (2011) bestdtigten dies durch die Erkenntnis, dass CRISP-3 die Bindung von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) an die Spermien unterdriickt und
dadurch an der Regulation der Spermienelimination im weiblichen Genitaltrakt beteiligt ist. Im
Gegensatz zu anderen Spezies bilden Hengste sehr groBe Mengen CRISP-3 im Genitaltrakt,
was auf eine zuséitzliche besondere Rolle von CRISP-3 beim Pferd hindeuten konnte, die bei
anderen Spezies nicht anzutreffen ist (SCHAMBONY et al., 1998a). Alle CRISP binden fest
an die Spermienoberfliche im Bereich des Postakrosoms und am Mittelstiick des Schwanzes.
Dabei korreliert die Anzahl der an der Spermienoberfliche gebundenen CRISP-Molekiile mit
der Fertilitdt eines Hengstes (REINEKE et al., 1999, NOVAK et al., 2010). Eine Dichte von
> 18.000 CRISP-Molekiilen/Spermatozoon korreliert mit einer guten Befruchtungsfahigkeit
(REINEKE et al., 1999). Bei subfertilen Hengsten kommt CRISP-3 in bis zu 10-fach niedrigerer
Konzentration vor als bei Hengsten mit guter Fertilitit (SCHAMBONY et al., 1997). Jedoch
scheint nicht nur die Konzentration an CRISP-Molekiilen fiir die Fertilitéit eine Rolle zu spielen,
sondern auch die Ausprdgung der CRISP-Gene. So weisen Hengste, die fiir ein bestimmtes
CRISP-Gen (CRISP-3 AJ459965:¢+622G>A) homozygot sind eine hohere Fertilitdt auf als
Hengste, die bei diesem Gen eine heterozygote Auspriagung zeigen. In Zukunft konnte das
CRISP-Gen daher als Biomarker fiir die Spermienqualitét herangezogen werden (HAMANN
etal., 2007).

Andere Proteine im SP korrelieren hingegen negativ mit der Fertilitdt. So kommen die 4 Pro-
teine Kallikrein-1E2 (KLK2), Clusterin, HSP-1 und HSP-2 in besonders hohen Konzentratio-
nen bei Hengsten mit niedriger Fruchtbarkeit vor (NOVAK et al., 2010). Unter anderem aus
diesem Grund wird von hohen Konzentrationen an SP und somit einem hohen Gehalt an SP-
Proteinen, die negativ mit der Fertilitdt korrelieren, in der Besamungsportion abgeraten (NO-

VAK et al., 2010).

Spermadhesine sind Glykoproteine mit einem niedrigen Molekulargewicht von 12 - 16 kDa
(CABALLERO et al., 2012). Sie wurden bisher nur bei Huftieren (Eber, Bulle, Schafbock,
Ziegenbock, Hengst) nachgewiesen (CALVETE und SANZ, 2007, MELO et al., 2008).
Wihrend bei anderen Spezies, insbesondere beim Eber, eine Grof3zahl an Spermadhesinen
vorkommt, so ist beim Pferd nur ein Spermadhesin (HSP-7) mit einem Molekulargewicht von
14 kDa bekannt (REINERT et al., 1996, CALVETE und SANZ, 2007). Spermadhesine sind in
der Lage eine Vielzahl von Liganden zu binden (z.B. Kohlehydrate, Glykosaminoglykane,
Phospholipide, Protease-Inhibitoren). Wahrend des Spermientransportes im Nebenhoden

binden sie an die Oberfliche der Spermien durch Interaktion mit den Phospholipiden der
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Plasmamembran. So bilden sie einen protektiven Schutzmantel um die sensible Akrosomregion
des Spermienkopfes, der eine vorzeitige Akrosomreaktion verhindert (TOPFER-PETERSEN
et al., 1998). Dariiber hinaus fungiert HSP-7 als priméarer Rezeptor fiir die Bindung an die Zona
pellucida und ermdglicht somit eine erste Kontaktaufnahme zwischen Spermium und Eizelle

(REINERT et al., 1996, TOPFER-PETERSEN et al., 1998).

2.2.2 Enzyme

Im SP des Hengstes kommt eine Vielzahl an Enzymen vor, deren physiologische Funktion
jedoch oftmals noch nicht bekannt ist. Einen Uberblick iiber das mengenmiBige Vorkommen

einiger Enzyme gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Median-, Minimum- und Maximumwerte von Enzymaktivititen (IU/I), erstes und

drittes Quartil in eckigen Klammern [Q1/Q3], entnommen aus PESCH et al. (2006)

Enzym Median [Q1/Q3] Minimum | Maximum
AST (IU/N) 80,0 [62,8/119,8] 26,0 400,0
LDH (IU/1) 81,0[27,0/167,0] 3,0 1450,0

AP (IU/1) 30200,0 [22700,0/39125,0] 344,0 62900,0

AcP (IUN) 20,0 [13,2/28,8] 2,0 92,0

GGT (IU/1) 7500,0 [6025,0/10325,0] 1300,0 19000,0

2.2.2.1 Aspartat-Aminotransferase (AST)

Die AST ist im Mittelstiick des Spermiums lokalisiert (COLENBRANDER et al., 1992). Es
wird ein Zusammenhang zwischen der Unbeweglichkeit von Spermien und ihrem AST-Gehalt
vermutet. Denn bei Defekten in der Membran und damit einhergehendem Verlust von AST ins
SP kann keine ATP-Produktion in den Spermien stattfinden, sodass es folglich zur Immotilitat
kommt (COLENBRANDER et al., 1992). Die AST-Konzentration korreliert negativ mit dem

Samenvolumen und positiv mit der Spermienkonzentration, so dass ein testikuldrer oder
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epididymaler Ursprung angenommen werden kann (PESCH et al., 2006). BITTMAR und
KOSINIAK (1992) wiesen auch einen Zusammenhang zwischen der AST-Konzentration und

der Tiefgefrierbarkeit von Hengstsamen nach.

2.2.2.2 Laktat-Dehydrogenase (LDH)

Die LDH weist eine starke Korrelation mit der Gesamtmotilitit, der Vorwartsmotilitit, dem
Lebend- Tod- Verhéltnis und der Pathomorphologie der Spermien auf. Daher wird dem Enzym
eine wichtige Rolle im Rahmen der Spermienfunktion und des Spermienmetabolismus zuge-
schrieben. LDH scheint somit ein geeigneter Marker zur Beurteilung der Spermienqualitit zu

sein (PESCH et al., 2006).

2.2.2.3 Alkalische Phosphatase (AP)

Die hochste Aktivitdt der AP wurde von TURNER und MCDONELL (2003) in den Hoden und
Nebenhoden nachgewiesen. Daher schlugen sie die AP als einen spermienunabhidngigen
Marker fiir die Ejakulation vor, der es ermdglicht eine testikulére Azoospermie von Stoérungen
der Ejakulation abzugrenzen. PESCH et al. (2006) bestitigten den testikuldren und
epididymalen Ursprung durch den Nachweis einer negativen Korrelation zwischen AP und dem
Samenvolumen sowie einer positiven Korrelation zwischen AP und der

Spermienkonzentration.

2.2.2.4 Saure Phosphatase (acP, acid phosphatase)

Die Bildung der acP erfolgt vermutlich in den Hoden und Nebenhoden, da das Enzym negativ
mit dem Samenvolumen und positiv mit der Spermienkonzentration korreliert (PESCH et al.,
2006, KARESKOSKI et al., 2010). Beim Riiden kann die acP als Indikator fiir die Funktion der
Prostata genutzt werden (JAMES et al., 1979), was beim Hengst aufgrund des anderen

Ursprungsortes jedoch nicht moglich ist.

2.2.2.5 y-Glutamyltransferase (GGT)

Die Herkunft der GGT ist speziesspezifisch. Es ist anzunehmen, dass GGT beim Hengst aus

den Hoden und Nebenhoden stammt, da es negativ mit dem Samenvolumen und positiv mit der
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Spermienkonzentration korreliert (PESCH et al., 2006). GGT spielt eine wichtige Rolle beim
Schutz der Spermien vor oxidativem Stress (HINTON et al., 1998). Deshalb ldsst sich auch eine
Korrelation zwischen GGT und der Spermienmotilitit feststellen (PESCH et al., 2006).

2.2.2.6 Glykosidasen

Glykosidasen, wie z.B. B-Galaktosidase, B-Glukuronidase, N-acetyl-B-D-Glukosaminidase
(NAG) binden beim Mann an die Oberfliche des Spermienkopfes wihrend des Transportes in
den Nebenhoden. Die NAG ist an der Akrosomreaktion beim Mann beteiligt (BRANDELLI et
al., 1994), wihrend die B-Glukuronidase fiir die Durchdringung des Cumulus oophorus von
Bedeutung ist (TULSIANI et al., 1998). Die Glykosidasen spielen beim Mann somit eine wich-
tige Rolle bei der Spermienreifung und der Fertilisation, dennoch wirkt sich eine Uberexpres-
sion dieser Glykosidasen-Gene negativ auf die Fruchtbarkeit aus. So sind viele Glykosidasen
bei infertilen Mannern deutlich erhoht (CORRALES et al., 2000, CORRALES et al., 2002). Ob
es auch beim Hengst einen Zusammenhang zwischen dem Glykosidase-Gehalt und der Frucht-

barkeit gibt, ist bisher nicht bekannt.

In den Sekreten des Nebenhodens wurde beim Hengst eine a-Glukosidase nachgewiesen, die
in zwei katalytisch aktiven Formen vorkommt: die ,,saure” Form I dominiert im Nebenhoden-
schwanz, wihrend die ,,neutrale” Form II iiberwiegend im Nebenhodenkopf vorkommt. Bei
einem physiologischen pH-Wert im SP dominiert die Form II. Der a-Glukosidase wird eine
Rolle beim Remodelling der Plasma-Membran im Rahmen der Spermienreifung zugeschrieben

(DIAS et al., 2004).

2.2.2.7 Lipase

Die bisher unbeantwortete Frage nach den schidlichen Bestandteilen im SP wihrend der
Spermienlagerung war Anlass zu einer Untersuchung der Lipase im equinen SP. Da bei Ziegen
eine Lipase im SP bekannt ist, die sich nachteilig auf die Spermienmotilitit auswirkt, fithrten
CARVER und BALL (2002) eine Studie durch, in der sie die Wirkung der porcinen
Pankreaslipase auf gekiihlten Pferdesamen untersuchten. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die
Lipase die Gesamt- und Vorwirtsmotilitit der Spermien in einer dosisabhédngigen Weise senkt

und daher eine mogliche Ursache fiir die nachteiligen Effekte des SP auf die Spermien darstellt.
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2.2.2.8 Carboanhydrase (CA)

Die CA ist an der Regulation des pH-Wertes im SP beteiligt durch die Umwandlung von
Kohlendioxid (CO») in Bikarbonat (HCO?*) und Protonen (H"). Im equinen SP kommen drei
Formen der Carboanhydrase (CA-I, CA-II, CA-III) vor. Sie stammen vorwiegend aus den
Samenblasendriisen, der Prostata und den Bulbourethraldriisen. CA-III konnte auch in den

Sertolizellen und Basalzellen des Ductus deferens nachgewiesen werden (ASARI et al., 1996).

2.2.2.9 PAF-Acetylhydrolase

Die PAF-Acetylhydrolase im SP fiihrt zu einer Inaktivierung des Pléttchenaktivierenden Fak-
tors (PAF). Der PAF kann die Motilitit der Spermien beim Menschen steigern, so dass eine
Beteiligung an Kapazitationsprozessen bzw. der Hyperaktivierung vermutet wird. Die PAF-
Acetylhydrolase kann ein friihzeitiges Ablaufen dieser Vorgidnge verhindern (HOUGH und
PARKS, 1994).

Eine weitere Funktion des Enzyms ist die Reduktion von oxidativen Schiden durch neutrophile
Granulozyten im weiblichen Genitaltrakt. Der PAF fiihrt zu einer Aktivierung von PMN, so
dass eine Entzlindungsreaktion mit der Bildung von freien Radikalen ausgelost wird. Die
Folgen sind ausgedehnte Zellschdden, die mit einer Immotilitit der Samenzellen einhergehen
konnen. Die PAF-Acetylhydrolase ist in der Lage die entziindliche Reaktion wéhrend des
Spermientransportes zum Eileiter zu vermindern (HOUGH und PARKS, 1994).

10
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2.2.3 Elektrolyte

Die Ionenzusammensetzung des SP iibt einen grofen Einfluss auf die Funktion der Spermien
aus und korreliert mit konventionellen Samenparametern (PESCH et al., 2006). Wie Tabelle 2
zeigt, tritt eine groe Varianz zwischen den Minimum- und Maximumwerten der einzelnen

Mengen- und Spurenelementen auf.

Tabelle 2: Median-, Minimum- und Maximumwerte der Mengen- und Spurenelemente, erstes

und drittes Quartil in eckigen Klammern [Q1/Q3], entnommen aus PESCH et al. (2006)

Elektrolyte Median [Q1/Q3] Minimum | Maximum
Na" (mmol/l) 110,5 [99,8/118,3] 69,0 126,0
K" (mmol/1) 22,1 [19,9/25,7] 2,1 53,0
CaroraL (mmol/l) 2,9 [1,4/3,8] 0,66 14,4
Ca?" (mmol/l) 1,7 [1,1/2,6] 0,5 8,9
Mg?* (mmol/l) 3,1[1,7/3,9] 0,5 4,2
P (mmol/l) 1,1 [0,9/1,7] 0,4 59
Cl (mmol/l) 114,5[108,0/119,0] 84,0 129,0
Cu (umol/l) 17,8 [11,3/25,6] 2,0 54,4
Fe (umol/l) 1,9 [0,9/3,4] 0 34,6
Zn (umol/T) 13,2 [10,1/16,9] 2,1 27,2

2.2.3.1 Mengenelemente

Die Mengenelemente Natrium und Kalium sind fiir die Aufrechterhaltung eines osmotischen
Gleichgewichts im SP essentiell (ASADPOUR, 2012). Dabei ist die SP-Konzentration von
Natrium stets hoher als die von Kalium. Jedoch ist die Natrium-Konzentration im SP niedriger
als die Konzentration in der Samenzelle, so dass ein aktiver Transportmechanismus bestehen

muss (PESCH, 2005). PESCH et al. (2006) ermittelten einen Medianwert fiir Natrium von

11



Literatur

110,5 mmol/l, der somit ungefdhr der Blutkonzentration entspricht. Die Kaliumkonzentration
im SP liegt mit einem Median von 22,1 mmol/l deutlich oberhalb der Blutkonzentration
(PESCH et al., 2006). Die Kaliumkonzentration wird hdufig mit der Spermienmotilitdt in
Zusammenhang gebracht. So wurde bei anderen Spezies ein hemmender Effekt von Kalium auf
die Motilitdt beobachtet (BURKMAN et al., 1984, ABDEHL-RAHMAN et al., 2000). Beim
Menschen wurde bisher kein Zusammenhang festgestellt (ROSSATO et al., 2002), wihrend
beim Pferd das Hinzufiigen von Kalium zum Verdiinner sogar einen positiven Effekt auf die

Motilitét ausiibt (PADILLA und FOOTE, 1991).

Die Chloridkonzentration im SP dhnelt mit einem Median von 114,5 mmol/l stark der von
Natrium. Dies ist darin begriindet, dass beide Elemente stets gemeinsam auftreten. Nach bishe-
rigem Kenntnisstand gibt es keinen Zusammenhang zwischen der Chloridkonzentration und der

Fertilitit (PESCH, 2005).

Calcium und andere divalente Kationen (z.B. Magnesium, Zink) liegen im SP in hohen
Konzentrationen vor. Dies lésst einen aktiven Transportmechanismus aus dem Blut vermuten.
Die Konzentration von Gesamtcalcium und ionisiertem Calcium korrelieren positiv mit dem
Ejakulatvolumen (PESCH, 2005). Beim Hengst liegen 60 - 75 % des Calciums in ionisierter
Form vor (PESCH et al., 2006), wihrend beim Mensch nur 2 - 4 % des Gesamtcalciums
ionisiert sind (ARVER und SJIOBERG, 1983). Calcium ist in viele Vorgiinge im weiblichen
und ménnlichen Genitaltrakt involviert. Unter anderem ist es an der Spermienkapazitation und
Hyperaktivierung sowie an der Akrosomreaktion beteiligt (BAKER et al. 2004, MARQUEZ
und SUAREZ, 2004). Erhohte Calcium-Konzentrationen kdnnen auch zu spontanen
Akrosomreaktionen beim Hengst fithren (PESCH, 2005).

Die Magnesiumkonzentration liegt im SP im Median bei 3,1 mmol/l. Die Konzentration steigt
von April/Mai bis November/Dezember an (PESCH, 2005). Bei einer Untersuchung von
BARRIER-BATTUT et al. (2002) konnte kein Zusammenhang zwischen der Tiefgefrierbarkeit

von Hengstspermien und der Magnesiumkonzentration im SP festgestellt werden.

Die Konzentration an anorganischem Phosphat liegt im Median bei 1,1 mmol/l und korreliert

mit dem pH-Wert, der Dichte und der Gesamtspermienzahl (PESCH, 2005).

12
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2.2.3.2 Spurenelemente

Kupfer ist Bestandteil vieler Enzyme im SP. Unter anderem ist es in der Cu-Zn-Superoxid-
Dismutase (SOD) enthalten, die einen wichtigen Zellschutz gegeniiber freien Radikalen
darstellt. Auch die Cytochrom C-Oxidase, die eine Rolle bei der Energiebereitstellung spielt,
enthilt Kupfer. Der Kupfergehalt korreliert mit dem Anteil der lebenden Spermien und dem
Samenvolumen (PESCH, 2005). Erhohte Kupfer-Konzentrationen fiithren zu einer Reduktion
oxidativer Prozesse und der Glykolyse, so dass es folglich zur Immotilitit der Spermien
kommen kann (PESCH et al., 2006). BARRIER-BATTUT et al. (2002) untersuchten den
Zusammenhang zwischen der Tiefgefrierbarkeit von Hengstamen und der Kupferionen-

Konzentration, sie konnten jedoch keine Korrelation feststellen.

Eisen liegt im SP in der Regel gebunden in Form von Transferrin, Haptoglobin und Laktoferrin
vor. Die Bindung an Proteine fiihrt dazu, dass sich das Eisen in einer katalytisch inaktiven Form
befindet und dadurch iibermiBige oxidative Prozesse vermieden werden (PESCH et al., 2006).
Die Eisen-Konzentration korreliert mit dem Samenvolumen und der Spermienkonzentration

(PESCH et al., 2006).

Zink ist an der Spermienreifung beteiligt und verhindert, sofern es in einer physiologischen
Konzentration vorkommt, den Calciumeinstrom in die Spermienzelle und dadurch eine friih-
zeitige Induktion von Kapazitation und Akrosomreaktion (PESCH et al., 2006). Beim Mensch
sind erhohte Zinkkonzentrationen im SP mit einer niedrigeren Vorwirtsmotilitdt der Spermien
assoziiert (SORENSEN et al., 1999). Die Zink-Konzentration korreliert mit dem Samenvolu-
men und der Spermienkonzentration (PESCH et al., 20006).

Selen ist ein Spurenelement, das essentiell fiir eine gute Spermienqualitdt und Fertilitdt beim
Hengst ist. Die Selenkonzentration im SP und in den Spermien korreliert nicht mit den
Blutwerten oder der didtetischen Versorgung, so dass zur Fertilitdtsbestimmung immer eine
Messung der Selenkonzentration in den Spermien anstelle einer Blutuntersuchung
vorgenommen werden sollte. Die Selenmenge in den Spermien korreliert mit dem Anteil der
Spermien mit intakter Membran, der Vorwirtsmotilitit und der Trichtigkeitsrate

(BERTELSMANN et al., 2010).
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2.2.4 Hormone

Das SP des Hengstes ist reich an unterschiedlichen Hormonen (Tabelle 3). Dabei weisen die

Hormongehalte eine gro3e Variabilitidt zwischen den einzelnen Hengsten auf (CLAUS et al.,

1992).

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hormonkonzentrationen im SP bzw.

Samen des Hengstes

Hormon

Hormonkonzentration

Autor

Gesamt-Ostrogene

4447 pg/ml (im SP)

CLAUS etal., 1992

—  Ostron

257,1 +£267,0 pg/ml (im Samen)

117,7 £ 1,53 pg/ml (im SP)

CLAUS etal., 1992

HOFFMANN et al., 1999

—  Ostradiol-17p

73,4 £ 87,4 pg/ml (im Samen)

24,2 + 1,42 pg/ml (im SP)

CLAUS etal., 1992

HOFFMANN et al., 1999

—  Ostronsulfat 4116 = 7193,4 pg/ml (im SP) CLAUS et al., 1992
2,92 £ 1,42 ng/ml (im SP) HOFFMANN et al., 1999
Testosteron 23,1 + 1,68 pg/ml (im SP) HOFFMANN et al., 1999
Androstendion 17,9 + 1,39 pg/ml (im SP) HOFFMANN et al., 1999
Dehydroepiandroste- 12,4+ 1,51 pg/ml (im SP) HOFFMANN et al., 1999
ron (DHEA)

Sa-Dihydrotestosteron

9,7+ 1,29 pg/ml (im SP)

HOFFMANN et al., 1999

Prostaglandin E2 43,73 +£4,93 ng/ml (im SP) BIELANSKI et al., 1982
Prostaglandin F2a 14,5+ 18,8 ng/ml (im Samen) | CLAUS et al., 1992
Oxytocin ~ 4 pg/ml (im SP) WATSON et al., 1999

14




Literatur

Die Hormone zeigen saisonale Schwankungen in ihrem seminalen Gehalt mit
charakteristischen Peaks (HOFFMANN und LANDECK, 1999, LEMAZURIER et al., 2002).
Im Winter zeigen die Hengste ein androgenes Profil mit hohen Androstendion-
Konzentrationen. In der Zuchtsaison hingegen dominieren die Ostrogene, die dann in 20 - 200 x
hoherer Konzentration vorliegen als die Androgene. Diese Hormonverschiebungen sind auf die
unterschiedliche Aktivitdt der in den Leydig-Zellen lokalisierten Aromatase zuriickzufiihren.
Die Aromatase ist fiir die irreversible Umwandlung von Androgenen in Ostrogene
verantwortlich und weist die hochste Aktivitdt von April — Juni auf. Die equine Aromatase wird
daher auch als Marker fiir die endokrine testikuldre Funktion vorgeschlagen (LEMAZURIER
etal., 2002).

Im Vergleich zu den meisten anderen untersuchten Spezies weist der Hengst relativ hohe
Ostrogenkonzentrationen im SP auf. Dabei tendiert der Gesamtdstrogengehalt im SP zu
hoheren Werten als im Blut (CLAUS et al., 1992). Der groBte Teil des Ostrogens liegt in Form
von Ostronsulfat vor (CLAUS et al., 1992, RAESIDE und CHRISTIE, 1997). Die Synthese der
Ostrogene erfolgt in den Leydig-Zellen des Hodens (ALMADHIDI et al., 1995). Daher ist der
Ostrogengehalt in der gelfreien Fraktion hoher als in der Gelfraktion (LEMAZURIER et al.,
2002). Ahnlich wie beim Eber sind wahrscheinlich auch beim Hengst die Ostrogene teilweise
an die Spermatozoen assoziiert (RAESIDE und CHRISTIE, 1997). Die physiologische
Funktion der Ostrogene im SP ist beim Hengst nicht genau bekannt, jedoch wird ein dhnlicher
Effekt wie beim Schwein vermutet. Der Eber weist neben dem Hengst ebenfalls hohe
Ostrogenkonzentrationen aufgrund des hohen Ejakulatvolumens auf. Die Ostrogene kénnen
hier die uterinen Kontraktionen verstirken und einen Einfluss auf den Ovulationszeitpunkt
ausiiben, indem sie die Freisetzung von Prostaglandin F2a aus dem Endometrium férdern

(CLAUS et al., 1990).

Oxytocin kommt in allen Fraktionen des Hengstejakulats vor. Dabei ist der Gehalt in der
Gelfraktion am hdchsten, was die Vermutung nahe legt, dass die Bildung in den
Samenblasendriisen erfolgt. Die funktionelle Bedeutung der hohen Oxytocin-Konzentration in
der Gelfraktion bleibt jedoch laut WATSON et al. (1999) unklar, da die Gelfraktion erst am
Ende der Ejakulation abgegeben wird und zum Grofteil in Vagina und Zervix verbleibt ohne
den Uterus zu erreichen. Vermutlich spielt Oxytocin daher eher eine Rolle beim
Spermientransport im ménnlichen Genitaltrakt durch Kontraktion der samenleitenden Wege

(WATSON et al., 1999).
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2.2.5 Saisonaler Einfluss auf die Zusammensetzung des Seminalplasmas

Das Pferd zdhlt zu den saisonal fortpflanzungsaktiven Spezies, bei dem mit zunehmender
Tagesldange im Friihjahr die Reproduktionssaktivitit ansteigt (long-day breeder). Dabei ist nicht
nur der Zyklus der Stute, sondern auch das Sexualverhalten und die Spermaqualitit des
Hengstes durch die Jahreszeiten beeinflusst. AuBerhalb der Zuchtsaison kommt es beim Hengst
zu physiologischen Verdanderungen, die unter anderem mit einer Abnahme der Hodengré3e und
einem sinkenden Testosteron-Gehalt einhergehen (JOHNSON und THOMPSON, 1987). Auch
die Zusammensetzung des Ejakulats unterliegt saisonalen Schwankungen (PICKETT et al.,
1970). So sind in den Wintermonaten das Ejakulatvolumen und die Gesamtspermienzahl
niedriger als wihrend der Zuchtsaison (PICKETT et al., 1970, WRENCH et al., 2010). Die
Motilitdt der Spermien ist wihrend der Sommermonate am niedrigsten (PICKETT et al., 1970,
JANETT etal., 2003). Im Friihjahr weist die Spermienkonzentration ihr Minimum auf, wiahrend
im Herbst die wenigsten Spermiendefekte zu finden sind (JANETT et al., 2003).

Die Zusammensetzung des SP ist ebenfalls saisonabhidngig und durch schwankende
Sexualhormonspiegel beeinflusst (HOFFMANN und LANDECK, 1999). GEBAUER et al.
(1976) stellten im SP jahreszeitliche Verdnderungen im Protein-, Glycerylphosphorylcholin-,
Kohlenhydrat-, Trockenmasse-, Gesamtstickstoff- und Milchsduregehalt fest. Nach
GEBAUER et al. (1976) ist der saisonale Einfluss auf die Zusammensetzung des SP stérker als
der Einfluss auf die Spermien, da die Sekretion der akzessorischen Geschlechtsdriisen stirker
saisonal beeinflusst wird als die Spermienbildung. Auch ABOU-AHMED et al. (1993) stellten
bei der Bestimmung von Glycerylphosphorylcholin, Ergothionein, Fructose, Zitronensiure,
Totalprotein und dem Kohlenhydratgehalt saisonale Unterschiede fest mit jeweils den

niedrigsten Konzentrationen im Sommer.
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2.3 Methoden zur Reduktion des Seminalplasma-Anteils

Das SP enthélt sowohl protektive Bestandteile, welche die Vitalitit der Spermien férdern, aber
auch Komponenten, die wihrend des Samenversandes einen schidlichen Einfluss ausiiben.
Hohe Konzentrationen an SP haben sich wihrend einer Lagerung bei 5 °C in der Regel als
nachteilig fiir die Spermienqualitit erwiesen (PICKETT et al., 1975, PRUITT et al., 1993). Um
den SP-Anteil in der Besamungsportion zu reduzieren, steht eine Reihe unterschiedlicher

Methoden zur Verfligung.

2.3.1 Verdiinnung des Samens

Ein einfaches und hiufig praktiziertes Verfahren ist das langsame Hinzugeben eines geeigneten
Frischsamenverdiinners. Durch die Verdiinnung werden zum einen mdgliche vitalititshem-
mende Einfliisse des SP reduziert, zum anderen werden die Spermien durch den Verdiinner mit
wichtigen Néhr- und Schutzsubstanzen versorgt (WEITZE, 2001). Empfohlen werden Verdiin-
nungen auf 25 Mio. Spermien/ml (VARNER et al., 1987, JASKO et al., 1992a) oder
50 Mio. Spermien/ml (COCHRAN et al., 1984). Neben der Spermienkonzentration ist bei der
Samenaufbereitung auch die Volumenrelation (Samen zu Verdiinner) von Bedeutung. Es sollte
ein Verhéltnis von mindestens 1 Teil Ejakulat + 2 Teile Verdiinner angestrebt werden (JASKO
etal., 1991).

2.3.2 Zentrifugation

Die Zentrifugation des Ejakulats mit der anschlieBenden Entfernung des Uberstandes stellt
neben der Verdiinnung die gebriuchlichste Methode zur Reduktion des SP-Anteils dar. Im
Rahmen der Kryokonservierung ist die Zentrifugation ein unverzichtbarer Prozess, um eine
gute Motilitdt nach dem Auftauen zu erhalten und das Besamungsvolumen zu verringern. Bei
der Kiihlkonservierung sollte individuell abgewogen werden, ob eine Zentrifugation sinnvoll
erscheint. Ist die Spermienkonzentration niedrig, so ist eine Zentrifugation zur Verdichtung des
Samens empfehlenswert, um eine ausreichende Zahl progressiv beweglicher Spermien in der
Besamungsportion zu gewéhrleisten (JASKO et al., 1992a). In diesen Féllen wiirde durch eine
einfache Verdiinnung ein sehr groes Besamungsvolumen entstehen, das moglicherweise zu
einer reduzierten Fertilitit fithren kann (PICKETT und SHINER., 1994). Bei Hengsten, die

nach der Samengewinnung bereits eine hohe Konzentration aufweisen, sollte der Samen nur

17



Literatur

zentrifugiert werden, wenn er dadurch nachweislich in seiner Haltbarkeit verbessert wird

(SIEME, 2009).

Vor der Zentrifugation muss eine Vorverdiinnung des Ejakulats mit einem Zentrifugationsver-
diinner stattfinden. Dies kann in Form einer 1 + 1 Verdiinnung (1 Teil Ejakulat + 1 Teil Ver-

diinner) oder durch eine Verdiinnung auf 50 Mio. Spermien/ml geschehen (SIEME, 2009).

Bei der Durchfiihrung der Zentrifugation ist auf die addquate Einstellung der
Zentrifugationskraft zu achten (PICKETT et al., 1975). Eine zu niedrige Zentrifugationskraft
fiihrt zu einem groflen Spermienverlust beim Absaugen (HOOGEWIIS et al., 2010), wihrend
eine zu hohe Zentrifugationskraft die Membranintegritit der Spermien schiadigt und folglich
die Motilitdt mindert (PICKETT et al., 1975). In der Literatur sind verschiedene Empfehlungen
fiir die optimale Zentrifugationskraft zu finden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Empfehlungen fiir die Zentrifugationskraft und -dauer zur Reduktion / Entfernung
des SP-Anteils

Zentrifugationskraft (g) Zentrifugationsdauer (min) Autor
400 15 COCHRAN et al. (1984)
400 12 BRINSKO et al. (2000)
600 10 WEISS et al. (2004)
1000 5 MARTIN et al. (1979)
1800 /2400 5 HOOGEWIIS et al. (2010)

Als Standardmethode konnte sich die Zentrifugation bei Raumtemperatur mit einer
Zentrifugationskraft von 400 - 600 g tiber 10 - 15 min etablieren. Nach der Zentrifugation wird
der GroBteil des Uberstandes durch Aspiration oder Dekantierung entfernt. Ein kleiner
Uberstand sollte belassen werden, da die Entfernung des gesamten SP sich negativ auf die
Spermienmotilitit auswirkt (JASKO et al., 1992a). Bei der Entfernung des SP ist mit einem
Spermienverlust von etwa 25 % zu rechnen (LOOMIS, 2006). Eine Methode, um die
Spermienverluste durch eine hohere Zentrifugationskraft zu minimieren, ist die ,,cushion®-

Technik (sog. Hochgeschwindigkeits-Kissenzentrifugationstechnik). Hier wird ein Medium
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mit einer hohen spezifischen Dichte (z.B. CushionFluid®, Optiprep® EqcellSire-B®) unter den
verdiinnten Samen gegeben. Dies verhindert eine starke Verdichtung der Spermien am Boden
des Zentrifugenrohrchens und somit eine Schidigung der Samenzellen. Eine
Zentrifugationsstirke von 1000 g iiber 20 min ist durch diese Medien moglich, so dass die
Spermienverluste im Uberstand laut LOOMIS (2006) auf 10 % minimiert werden konnen. Eine
neue Studie von LEN et al. (2013) rdt hingegen von der Anwendung der ,,cushion*-Technik ab,
da durch das Absaugen des Mediums nach der Zentrifugation auch ein erheblicher Teil der
Spermien mitaspiriert wird. In der Studie war die Spermienriickgewinnungsrate sogar niedriger
als bei Zentrifugation ohne ,,cushion“-Medium.

Nach Entfernung des Uberstandes wird das Spermienpellet in einem geeigneten
Frischsamenverdiinner resuspendiert und kann wie in 2.3.1 beschrieben verdiinnt werden (z.B.

auf 25 Mio. Spermien/ml).

2.3.3 Fraktionierte Samengewinnung

Eine weitere Moglichkeit den Anteil an SP in der Besamungsportion zu verringern stellt die
»fraktionierte Samengewinnung“ mit offenen Scheidenmodellen oder automatisierten
Phantomen dar. Hierbei werden nur die ersten 1 - 3 ,,Samenstrahlen flir die Besamungsportion
aufgefangen, also ausschlieBlich die spermienreiche Fraktion, die von Natur aus arm an SP ist.
Jedoch ist zu beachten, dass bei dieser Methode die Spermiengesamtzahl verringert ist, da die
spermienreiche Fraktion nur etwa 75 % aller Spermien aus dem Ejakulat enthdlt. VARNER et
al. (1987) konnten bei Lagerung der Spermien in der spermienreichen Fraktion die Motilitét

iiber 24 und 48 h besser erhalten als bei Verwendung des Gesamtejakulats.

2.3.4 Spermienfilter

Eine neuere Methode zur Entfernung des SP stellt der von BotuPharma entwickelte hydrophile
Spermienfilter dar (Sperm Filter, BotuPharma, Sao Paulo, Brasilien). Durch eine Filterung des
Ejakulats sind die Spermienverluste niedriger und die Motilitét ebenso gut wie durch das
Entfernen des SP durch Zentrifugation (RAMIRES NETO et al., 2013). Auch SIEME (2009)
erzielte mit verschiedenen Filtrationsverfahren (Thomapore®, Xampler®) gute Erfolge in der
Reduktion des SP-Anteils bei nur geringen Spermienverlusten. Jedoch sprechen Kosten und
Arbeitsaufwand gegen eine Verwendung dieser Filter bei der routineméBigen

Samenaufbereitung.
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2.4 Optimale Seminalplasma-Konzentration in der Besamungsportion

Bei der Aufbereitung des Samens stellt sich die Frage, wie gro8 der SP-Anteil in einer
Besamungsportion sein sollte, um die Spermienvitalitit wihrend der Lagerung bestmoglich zu
erhalten. In einigen Studien erwies sich die komplette Entfernung des SP als beste Methode zur
Erhaltung der Motilitit iiber 24 h (JASKO et al., 1991, PADILLA und FOOTE, 1991).
KARESKOSKI et al. (2011) stellten zwar keinen Unterschied in der Motilitdt fest, jedoch war
die DNA-Integritit besser, wenn das SP ganz entfernt wurde. Eine komplette Entfernung des
SP scheint auch einen stabilisierenden Effekt auf die Plasmamembran der Spermien zu haben
(BARRIER-BATTUT et al., 2013). Der Gro8teil der Studien kommt jedoch zu dem Schluss,
dass ein geringer Anteil SP in der Besamungsportion verbleiben sollte. PICKETT et al. (1975)
erachten eine Konzentration von 20 % SP als optimal, um die Motilitéit zu erhalten. JASKO et
al. (1992a) erhielten die besten Motilitdtsergebnisse nach 72 h gekiihlter Lagerung bei einem
Gehalt von 5 - 20 % SP. Eine Studie von BRAUN et al. (1994) kommt zu dem Ergebnis, dass
fiir die gekiihlte Lagerung in einem Magermilchverdiinner eine Konzentration von 5 % SP dem
kompletten Entfernen des SP und einer 25 %igen Konzentration vorzuziehen ist. Auch
BRINSKO et al. (2000) erzielten durch Zentrifugation und Entfernung von ca. 90 % des SP die
hochste Vorwirtsbeweglichkeit. Die Entfernung von einem GroBteil des SP eignete sich
besonders fiir Hengste, die sich durch eine einfache Verdiinnung ohne Zentrifugation nur

schlecht konservieren lie3en (,,bad coolers®).

Inwiefern eine Zentrifugation mit Entfernung des SP sinnvoll ist, wird auch durch den verwen-
deten Samenverdiinner beeinflusst. So kommen PADILLA und FOOTE (1991) zu dem Ergeb-
nis, dass bei Verwendung eines Magermilch-Glukose-Verdiinners (Kenney-Verdiinner) die
Spermienmotilitéit iber 72 h am besten erhalten bleibt, wenn keine Zentrifugation stattfindet.
Wird hingegen der Kenney-Verdiinner modifiziert durch Zusatz eines kaliumhaltigen Tyrodes
Medium (KMT), so ist die Spermienmotilitit besser, wenn der Samen zentrifugiert und das SP

vollstindig entfernt wird (PADILLA und FOOTE, 1991).

Bei der Ermittlung einer optimalen SP-Konzentration ist ein weiterer Faktor, die Lagerungs-
dauer, zu berticksichtigen. Ein Versuch von PRUITT et al. (1993) zeigte, dass bei einer Lage-
rung iiber 48 h eine Entfernung des gesamten SP sinnvoll ist, um die Motilitét bestmoglich zu
erhalten. Bei einer kiirzeren Lagerungsdauer von nur 24 h macht es hingegen keinen Unter-
schied, ob das ganze SP entfernt wird oder ob 20 % SP in der Besamungsportion verbleiben

(PRUITT et al., 1993). MORRELL et al. (2010) untersuchten besonders robuste Spermien, die
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mittels eines spermienselektiven Aufbereitungsverfahrens (,,single layer centrifugation®) selek-
tiert wurden. Hier war es von Vorteil schon bei einer Lagerungsdauer von 24 h das gesamte SP
zu entfernen, wahrend bei einer Lagerung iiber nur wenige Stunden ein geringer SP-Anteil von
5 % die Motilitdt am besten erhielt. Das SP scheint somit die Beweglichkeit insbesondere in
den ersten Stunden zu steigern, so dass es von Vorteil sein kann, das SP erst kurz vor der Be-

samung hinzuzugeben (MORRELL et al., 2010).

Auch wenn letztlich keine genaue prozentuale SP-Konzentration angegeben werden kann, so
erhalten die meisten Studien die besten Motilitdtsergebnisse mit einem geringen SP-Anteil von
5-20 % (PICKETT et al., 1975, JASKO et al., 1992a, BRAUN et al., 1994, BRINSKO et al.,
2000). Die relativ grofle Variabilitit der Ergebnisse liegt sowohl an einer unterschiedlichen
Zusammensetzung des SP der einzelnen Hengste als auch an einer meist geringen Zahl an Ver-
suchstieren und unterschiedlichen Studiendesigns. So unterscheidet sich der Versuchsautbau
meist beziiglich der Samenentnahmetechnik, der Wahl des Verdiinners, dem Verdiinnungsver-

héltnis, dem Zentrifugations-Regime sowie der Lagerungstemperatur und —dauer.

Im Idealfall sollte daher bei jedem Hengst individuell untersucht werden, inwiefern eine Ent-
fernung bzw. Reduktion des SP vor der Lagerung sinnvoll ist (BARRIER-BATTUT et al.,
2013).

2.5 Einfluss des Seminalplasmas auf die ,,post-breeding Endometritis*

Eine voriibergehende Endometritis der Stute als Reaktion auf eine Besamung ist ein
physiologischer Vorgang mit dem Ziel, den Uterus von {iiberschiissigen Spermien, SP und
Kontaminanten zu reinigen (TROEDSSON, 1999). Die Séduberung des Uterus ist eine
essentielle Voraussetzung fiir die erfolgreiche Implantation des Embryos (WATSON, 2000).
Nach der Befruchtung bleibt der Embryo zunédchst fiir 5 - 6 Tage im Eileiter, bevor er in die
Gebarmutter absteigt (BETTERIDGE et al., 1982). Geht die Dauer der Endometritis liber
diesen Zeitraum hinaus, so findet der Embryo bei seinem Abstieg in den Uterus schéddliche
Bedingungen vor, die mit einer Trichtigkeit nicht vereinbar sind (WATSON, 2000). Eine
persistierende Endometritis fithrt somit zu einer reduzierten Tréachtigkeitsrate und stellt eine

wichtige Ursache fiir die Subfertilitit einer Stute dar (TROEDSSON, 1999).

Die Entziindungsreaktion des Uterus wird ausgeldst durch die Inokulation von Spermien in das

Uteruslumen (KOTILAINEN et al., 1994). Die Spermien induzieren eine Aktivierung des
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Komplementsystems, so dass die Spaltprodukte C5a und C3b entstehen (TROEDSSON et al.,
2001). Die Folgen sind eine Erhohung der Gefilpermeabilitit, Chemotaxis von
Entziindungszellen, Opsonierung, Aktivierung von Membranlipasen und eine Lysis von
Zielzellen (TROEDSSON, 1999). Die ersten Entziindungszellen, die aufgrund der
chemotaktischen Wirkung von C5a bereits nach 0,5 h das Uteruslumen erreichen, sind die PMN
(KOTILAINEN et al., 1994, TROEDSSON et al., 2001). Diese fithren zu einer Phagozytose
der Spermien und Bakterien. Nach 4 - 8 h ist die maximale Konzentration von PMN erreicht,
die fiir etwa 24 h bestehen bleibt. 40 - 48 h nach der Besamung sind nur noch minimale
Konzentrationen von PMN im Uteruslumen feststellbar (KATILA, 1995). Die Spermien und
Bakterien werden somit recht schnell aus dem Uterus eliminiert, so dass das Endometrium zu

seinem normalen Zustand zuriickkehren und sich auf den Embryo vorbereiten kann.

Eine Regulation der Entziindungsreaktion findet unter anderem durch Komponenten des SP
statt. Das SP unterdriickt die Phagozytose der lebenden Spermien, wéihrend es die Bindung von
PMN an tote Spermien und deren Phagozytose fordert (TROEDSSON et al., 2005). Diese
selektive Regulation der Immunantwort fordert das Erreichen des Eileiters durch die lebenden

Spermien und die Elimination von toten Spermien aus dem Uterus.

Die Anwesenheit von SP in einer Besamungsportion erhoht die Anzahl der PMN, die in den
Uterus einwandern (PORTUS et al., 2005). Die Entziindungsreaktion lauft somit intensiver ab
und fiihrt zu einer schnelleren Eliminierung von Bakterien und toten Spermien aus dem Uterus.
Durch die effizientere Sduberung des Uterus ist die Dauer der Entziindung kiirzer, wenn SP in
der Besamungsportion enthalten ist (TROEDSSON et al., 2001). Dabei ist der Anteil an SP in
der Besamungsportion direkt proportional zu der Intensitdt der Entziindung. Je mehr SP enthal-
ten ist, desto mehr PMN wandern in den Uterus ein und desto schneller erfolgt die Reinigung

der Gebdrmutter (FIALA et al., 2007).

Die Anwesenheit von SP in der Besamungsportion ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn
eine Stute mehrmals in einer Rosse besamt wird und noch mit der Anwesenheit von
intrauteriner Fliissigkeit durch die vorherige Besamung gerechnet werden muss. Die Inkubation
von Spermien in uteriner Entziindungsfliissigkeit ohne SP fiihrt zu einer extensiven Bindung
zwischen PMN und Spermien. Hierdurch wird die Motilitdt der Spermien stark reduziert, so
dass nur wenige Spermien den FEileiter erreichen (ALGHAMDI et al., 2001). Werden die
Spermien allerdings in der Gegenwart von SP in den entziindeten Uterus eingebracht, so
entfaltet das SP eine protektive Wirkung und unterdriickt die Bindung zwischen Spermien und

PMN (ALGHAMDI et al., 2004). Dieser positive Einfluss des SP spiegelt sich auch in der
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Trachtigkeitsrate wider. ALGHAMDI et al. (2004) besamten Stuten 12 h nach der Auslosung
einer uterinen Entzlindung. Bei Anwesenheit von SP in der Besamungsportion war die
Tréachtigkeitsrate normal hoch (77 %), wéhrend sie bei Besamung ohne SP dramatisch reduziert
(5 %) war. Dies zeigt, dass die Anwesenheit von equinem SP die Fertilitit deutlich verbessern

kann, wenn mehrere Besamungen aufeinander erfolgen.

Die Bestandteile des SP, die die Immunantwort der Stute regulieren, sind bisher nicht genau
identifiziert. ALGHAMDI et al. (2004) stellten fest, dass die Proteine im SP fiir die
immunsuppressive Wirkung verantwortlich sind. Sie féllten die Proteine im SP mit
Ammoniumsulfat aus und kamen zu dem Ergebnis, dass frisches SP und die ausgefillten
Proteine gleichermaBlen die Bindung zwischen PMN und Spermien unterdriicken. Die
Verdauung der SP-Proteine mit Proteinase K fiihrte zu einem kompletten Verlust der
immunsuppressiven Aktivitdt, was ebenfalls zeigte, dass proteindse Komponenten im SP die
Immunantwort regulieren (ALGHAMDI et al., 2004). Die Proteinfraktion, die die Bindung
zwischen Spermien und PMN hemmt, weist ein Molekulargewicht von <35 kDa auf
(TROEDSSON et al., 2005). Neuere Studienergebnisse zeigen, dass es sich bei diesem Protein
moglicherweise um das equine CRISP-3 handelt (DOTY et al., 2011). Neben dem equinen
CRISP-3 spielt vermutlich auch eine DNase im SP eine Rolle bei der Bindung zwischen PMN
und Spermien (ALGHAMDI und FOSTER, 2005). Die PMN setzen DNA frei, die zur Bildung
von neutrophilen extrazelluldren Fallen (Neutrophil Extracellular Traps, NETs) fiihrt. In diesen
Netzwerken extrazelluldrer Fasern werden die Spermien wie in einem Spinnennetz
immobilisiert. DNase im SP ist in der Lage die ausgestolene DNA zu verdauen und die
Spermien aus der Matrix zu befreien. So konnen mehr Spermien den Ort der Befruchtung im

Eileiter erreichen (ALGHAMDI und FOSTER, 2005).

Die Restprodukte der Entziindung werden auf lymphatischem Weg und durch die gedffnete
Zervix eliminiert (KATILA, 1997). Fiir diesen Vorgang ist eine gute Kontraktilitit des
Myometriums von Bedeutung. SP scheint die Kontraktionsfdhigkeit des Uterus zu beeinflussen.
So sind die uterinen Kontraktionen vermindert, wenn SP in der Besamungsportion enthalten ist
(PORTUS et al., 2005). Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da das SP reich an Oxytocin und
Prostaglandinen ist und somit eine Steigerung der Uteruskontraktionen in Anwesenheit von SP
zu erwarten gewesen wire. Bei Stuten, die ohnehin eine eingeschrankte Uteruskontraktilitat
aufweisen und dadurch zu einer persistierenden Endometritis neigen, ist die Anwesenheit von

SP aus dieser Sichtweise somit nicht von Vorteil (PORTUS et al., 2005).
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2.6 Einfluss des Seminalplasmas auf den Zeitpunkt der Ovulation

Die Auslésung der Ovulation kann je nach Spezies durch zwei unterschiedliche Strategien
erfolgen. So wird eine Unterteilung in Spezies mit spontaner und Spezies mit induzierter
Ovulation vorgenommen, je nachdem welcher Stimulus zu einer Freisetzung des Gonadotropin

Releasing Hormons (GnRH) aus dem Hypothalamus fiihrt.

Bei den Spezies mit spontaner Ovulation kommt es mit zunehmender Follikelausreifung zu
einem Anstieg der Ostrogen-Konzentration im Blut. Das follikulire Ostrogen stimuliert die
pulsatile Freisetzung von GnRH aus dem Nucleus arcuatus des Hypothalamus, sodass es im
Folgenden zu einer verstirkten Ausschiittung von Luteinisierendem Hormon (LH) aus dem
Hypophysenvorderlappen kommt. Die prdovulatorische LH-Freisetzung in die systemische
Zirkulation 16st nun die Ovulation aus. Die Zeitspanne zwischen LH-Peak und Ovulation ist
dabei tierartspezifisch festgelegt. Der Follikel bestimmt bei diesem Ovulationstyp somit
letztlich selbst durch seine Ostrogenkonzentration den Zeitpunkt der Ovulation. Diesen Typ der

Ovulation weisen unter anderem Pferde, Schweine, Rinder, Hunde, Miuse und der Mensch auf

(MEINECKE, 2005).

Bei den Spezies mit induzierter Ovulation, zu denen Kameliden, Katzen, Kaninchen,
Opossums, Koalas und Frettchen zdhlen, 10st ein physikalischer Stimulus wéahrend der
Kopulation die Ovulation aus. Die sensorischen Nervenendigungen an Vagina und Zervix
werden durch den Penis stimuliert, so dass es zu einer Reizweiterleitung iiber das Riickenmark
an den Hypothalamus kommt. Im Hypothalamus erfolgt die hochfrequente Freisetzung von
GnRH, so dass es folglich zu einer massiven LH-Ausschiittung und zur Ovulation kommt
(MEINECKE, 2005). In den letzten Jahren wird jedoch zunehmend in Frage gestellt, ob immer
ein physikalischer Reiz fiir die Ausldsung der Ovulation erforderlich ist. So wurde zunichst im
Ejakulat von Kameliden eine chemische Substanz nachgewiesen, die in der Lage ist die
Ovulation auszulosen. Diese Substanz wird als ,,Ovulations-induzierender Faktor (OIF)
bezeichnet und wurde erstmals von chinesischen Wissenschaftlern nachgewiesen. CHEN et al.
(1985) besamten Kamele sowohl mit ganzem Ejakulat als auch nur mit SP und mit gewaschenen
Spermien. Dabei konnten sie eine Ovulation mithilfe des ganzen Ejakulats und mithilfe des SP
auslosen, jedoch nicht allein mit Spermien. So folgerten sie, dass ein OIF im SP der Kamele
enthalten ist. Des Weiteren fiihrten sie Besamungen von Kamelen mit dem Ejakulat von Bullen
durch und konnten auf diese Weise ebenfalls Ovulationen auslosen. Dies lie3 den Schluss zu,
dass auch bei Bullen ein OIF im Ejakulat enthalten ist. WABERSKI et al. (1997) wiesen

ebenfalls einen OIF im SP von Ebern nach, der in der Lage ist die Ovulation zu beschleunigen.

24



Literatur

Sie fiihrten eine transzervikale Infusion von SP in einem Uterushorn durch und zogen dadurch
den Ovulationszeitpunkt um 8,5 h im ipsilateralen Ovar im Vergleich zum kontrolateralen Ovar
vor, dessen Uterushorn nicht infundiert wurde. Das SP ist somit in der Lage die Zeitspanne
zwischen LH-Peak und Ovulation zu verkiirzen. Des Weiteren zeigten die Versuche, dass ein
OIF sowohl bei Spezies mit induzierter als auch mit spontaner Ovulation vorkommt. Es handelt

sich also um einen Bestandteil im SP von Sdugern, der zwischen den Spezies konserviert ist.

Der OIF entfaltet seine Wirkung auf systemischem Weg. So ldsst sich nicht nur durch eine
intrauterine, sondern auch durch eine intramuskulére Verabreichung von gereinigtem Lama-
und Alpaka-SP eine Ovulation auslésen (ADAMS et al., 2005). Auch die intramuskulére Gabe
von Bullen-SP kann beim Lama eine Ovulation induzieren (RATTO et al., 2006).

Beim Pferd scheint ebenfalls ein OIF im SP zu existieren. So fiihrt die intramuskuldre Gabe
von equinem SP an Lamas zur Ovulation. Die Ovulationsrate ist jedoch niedriger als bei der
Verabreichung von Lama-SP, was die Vermutung zuldsst, dass im equinen SP eine niedrigere
Konzentration des OIF enthalten ist als bei Lamas. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei
der Verabreichung von porcinem SP an Lamas gemacht. Hier konnte erst durch eine hohe Dosis
SP eine Ovulation beim Lama ausgelost werden. Ob dies den Schluss zulidsst, dass alle Tiere
mit induzierter Ovulation hohere Konzentrationen des OIF im SP haben als Tiere mit spontaner

Ovulation, bedarf weiterer Forschungstatigkeit (BOGLE et al., 2011).

Die Wirkung des OIF scheint einen dosisabhidngigen Eftekt aufzuweisen. Je hoher die intramus-
kuldre Dosis an SP ist, desto hoher ist die Ovulationsrate, der Gelbkorper-Durchmesser und die

Progesteron-Konzentration (TANCO et al., 2011).

Der OIF fiihrt, genauso wie das korpereigene GnRH, zu einer Stimulation der LH-
Ausschiittung, jedoch unterscheidet es sich chemisch gesehen von diesem. So ldsst sich die
durch SP ausgeloste LH-Ausschiittung nicht durch den Einsatz von Anti-GnRH-Antikorpern
unterdriicken (PAOLICCHI et al., 1999). Auch ist ein durch SP ausgeldster Gelbkorper in
seinem Durchmesser grof3er und bildet sich erst spéter zuriick als ein Gelbkorper, der durch die
Gabe von GnRH ausgelost wird. Zudem bildet ein Gelbkorper, der durch SP entstanden ist,
etwa doppelt so viel Progesteron (ADAMS et al., 2005).

Der OIF ist ein Proteinbestandteil im SP, der sowohl hitzeresistent als auch resistent gegeniiber
einer enzymatischen Verdauung mit Proteinase K ist, jedoch sensibel gegeniiber Pronase

(RATTO et al., 2010). Der OIF weist vermutlich ein Molekulargewicht von 14 kDa auf
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(RATTO et al., 2011). Das am haufigsten vorkommende Protein im SP mit einem Molekular-
gewicht von 14 kDa ist B-nerve growth factor (B-NGF). Die intramuskuldre Gabe von humanem
B-NGF bei Lamas 16st genauso hiufig die Ovulation aus wie die Gabe von dem GnRH-Agonist

Buserelin und Alpaka-SP, so dass die Vermutung nahe liegt, dass es sich beim OIF um B-NGF
handelt (KERSHAW-YOUNG et al., 2012).
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3. Material und Methoden
3.1 Probandenkollektiv

Fiir die vorliegende Arbeit standen 8 Hengste zur Verfiigung, die ein Alter von 3 - 12 Jahren
aufwiesen. Es handelte sich um 2 Shetland-Ponys, 2 Haflinger, 2 Deutsche Sportpferde,
1 Kaltblut-Araber-Mix und 1 Trakehner. Drei Hengste (Hengst 4, 5 und 8) wurden im
Kiihlsamenversand eingesetzt. Alle Hengste wurden zur Gewihrleistung einer optimalen
Samenqualitdt unabhéngig von den Analysen dreimal pro Woche abgesamt. Die Hengste hatten
taglich fiir einige Stunden Koppelgang und teilweise Bewegung in der Fithrmaschine oder unter
dem Reiter. Die Aufstallung erfolgte in Einzelboxen auf Stroh. Die Fiitterungsration beinhaltete

Heu, Miisli und Mineralfutter. Wasser stand ad libitum aus Selbsttrinken zur Verfiigung.

Alle Hengste wurden regelmiBig gegen EHV-1, EHV-4, Tetanus und Influenza geimpft. Alle
3 Monate wurden die Tiere zeitgleich entwurmt. Vor Versuchsbeginn wurden Tupferproben
aus der Fossa glandis, Urethra und dem Penisschaft entnommen und mikrobiologisch
untersucht. Es wurde bei keinem der Hengste eine Besiedelung mit pathogenen Keimen

nachgewiesen. Alle Hengste waren im Versuchszeitraum klinisch gesund.

Die Hengste wiesen eine gute Libido sexualis auf. Sechs Hengste wiesen ebenfalls eine gute
Fertilitdt auf, bei den iibrigen 2 Hengsten war die Fruchtbarkeit nicht bekannt, da sie aufgrund

ithrer schlechten Spermienmotilitit bisher nicht in der Zucht eingesetzt wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Rasse, Alter, Fertilitit und Spermienmotilitit der Versuchshengste

Hengste Rasse Alter Fertilitat Motilitit
Hengst 1 Shetland-Pony 12 gut gut
Hengst 2 Haflinger 3 gut gut
Hengst 3 Haflinger 4 gut gut
Hengst 4 Deutsches Sportpferd 3 gut gut
Hengst 5 Deutsches Sportpferd 3 gut gut
Hengst 6 Kaltblut-Araber-Mix 3 unbekannt schlecht
Hengst 7 Shetland-Pony 12 unbekannt schlecht
Hengst 8 Trakehner 3 gut maBig
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3.2 Samenentnahme

Die Gewinnung der Ejakulate erfolgte am Phantom. Bei den Haflingern, dem Kaltblut-Araber-
Mix und den Warmbliitern wurde ein Phantom der Firma Minitiib (Tiefenbach, Deutschland)
verwendet, bei den Ponys kam ein kleineres selbstgebautes Phantom zum FEinsatz. Die
Phantome wurden aus hygienischen Griinden mit Folie eingewickelt, die nach jedem Hengst
erneuert wurde. Die Stimulation der Hengste erfolgte entweder durch eine Animierstute oder
nur olfaktorisch durch ein mit Rosseharn gefiilltes Rohrchen. Bei Hengst 4 und 5 reichte der
bloB3e Anblick des Phantoms zur Samenentnahme aus, so dass auf eine Stute sowie Rosseharn

verzichtet werden konnte.

Zum Absamen wurde eine kiinstliche Vagina (modifiziertes Modell Hannover, Minitiib,
Tiefenbach, Deutschland) verwendet. Der Innenraum der kiinstlichen Scheide wurde mit einem
Folienschlauch (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland) ausgekleidet, der nach jedem Hengst
gewechselt wurde. Zum Auffangen des Samens dienten 200 ml Einwegflaschen (Animal
Reproduction Systems, Chino, Kalifornien, USA). Samenfilter aus Nylon (Animal
Reproduction Systems, Chino, Kalifornien, USA) fiihrten zu einer Abtrennung der Gelfraktion

sowie zur Entfernung von Smegma und Schmutzpartikeln aus dem Ejakulat.

3.3 Entnahmezeitpunkte

Die Samengewinnung erfolgte dreimal wochentlich am Montag, Mittwoch und Freitag. Die
3 Hengste, die im Kiihlsamenversand eingesetzt wurden, wurden bei Eingang von Samenbe-
stellungen zusétzlich an weiteren Tagen abgesamt. In der Regel erfolgte die Ejakulatgewinnung

am Vormittag.

Von jedem Hengst wurde zunichst SP gewonnen, das bei -20 °C eingefroren und fiir den ei-

gentlichen Versuch zu einem spéteren Zeitpunkt wieder aufgetaut wurde.

Nachdem in geniigender Menge SP tiefgefroren war, wurden von jedem Hengst 6 Ejakulate fiir
den eigentlichen Versuch gewonnen. Die 6 Ejakulate eines Hengstes wurden in zwei aufeinan-

derfolgenden Wochen im Zeitraum von Oktober 2013 bis Juli 2014 entnommen.
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3.4 Standardspermatologische Untersuchung

Unmittelbar nach der Gewinnung des Ejakulats erfolgte die Aufbereitung des Samens im Labor
bei Raumtemperatur. Hierzu wurde das gewonnene Ejakulat zundchst aus den Samenauffang-
fldschchen in 50 ml Falcon-Réhrchen umgefiillt. 1 ml Ejakulat wurde fiir die standardsperma-
tologische Untersuchung in ein Mikrozentrifugenrohrchen (Starlab, Ahrensburg, Deutschland)
pipettiert. Der {ibrige Teil des Ejakulats diente der Gewinnung von SP oder der Herstellung von

unterschiedlich konfektioniertem Kiihlsamen fiir den eigentlichen Versuch.

3.4.1 Makroskopische Untersuchung
Die makroskopische Beurteilung des Ejakulats ist ein wichtiger Bestandteil jeder Samenunter-
suchung, um die weiteren Analysen (z.B. Dichte, Fremdzellen) auf ihre Plausibilitit hin zu

iiberpriifen.

Die Untersuchung begann mit der Volumenbestimmung. Es wurde sowohl das schleimfreie
Ejakulatvolumen im Falcon-Ro6hrchen als auch das Volumen der Gelfraktion im Samenfilter

bestimmt. Durch Addition der beiden Volumina wurde das Gesamtvolumen ermittelt.

Ein weiteres makroskopisches Untersuchungskriterium war die Farbe. Diese wurde als grau,
hellgrau, weil3, elfenbein, gelb, braun oder rot bezeichnet. Bei einer rotlichen oder braunlichen
Farbung (Hinweis auf Hdmospermie) oder einer gelblichen Farbe (Hinweis auf Urospermie)

wire das Ejakulat verworfen worden.

Die Konsistenz wurde als wissrig, molkig, milchig oder rahmig eingestuft. Eine herabgesetzte
Spermienkonzentration (Oligozoospermie) oder die vollstaindige Abwesenheit von Spermien

(Azoospermie) fithren zu einer wissrigen Konsistenz.

Ebenfalls wurde notiert, ob das Ejakulat Beimengungen, wie Schleim, Schmutzpartikel oder

Smegma enthielt.
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3.4.2 Mikroskopische Untersuchung
3.4.2.1 Motilit:t

Die Beurteilung der Motilitit ist ein essentieller Bestandteil jeder Samenanalyse, da die
Beweglichkeit Auskunft gibt iiber die Funktionsfdhigkeit und die strukturelle Integritét einer
Samenzelle (VERSTEGEN et al., 2002). Die Motilitdt gilt als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren zur Beurteilung der Fertilitdt und war auch in dieser Studie das

entscheidende Untersuchungsmerkmal.

Im Ejakulat sollte die Vorwértsmotilitdt bei Hengsten im Besamungseinsatz mindestens 50 %
betragen (WABERSKI und SIEME, 2009). Im vorliegenden Projekt wurden jedoch auch
Hengste mit einer niedrigeren progressiven Beweglichkeit berticksichtigt, da unter Alltagsbe-
dingungen auch teilweise Samen aufbereitet wird, der den Mindestanforderungen nicht ent-

spricht.

Im Versuch erfolgte immer eine Beurteilung des Nativsamens sowie der unterschiedlich
konfektionierten Proben. Die Analyse des Nativsamens gab einen Hinweis auf die
Bewegungsfihigkeit der Spermien in ihrer natiirlichen ,,Fliissigkeitsumgebung® (VARNER,
2008). Sie war jedoch teilweise erschwert durch eine sehr hohe Spermienkonzentrationen sowie

durch Spermienagglutinationen.

Zur Analyse wurde ein Dunkelphasenkontrastmikroskop (Olympus Corporation, Model
CX41RF, Tokyo, Japan) verwendet mit einem auf 38 °C erwidrmbaren Mikroskopheiztisch
(Minitiib, Tiefenbach, Deutschland). Die Proben wurden in Leja-Messkammern (4 Chamber
Slide, Leja Products, Nieuw-Vennep, Niederlande) mit einer Tiefe von 20 um bewertet.
Unmittelbar nach Befiillung der Leja-Kammer wurden die zentralen Bereiche der Messkammer
ziigig analysiert, um einen Verlust der Homogenitdt der Probe durch eine Migration der

Spermien zum Randbereich zu vermeiden.

Es wurde eine subjektive Motilitdtsanalyse durchgefiihrt, bei der immer die gleiche Person die
Beweglichkeit schitzte. Die Einteilung erfolgte prozentual in vorwirts-, orts- und
unbewegliche Spermien. Samenzellen, die meist eine geradeaus gerichtete Bewegung zeigten,
wurden als progressiv beweglich eingestuft. Spermien, die trotz Schwanzbewegungen auf der
Stelle verharrten oder sich in kleinen Kreisen bewegten, deren Radius geringer als die
Spermiumldnge war, wurden als ortsbeweglich eingestuft. Die Summe aus vorwirts- und

ortsbeweglichen Spermien wurde als Gesamtmotilitdt angegeben.
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3.4.2.2 Agglutinationen

Als Agglutination wurde die Aneinanderlagerung von Spermienkdpfen bezeichnet, wobei der
Schwanz in der Regel frei und beweglich war. Diese Aneinanderheftung der Spermien konnte
paarweise, sternformig oder ungeordnet in Haufen erfolgen. Auch eine Anheftung an andere
Partikel, wie z.B. Fremdzellen wurde als Agglutination gewertet. Das Auftreten von Aggluti-

nationen wurde je nach Ausprigung in geringgradig, mittelgradig oder hochgradig eingeteilt.

3.4.2.3 Fremdzellen

Als Fremdzellen wurden alle Zellen klassifiziert, die keine Spermien darstellten. Sie wurden
nach Typ (Epithelzellen, Rundzellen, Erythrozyten, Leukozyten) und Héufigkeit des Vorkom-
mens (geringgradig, mittelgradig, hochgradig) eingeteilt.

3.4.3 Dichte

Die Spermienkonzentration ist einer der wichtigsten Faktoren bei der Samenanalyse, da Infer-

tilitit bei vielen Spezies mit einer niedrigen Dichte korreliert (VERSTEGEN et al., 2002).

Die Dichte ist definiert als Spermienanzahl pro Raumeinheit und wird meist in der Einheit
Mio./ml angegeben. Bei Hengsten im Besamungseinsatz sollte die Konzentration mindestens

100 Mio./ml betragen (WABERSKI und SIEME, 2009).

In der vorliegenden Arbeit ist zur Dichtebestimmung eine fluoreszenzoptische Messung durch-
gefiihrt worden. Als Messgerit diente der NucleoCounter SP-100 (Chemometec, Allered, Di-
nemark). Bei dieser Messmethode wird die Plasmamembran der Samenzellen zunichst durch
das Reagent S100 zerstort, bevor die Zellkerne mit Propidiumiodid angefarbt und fluoreszenz-

optisch ausgezihlt werden.

SchlieBlich wurde von jedem Ejakulat auch die Gesamtspermienzahl ermittelt. Sie stellt das
Produkt aus der Spermiendichte und dem Ejakulatvolumen ohne Gelfraktion dar. Bei GroB3pfer-
derassen sollte die Gesamtspermienzahl bei mindestens 5 x 10° liegen, bei Ponyrassen werden

oft niedrigere Werte gemessen (WABERSKI und SIEME, 2009).
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3.4.4 pH-Wert

Der pH-Wert gibt Auskunft {iber Beimengungen im Ejakulat (z.B. Harn, Blut) und {iber
entziindliche Prozesse, die in den Hoden, Nebenhoden oder akzessorischen Geschlechtsdriisen
ablaufen konnen. Der physiologische pH-Wert liegt beim Hengst bei 6,7 - 7,5. Die Bestimmung
des pH-Wertes erfolgte mit einem pH-Indikatorpapier (Chemsolute® test pH Indicator,
pH 4,0 - 7,5, 0,3 Intervalle, Th. Geyer, Renningen, Deutschland).

3.5 Gewinnung von Seminalplasma

Nachdem das Ejakulat in 50 ml Falcon-Roéhrchen umgefiillt und 1 ml Probe fiir die
standardspermatologische Untersuchung entnommen worden war, erfolgte eine zweimalige
Zentrifugation des librigen Ejakulats zur Abtrennung der Spermien vom SP. Die Zentrifugation
erfolgte bei 2500 g iiber einen Zeitraum von 10 min bei 25 °C in einer Thermo Scientific
Heraeus Megafuge 16 (Thermo Fisher Scientific, Osterode, Deutschland). Nach der ersten
Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig in ein neues Falcon-Rohrchen gekippt, so dass
das Spermienpellet am Boden des ersten Falcon-Rohrchens nicht in das zweite Falcon-
Rohrchen gelangte. Der Uberstand wurde erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert,
so dass sich die noch im Uberstand vorhandenen Spermien am Boden absetzten. Nach Erfolgen
der zweiten Zentrifugation wurde das SP zligig abgesaugt. Hierzu wurde eine 20 ml Spritze
(B Braun, Injekt, Melsungen, Deutschland) mit einer TSK-Supra Sonderkaniile
(2,00 x 120 mm, Ehrhardt Medizinprodukte GmbH, Geislingen, Deutschland) verwendet. Um
eventuell noch vorhandene Spermien im Aspirat zu entfernen, erfolgte eine Filtration durch
einen Millex® 33 mm Spritzenvorsatzfilter mit einer Porenweite von 0,22 um (Millipore,
Carrigtwohill, Irland). Die Filtration zur Trennung von Spermien und SP stellt eine bewéhrte
Methode dar (JASKO et al., 1992a, KATILA et al., 2004, MARI et al., 2011). Anschlieend
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob alle Spermien erfolgreich aus dem SP entfernt
wurden. Nach erfolgter Uberpriifung wurde das SP bis zum Gebrauch bei -20 °C tiefgefroren.
Die Lagerung von SP bei dieser Temperatur hat sich schon vielfach als geeignet erwiesen
(JASKO et al., 1992a, WABERSKI et al., 1997, WATSON et al., 1999, ALGHAMDI et al.,
2004).

Vor der Verwendung wurde das gefrorene SP im Wérmeblock auf 37 °C erwérmt.
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3.6 Eingesetzte Verdiinner

In der vorliegenden Arbeit wurden die 4 folgenden, kommerziell erhéltlichen Frischsamenver-

diinner in ihrer Wirkung auf die Spermienmotilitét miteinander verglichen:

1.

BotuSemen (Nidacon, Molndal, Schweden)

BotuSemen (BS) ist ein Verdiinner auf Magermilchbasis. Er enthdlt zudem Kohlen-
hydrate, Aminosduren, Konservierungsstoffe, Penicillin K (1.0 g/l1), Gentamicin
(0.5 g/l) und destilliertes Wasser.

Der Verdiinner wurde nach Anleitung selbst angemischt und anschlieend in 15 ml Fal-
con-Réhrchen und 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen bis zum Gebrauch bei -20 °C tief-

gefroren.

EquiPro (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland)

EquiPro (EP) ist ein Frischsamenverdiinner auf Magermilchbasis mit Antibiotikazusatz.
Er enthélt definierte Caseinate und Molkenproteine sowie die Zucker Glukose und
Sucrose. Der Verdiinner war bei Erwerb in Pulverform und wurde vor Gebrauch in
destilliertem Wasser aufgelost. AnschlieBend wurde die fertige Suspension in 15 ml
Falcon-Rdhrchen und 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen bis zum Gebrauch bei -20 °C

tiefgefroren.

Gent (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland)

Gent ist ein eigelbhaltiger Verdiinner mit Antibiotikum. Er war beim Erwerb bereits
gebrauchsfertig und wurde bei -20 °C tiefgefroren gelagert. Da eine 45 ml Flasche nicht
an einem Versuchstag verbraucht werden konnte, wurde der nicht benétigte Verdiinner

nach dem Auftauen bis zum Gebrauch im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert.

INRA 96 (IMV Technologies, L"Aigle, Frankreich)

INRA 96 ist ein Verdiinner auf Magermilchbasis, der aus der Milchfraktion nur die na-
tiven Phosphocaseinate enthdlt. Neben den Zuckern Glukose und Laktose beinhaltet er
die Antibiotika Penicillin (27mg/l) und Gentamicin (76 mg/l) sowie das Antimykotikum
Amphotericin B. INRA 96 eignet sich nicht nur fiir eine Spermienlagerung bei 5 °C,
sondern ermdglicht auch den Versand bei hoheren Temperaturen (15 °C) ohne Quali-
tatsverlust. Der Verdiinner war beim Erwerb bereits gebrauchsfertig in 200 ml Flaschen,

die im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert wurden.
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Alle Verdiinner wurden vor Versuchsbeginn aufgetaut bzw. aus dem Kiihlschrank genommen
und im Wiarmeblock (Accu Block, Digital Dry Bath, Labnet, New Jersey, USA) auf 37 °C er-

warmt.

3.7 Konfektionierung von Kiihlsamen

In der vorliegenden Arbeit wurden 3 Methoden der Samenaufbereitung miteinander verglichen.
Bei Konfektionierung 1 (HU 25) und 2 (HZ 25) handelt es sich um Verfahren, die sich bei der
routinemafligen Samenaufbereitung bereits vielfach bewdhrt haben. Konfektionierung 3
(HZ 333) ist eine neu entwickelte, hoch konzentrierte und volumensparende Methode der Kon-

servierung.

3.7.1 Konfektionierung 1 (HU 25):
Verdiinnung auf 25 Mio. Spermien/ml ohne Zentrifugation

Die Verdiinnung des Ejakulats auf eine Konzentration von 25 Mio. Spermien/ml wurde von
VARNER et al. (1987) beschriecben und gehort zu den klassischen und einfach
durchzufiihrenden Methoden der Samenaufbereitung. Der Samen wird ohne Zentrifugation
verdiinnt, er enthdlt also noch das gesamte SP, das durch die Verdiinnung lediglich in seinem
Anteil an der Besamungsportion reduziert wird.

Das Ejakulat wurde in Aliquots aufgeteilt und mit den 4 Frischsamenverdiinnern (BotuSemen,
EquiPro, Gent, INRA 96) in einem Mikrozentrifugengefal so verdiinnt, dass eine Konzentra-
tion von 25 Mio. Spermien/ml entstand.

Das Verhiltnis von Samen zu Verdiinner wurde nach der unten aufgefiihrten Formel berechnet.
Um die Rechnung zu vereinfachen, wurde dabei zunichst von einem Probenvolumen
(Ejakulatmenge) von 1 ml ausgegangen:

Dichte (1)

W - 1 ml (Probenvolumen) = Verdiinnermenge (ml)
ml

Da die verdiinnten Proben in 1,5 ml Mikrozentrifugengefdf3en gelagert werden sollten, wurden
das Probenvolumen und die Verdiinnermenge so weit reduziert, dass das Gesamtvolumen

maximal 1,5 ml betrug. Zunidchst wurde die entsprechende Menge des Ejakulats in das

34



Material und Methoden

Mikrozentrifugenréhrchen pipettiert, bevor die errechnete Verdiinnermenge langsam vom Rand
des GefdBles aus hinzugegeben wurde. Danach wurde die Probe gut geschwenkt. Jede Probe
wurde zweimal identisch angesetzt. Die zwei entstandenen Aliquots wurden mit H24 (Haltetest
nach 24 h) bzw. H48 (Haltetest nach 48 h) gekennzeichnet und beide fiir 10 min in einen
Wirmeblock (Accu Block, Digital Dry Bath, Labnet, New Jersey, USA) bei 37 °C gestellt.
Diese Inkubationszeit vor der Motilitdtsanalyse wurde durchgefiihrt, da die Spermien direkt
nach der Verdiinnung oft noch ein zirkulidres Bewegungsmuster aufweisen, das erst nach 5- bis
10-miniitiger Inkubation verschwindet (JASKO et al., 1992a, VARNER, 2008).

Nach der Inkubationszeit wurden die 2 Proben aus dem Wérmeblock genommen. Die mit H24
gekennzeichnete Probe diente auch zur Spermienanalyse zum Zeitpunkt 0 (HO), um nicht un-
notig viele Aliquots herstellen zu miissen. Sie wurde einer subjektiven Motilitdtsanalyse unter-
zogen, bevor beide Aliquots im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert wurden. Eine Probe wurde nach
24 h erneut analysiert (H24), die andere Probe wurde nach 48 h beurteilt (H48). Jede der Proben

wurde vor der Analyse jeweils 10 Minuten im Wiarmeblock inkubiert.

Sonderfall: 1 + 2 Verdiinnung

Ein Hengst (Hengst 7) wies im Nativejakulat in 4 von 6 Ejakulaten eine Dichte von < 75 Mio.
Spermien/ml auf. Da aber in jedem Fall mindestens eine 1 + 2 Verdiinnung (1 Teil Ejakulat +
2 Teile Verdiinner) stattfinden sollte, um die Spermaqualitit bestmoglich zu erhalten, wurde
dieser Hengst bei einer Konzentration von <75 Mio./ml in einem Verhéltnis von 1 + 2 verdiinnt.
Hierzu wurden zu je 100 pl Samen 200 pl des jeweiligen Verdiinners gegeben. Es wurden
ebenfalls 2 Aliquots (H24, H48) erstellt. Diese Form der Verdiinnung wird, da sie nur in 4 von

48 ausgewerteten Ejakulaten Anwendung fand, im Folgenden nicht gesondert angefiihrt.

35



Material und Methoden

3.7.2 Konfektionierung 2 (HZ 25):
Verdiinnung auf 25 Mio. Spermien/ml nach Zentrifugation

Die Zentrifugation der Spermien mit anschlieBender Entfernung des SP stellt ebenfalls eine
ibliche Methode der Samenaufbereitung dar, die gegeniiber der Konfektionierung 1 den Vorteil
hat, dass eine Lagerung der Spermien ohne die schddlichen Faktoren im SP erfolgt (PADILLA
und FOOTE, 1991, JASKO et al., 1991, BRINSKO et al., 2000).

Vor der Zentrifugation wurde eine 1 + 1 Vorverdiinnung des Ejakulats durchgefiihrt. Hierzu
wurden 7 ml Ejakulat und anschlieend 7 ml des jeweiligen Verdiinners (BotuSemen, EquiPro,
Gent, INRA 96) in ein 15 ml Falcon-Rohrchen pipettiert. Da oftmals das Gesamtvolumen des
Ejakulats nicht fiir diese Verdiinnung ausreichte, wurden die Proben- und Verdiinnermengen in
diesen Fillen entsprechend reduziert, so dass aber in jedem Fall eine 1 + 1 Verdiinnung statt-
fand.

Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 600 g iiber einen Zeitraum von 10 min bei 25 °C.
Nach der Zentrifugation wurde mit einer 20 ml Spritze und einer TSK-Supra Sonderkaniile das
SP ziigig abgesaugt. Nur ein kleiner Uberstand wurde belassen, da ein restlicher SP-Anteil fiir
die Erhaltung der Spermien-Vitalitit von Vorteil ist (SIEME, 2009).

Das Spermienpellet am Boden des Rohrchens wurde vorsichtig mit dem kleinen verbliebenen
Uberstand resuspendiert. Hierzu wurde mit einer 1000 pl Pipette das Pellet und der Uberstand
mehrmals langsam aufgezogen und auf diese Weise durchmischt. Nach griindlicher Resuspen-
sion aller 4 Proben erfolgte eine Dichtemessung mit dem NucleoCounter und anschlie3end eine
Verdiinnung auf 25 Mio./ml nach der gleichen Formel wie bei Konfektionierung 1:

Dichte (1)

ZS(T - 1 ml (Probenvolumen) = Verdiinnermenge (ml)

ml

Es wurden, genauso wie bei der 1. Konfektionierung, wieder von jeder Probe 2 Aliquots (H24,
H48) hergestellt. Diese wurden fiir 10 min in den Warmeblock gegeben. Obwohl immer nur
eine Probe direkt danach analysiert wurde, war es wichtig beide Proben in den Warmeblock zu
stellen, um sie den gleichen Versuchsbedingungen auszusetzen. Nachdem die mit H24 gekenn-
zeichnete Probe einer subjektiven Motilitdtsbewertung unterzogen worden war, wurden die

Proben fiir 24 bzw. 48 h bei 5 °C gelagert und anschlieBend analysiert.
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3.7.3 Konfektionierung 3 (HZ 333):

Konfektionierung 3 umfasste die Kiihlsamenkonservierung mit der hochkonzentrierten
Lagerung der Samenzellen bei 333 Mio. Spermien/ml iiber einen Zeitraum von 48 h. Nach der
Lagerung wurden der Grofiteil des Verdiinners und das SP hinzugegeben, um eine zur

Besamung optimale Spermienkonzentration von 25 Mio. Spermien/ml zu erzielen.

3.7.3.1 Versuchsschritt 1: Verdiinnung auf 333 Mio. Spermien/ml nach Zentrifugation

Die Konfektionierung 3 entsprach in ihrer Vorgehensweise zunédchst der Konfektionierung 2.
Die folgenden Arbeitsschritte wurden daher nur einmal ausgefiihrt und konnten anschlieBend
fiir beide Samenaufbereitungsformen genutzt werden:

— Vorverdiinnung mit BotuSemen, EquiPro, Gent, INRA 96 im Verhiltnis 1 + 1

— Zentrifugation bei 600 g fiir 10 min bei 25 °C

— Absaugen des Uberstands

— Resuspension des Pellets

— Dichtemessung

AnschlieBend wurden von jedem resuspendierten Pellet 2 Aliquots entnommen, die mit dem
jeweiligen Frischsamenverdiinner auf 333 Mio./ml verdiinnt wurden. Die Berechnung der Ver-

diinnung erfolgte wieder auf der Basis von 1 ml Probenvolumen:

Dichte (419
vﬁ;‘; - 1 ml (Probenvolumen) = Verdiinnermenge (ml)
ml

Da auch hier wieder die Lagerung in 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen erfolgte und nach der
Zentrifugation fiir jedes Aliquot nur ein kleines Volumen zur Verfligung stand, wurden in der
Regel nur 100 pl Probenvolumen und die errechnete Verdliinnermenge langsam zusammen ge-
geben. Wenn das Probenvolumen nach dem Absaugvorgang sehr gering war, wurde die Menge

auch auf < 100 pl reduziert. Es wurden pro Verdiinner wieder 2 Aliquots (H24, H48) angesetzt.

Hengst 7 neigte zu einer Oligozoospermie. In 3 von 6 Ejakulaten war die Dichte nach der
Zentrifugation bei einigen Verdiinnern <333 Mio./ml, so dass eine Verdiinnung auf
333 Mio./ml nicht moglich war. In diesen Fillen wurden nur die Konfektionierungen 1 + 2
durchgefiihrt, sowie die Proben der Konfektionierung 3 weiter aufbereitet, die eine Dichte

> 333 Mio./ml aufwiesen.
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3.7.3.2 Versuchsschritt 2: Verdiinnung auf 25 Mio. Spermien/ml mit 0, 5, 20 und 80 %

Seminalplasma im Verdiinner

Vor jedem Versuchstag wurden die 4 Verdiinner jeweils mit 0, 5, 20 und 80 % SP versetzt und
im Wirmeblock auf 37 °C erwdrmt. In Tabelle 6 sind die Volumenverhéltnisse von dem Ver-
diinner und der jeweiligen Menge SP dargestellt. Es wurde immer autologes SP desselben

Hengstes verwendet.

Tabelle 6: Mischungsverhdltnisse von SP und Verdiinner zur Herstellung von 1 ml Verdiinner

mit einem Anteil von 0, 5, 20 und 80 % SP

SP (%) Verdiinner (pul) SP (ul) SP in der Endprobe (%)
0 1000 0 0
5 950 50 4,624
20 800 200 18,496
80 200 800 73,985

Nach der Herstellung von 2 Aliquots (H24, H48) der 333 Mio./ml Probe, wurden aus dem
H24-Aliquot 4 x 10 pl entnommen fiir die Analyse zum Zeitpunkt 0. Zu den 10 pl wurden
jeweils 123 pl Verdiinner mit 0, 5, 20 bzw. 80 % SP hinzu pipettiert. So entstanden Proben mit
einer Dichte von 25 Mio./ml. Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei 37 °C im Warmeblock
erfolgte eine Motilitditsbewertung. Die mit SP und Verdiinner versetzten HO-Proben wurden

nach der Analyse verworfen.

Die mit H24 bzw. H48 gekennzeichneten Proben wurden flir 24 bzw. 48 h im Kiihlschrank
gelagert. Nach dem entsprechenden Zeitraum wurden aus einem Aliquot wieder 4 x 10 ul ent-
nommen und mit je 123 pl Verdiinner mit 0, 5, 20 oder 80 % SP vermischt. Die entstandenen
Proben mit einer Dichte von 25 Mio./ml wurden nach 10-miniitiger Inkubation im Wérmeblock

einer Motilitdtsanalyse unterzogen.
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3.7.4 Die 3 Samenaufbereitungsmethoden im Uberblick

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht iiber die angewendeten Konfektionierungen in dieser Arbeit.

Nativsamen

]

Verdiinnung auf 25
Mio./ml

(HU 25)

L ]

1 + 1 Vorverdiinnung

|}

Zentrifugation 600 g, 10 min, 25 °C

&

Entfernung des Uberstandes,

Resuspension des Pellets

¥ 4
Verdiinnung Verdiinnung auf 333
auf 25 Mio./ml
Mio./ml
(HZ 333)
(HZ 25)

!

Verdiinnung auf
25 Mio./ml mit 0,
5,20 und 80 % SP

!

Motilitdtsanalyse (HO) nach 10-miniitiger Inkubation bei 37 °C

: 4

1

Lagerung bei 5 °C fiir 24 bzw. 48 h

4
Verdiinnung auf
25 Mio./ml mit 0, 5,
20 und 80 % SP

Motilitdtsanalyse (H24, H48) nach 10-miniitiger Inkubation bei 37 °C

Abbildung 1: Studiendesign im Uberblick. Lagerung ohne Zentrifugation bei 25 Mio./ml
(HU25), zentrifugierte Lagerung bei 25 Mio./ml (HZ 25) und bei 333 Mio./ml (HZ 333).
Motilitdtsanalyse 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) nach Samenentnahme.

39



Material und Methoden

3.8 Statistische Auswertung

Die in den Untersuchungen erhaltenen Daten wurden unter Verwendung des Programms
»Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) erfasst. In diesem
Programm wurden auch die graphischen Darstellungen angefertigt. Die weitere statistische
Auswertung erfolgte mit den in JMP 10.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) zur Verfligung

stehenden Funktionen.

Die Versuchsergebnisse wurden zunichst auf Normalverteilung gepriift (Shapiro—Wilk—Test).
Da die Ergebnisse nicht normalverteilt waren, wurden die Einfliisse von Verdiinner, Hengst
und Konfektionierung auf die Motilitdt abhingig von den Merkmalsauspragungen anhand von
nichtparametrischen Tests fiir verbundene Stichproben (Wilcoxon signed rank-Test und
Kruskal-Wallis-Test) iiberpriift. In den Tabellen 9 — 18 sind die Ergebnisse in Form von
Medianwerten mit den entsprechenden Minimum- und Maxiumwerten angegeben. Die
Abbildungen 2, 3 und 5 — 12 zeigen die Verteilung der Ergebnisse in Form von Boxplots mit

der Angabe von Median, Minimum- und Maximumwerten sowie der Quartile.

Alle Wahrscheinlichkeitswerte mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Alle
Werte von p > 0,05 bis p = 0,1 wurden als statistisch aufféllig, jedoch nicht als signifikant
betrachtet. Alle Werte mit p > 0,1 wurden als statistisch nicht signifikant eingestuft.
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4. Ergebnisse

4.1 Standardspermatologische Untersuchung

4.1.1 Makroskopische Untersuchung

ig ) —— Maximum ———
= 60 -
Es
5 .0
E . _ —3.OQuartil—__
E 20 - — Median

10 - — 1. Quartil

0 - L— Minimum—

Gesamtvolumen Volumen ohne Gelfraktion

Abbildung 2: Verteilung des Ejakulatvolumens von 48 gewonnenen Samenproben

Wie Abbildung 2 zu entnehmen ist, zeigte das Volumen eine grofe Schwankungsbreite von
7 - 74 ml zwischen den Hengsten. Griinde fiir diese grole Varianz waren, neben genetischen
Faktoren, auch die unterschiedliche Stimulationsdauer und die variierende Anzahl von 1 - 4
Aufspriingen.

Die Gelfraktion, die im Samenfilter aufgefangen wurde, machte in der Regel nur einen sehr
kleinen Anteil des gewonnenen Ejakulats aus. Meist war das Volumen im Samenfilter zu
gering, um es zur Volumenbestimmung in einer Spritze aufziehen zu konnen. Daher stimmen
in dieser Arbeit das Gesamtvolumen und das Volumen ohne Gelfraktion haufig tiberein.

Die Ejakulate wiesen die Farben hellgrau (n = 10), wei} (n = 1) und elfenbein (n = 37) auf. Es

kamen somit keine pathologischen Farbabweichungen vor.

Die Konsistenz der Ejakulate war wissrig (n = 5), molkig (n = 3), molkig — milchig (n = 5),
milchig (n = 34) oder milchig — rahmig (n = 1). Die wéssrige Konsistenz trat nur bei einem
Hengst (Hengst 7) auf und war auf eine verminderte Spermienkonzentration im Ejakulat

zurickzufiihren.

Als Beimengungen konnten in einigen Fillen geringe Mengen Schleim (n = 11) und/oder

Schmutzpartikel (n = 6) festgestellt werden, die sich im Samenfilter ablagerten.
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4.1.2 Mikroskopische Untersuchung

4.1.2.1 Motilitat im Nativsamen
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Abbildung 3: Darstellung von Gesamtmotilitdt (GM) und Vorwdrtsmotilitit (V) in den Nativejakulaten der 8 Hengste
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Die Beweglichkeit der Spermien im Nativejakulat variierte zwischen den einzelnen Hengsten
sehr stark (Abbildung 3). Wéhrend einige Hengste die Mindestanforderung von 50 %
vorwértsbeweglichen Spermien immer erfiillten (Hengst 1, 2, 5), war dies bei anderen Hengsten
in keinem Ejakulat der Fall (Hengst 6, 7). Hengst 3 erfiillte in 4 von 6 Ejakulaten die
Mindestanforderungen, Hengst 4 erfiillte in 5 von 6 Ejakulaten die Mindestanforderungen,
Hengst 8 erfiillte nur in 1 von 6 Ejakulaten die Mindestanforderungen beziiglich der

progressiven Motilitét.

4.1.2.2 Agglutinationen

Die Ejakulate wiesen entweder keine (n = 26), geringgradige (n = 19), gering- bis mittelgradige
(n=2) oder mittelgradige (n = 1) Agglutinationen auf. In einem normalen Hengstejakulat soll-
ten keine Agglutinationen vorhanden sein (WABERSKI und SIEME, 2009). Da aber in einigen
Fillen die Dichte sehr hoch war entstanden Agglutinationen, die sich nach der Verdiinnung

jedoch wieder aufldsten.

4.1.2.3 Fremdzellen

In den Ejakulaten waren héufig Rundzellen (n = 39) und/ oder Epithelzellen (n =23) zu finden.
Meist kamen die Fremdzellen nur in geringgradiger Menge vor, 8 x auch in mittelgradiger Aus-
pragung. Bei Hengst 8 waren Rundzellen in 5 von 6 Ejakulaten in mittelgradiger Auspriagung
zu finden. Rundzellen sind aus dem Keimepithel abgestoBBene Vorstadien von Spermien, ein
geringgradiges Auftreten ist unbedenklich. Das vermehrte Vorkommen wurde in diesem Fall
auf das noch relativ junge Alter des Hengstes (3 Jahre) und somit die noch nicht vollstindig

ausgereifte Spermatogenese zurilickgefiihrt.
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4.1.3 Dichte
Tabelle 7: Dichte und Spermiengesamtzahl aus 48 Ejakulaten

Median Minimum Maximum
Dichte (Mio./ml) 314,75 16,48 884.,4
Spermiengesamtzahl (Mrd.) 7,44 0,21 13,52

Wie Tabelle 7 zu entnehmen ist, variierten die Dichte und die Spermiengesamtzahl sehr stark
zwischen den Hengsten. Die Mindestanforderungen hinsichtlich der Dichte (mindestens
100 Mio. Spermien/ml) wurden von allen Hengsten, bis auf Hengst 7, immer erreicht. Hengst

7 wies in 5 von 6 untersuchten Ejakulaten eine Dichte < 100 Mio. Spermien/ml auf.

Nach den Mindestanforderungen fiir Besamungshengste sollte die Spermiengesamtzahl bei
mindestens 5 Mrd. liegen (WABERSKI und SIEME, 2009). Hengst 7 wies in allen Ejakulaten
eine verminderte Spermiengesamtzahl auf. Hengst 8 erfiillte in 4 von 6 Ejakulaten und Hengst

3 in 1 von 6 Ejakulaten die Mindestanforderungen der Spermiengesamtzahl nicht.

4.1.4 pH-Wert

Tabelle 8: Darstellung des pH-Wertes von 48 Ejakulaten

Median Minimum Maximum

pH-Wert 6,7 6,4 7

Die mit Indikatorpapier bestimmten pH-Werte der 48 Ejakulate sind in Tabelle 8 dargestellt. In
der Regel lag der pH-Wert im Normbereich von 6,7 - 7,5. In 6 Ejakulaten wurde hingegen ein
niedrigerer pH-Wert von 6,4 gemessen. Da die Hengste und die Ejakulate sonst keinerlei
Abnormalititen zeigten, wurde dies auf die teilweise nicht ganz eindeutige Ablesbarkeit der

Farben des Indikatorpapiers im Grenzbereich zwischen 6,4 und 6,7 zuriickgefiihrt.
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4.2 FEinfluss der Konfektionierung auf die Spermienmotilitit bei

verschiedenen Verdiinnern

Im Folgenden wird dargestellt, inwiefern sich die Spermienmotilitét bei den einzelnen Konfek-
tionierungen voneinander unterscheidet. Es wird insbesondere beurteilt, ob die hochkon-
zentrierte Samenlagerung (HZ 333) zur Aufrechterhaltung der Spermienbeweglichkeit genauso

geeignet ist wie die zwei konventionellen Formen der Konfektionierung (HU 25, HZ 25).

4.2.1 BotuSemen
Wie in Tabelle 9 ersichtlich, unterschieden sich die einzelnen Konfektionierungsformen bei
Verwendung von BotuSemen wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums von 48 h nicht

signifikant in der Gesamtmotilitdt und dem Anteil der unbeweglichen Spermien.

Die Vorwartsmotilitiat war jedoch bei einer hochkonzentrierten Lagerung des Samens und dem
Hinzufiigen von 80 % SP im Verdiinner (HZ 333 80 % SP) nach 0, 24 und 48 h signifikant
schlechter als bei jeder anderen Aufbereitungsform (p < 0,05). Der Anteil der Ortsbeweglichen
war bei dieser Konfektionierung stets signifikant hoher als bei den tibrigen Konfektionierungen

(p <0,05).

Bei Verwendung von BotuSemen erzielte die hochkonzentrierte Samenlagerung mit wenig
(5 oder 20 % SP) bzw. keinem SP (0 %) genauso gute Resultate wie die beiden konventionellen

Formen der Samenlagerung (HU 25, HZ 25).
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Tabelle 9: Vergleich von Gesamtmotilitit (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitit (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Konfektionierungsformen unter
Verwendung von BotuSemen nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48). Angabe der Median-
werte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonnenen Sa-
menproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es keine

signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Konfektionierungen gab.

HO GM (%) V (%) 0 (%) U (%)

HU 25 55 (5-80)° 47,5 (2-75) 7,5 (0-20)? 45 (20-95)
HZ 25 50 (5-80) 45 (5-70)° 5(0-15)° 50 (20-95)°
HZ3330%SP | 50 (5-80)° 45 (5-75)° 5 (0-20)° 50 (20-95)°
HZ3335%SP | 55 (5-80)° 42,5 (4-75) 5 (0-20)° 45 (20-95)°
HZ 33320 % SP | 52,5 (5-80)° 40 (5-70)° 10 (0-30)° 47,5 (20-95)°
HZ 33380 % SP | 50 (5-75)° 20 (2-60)° 20 (2-50)° 50 (25-95)°
H24 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)

HU 25 35 (5-70)° 25 (3-65)° 5 (0-15)* 65 (30-95)?
HZ 25 40 (3-70)° 30 (2-60)° 5 (0-20)° 60 (30-97)°
HZ3330%SP | 35 (4-80)° 27,5 (2-75)° 5(0-15)° 65 (20-96)°
HZ3335%SP | 37,5 (5-80)° 27,5 (3-75) 5 (0-20)° 62,5 (20-95)°
HZ 33320 % SP | 32,5 (5-75)° 25 (3-70)° 5 (0-20)° 67,5 (25-95)°
HZ 33380 % SP | 32,5 (5-70)° 15 (2-55)° 15 (3-40)° 67,5 (30-95)°
H43 GM (%) V(%) 0 (%) U (%)

HU 25 27,5 (5-70)° 20 (2-60)* 5 (1-20) 72,5 (30-95)?
HZ 25 35 (2-60)° 25 (1-45)° 5 (1-20)° 65 (40-98)
HZ3330%SP | 22,5 (2-70)° 17,5 (1-65)° 5 (0-20)* 77,5 (30-98)°
HZ3335%SP |25 (3-75) 20 (2-70)° 5 (1-20)° 75 (25-97)°
HZ 33320 % SP | 27.5 (3-75)° 20 (2-70)° 5 (1-20)° 72,5 (25-97)"
HZ 33380 % SP | 25 (3-65)° 10 (1-50)° 15 (2-35)° 75 (35-97)*
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4.2.2 EquiPro
Die verschiedenen Konfektionierungsformen unterschieden sich bei Verwendung von EquiPro
wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums von 48 h nicht signifikant in der

Gesamtmotilitit und dem Anteil der unbeweglichen Spermien (Tabelle 10).

Die Vorwirtsmotilitidt war jedoch bei der hochkonzentrierten Lagerung des Samens und dem
Hinzufiigen von 80 % SP im Verdiinner (HZ 333 80 % SP) nach 0, 24 und 48 h signifikant
schlechter als bei jeder anderen Aufbereitungsform (p < 0,05). Der Anteil der ortsbeweglichen
Spermien war bei dieser Konfektionierungsform iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
signifikant hoher als bei den {ibrigen Aufbereitungsmethoden. Einzige Ausnahme stellte die
Autbereitung mit 20 % SP nach 48 h dar, die teilweise ebenfalls zu einem dhnlich hohen Anteil
ortsbeweglicher Spermien fiihrte wie 80 % SP.

Wird EquiPro als Verdiinner verwendet, so ist die hochkonzentrierte Lagerung mit wenig oder

ohne SP genauso gut zum Erhalt der Motilitit geeignet wie die Lagerung bei niedrigerer Dichte

(HU 25, HZ 25).
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Tabelle 10: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Konfektionierungsformen unter
Verwendung von EquiPro nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48). Angabe der Medianwerte
sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonnenen
Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es keine

signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Konfektionierungen gab.

HO GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
HU 25 60 (5-80)° 45 (5-75) 7,5 (0-30)? 40 (20-95)
HZ 25 50 (1-75)° 45 (0-70)" 5 (0-20)° 50 (25-99)°
HZ3330%SP | 45(2-75) 40 (1-70)° 5 (0-20) 55 (25-98)°
HZ3335%SP | 50 (2-80)° 40 (1-70)* 5(0-30)° 50 (20-98)°
HZ 33320 % SP | 50 (3-80)° 40 (2-70)" 10 (0-30)° 50 (20-97)
HZ 33380 % SP | 45 (5-70)° 20 (2-60)° 20 (2-50)° 55 (30-95)°
H24 GM (%) V (%) 0O (%) U (%)

HU 25 30 (0-60)" 25 (0-50)° 5 (0-20)? 70 (40-100)°
HZ 25 32,5 (0-70)* 25 (0-60)° 5 (0-20)* 67,5 (30-100)*
HZ3330%SP |25 (0-75) 20 (0-70)* 5 (0-20)° 75 (25-100)°
HZ3335%SP |30 (0-75) 20 (0-70)* 5 (0-20)° 70 (25-100)°
HZ 33320 % SP | 30 (0-70)° 20 (0-65)° 5 (0-30)° 70 (30-100)°
HZ 33380 % SP | 25 (0-60)° 10 (0-45)° 15 (0-40)° 75 (40-100)°
H48 GM (%) V(%) O (%) U (%)

HU 25 22,5 (0-55)° 17,5 (0-50)° 5 (0-20)? 77,5 (45-100)°
HZ 25 30 (0-70)" 20 (0-60)* 5 (0-20)° 70 (30-100)°
HZ3330%SP | 25 (0-65) 20 (0-60)* 5 (0-20)° 75 (35-100)°
HZ3335%SP |20 (0-70) 15 (0-65)° 5 (0-20)* 80 (30-100)°
HZ 33320 % SP | 25 (0-70)° 15 (0-65)° 5 (0-30)* 75 (30-100)*
HZ 33380 % SP | 20 (0-50)° 5 (0-40)° 10 (0-30)° 80 (50-100)°
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4.2.3 Gent

Tabelle 11 veranschaulicht, dass bei Verwendung von Gent alle Konfektionierungsformen, mit
Ausnahme von HZ 333 80 % SP, gleichermafen zur Erhaltung der Motilitét iiber 48 h geeignet
waren. Insbesondere die Lagerung bei niedriger Dichte nach Entfernung des SP (HZ 25) fiihrte

zu einer guten Beweglichkeit.

HZ 333 80 % SP fiihrte nach 48 h zu einer signifikant schlechteren Gesamtmotilitét als alle
anderen Aufbereitungsformen (p < 0,05). Die Vorwértsmotilitit war bei dieser Konfektionie-
rung liber den gesamten Untersuchungszeitraum niedriger als bei allen anderen Konfektionie-
rungen (p < 0,05). Der Anteil der ortsbeweglichen Spermien war bei HZ 333 80 % SP nach 0
und 24 h signifikant hoher als bei allen anderen Aufbereitungsmethoden (p < 0,05). Die Zahl
der unbeweglichen Spermien war bei HZ 333 80 % SP nach 48 h signifikant groB3er als bei allen

anderen Konfektionierungen (p < 0,05).

Weiterhin fiel auf, dass die Verwendung von Gent mit 80 % SP bei einigen Hengsten zur Ent-
stehung von zahlreichen Partikeln fiihrte, deren Grof3e kleiner als die der Spermienkdpfe war
(Abbildung 4). Es gibt somit eine Interaktion von SP und dem eigelbhaltigen Verdiinner, die
sich bei hohen SP-Konzentrationen bemerkbar macht. Die Partikelbildung kann auch Ursache
fiir die verminderte Vorwirtsbewegung der Spermien und den hoheren Anteil ortsbeweglicher
Samenzellen bei 80 % SP sein. Moglicherweise schrianken die Partikel die Bewegungsfahigkeit
der Spermien so stark ein, dass eine linear gerichtete Vorwiartsbewegung nur noch schwer mog-

lich ist.

Kreisbewegung
eines Spermiums

zahlreiche,
kleine Partikel

Abbildung 4: mikroskopische Aufnahme der Spermien bei einer Verdiinnung mit Gent und
Konfektionierung auf 333 Mio. Spermien/ml mit 80 % SP
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Tabelle 11: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Konfektionierungsformen unter
Verwendung von Gent nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48). Angabe der Medianwerte
sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonnenen
Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es keine

signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Konfektionierungen gab.

HO GM (%) V (%) 0O (%) U (%)

HU 25 57,5 (5-90)* 47,5 (3-80)° 5 (0-30)* 42,5 (10-95)*
HZ 25 60 (7-80)° 50 (5-75)" 5(0-30)° 40 (20-93)°
HZ3330%SP | 57,5 (5-80)° 47,5 (5-70)° 5 (0-20) 42,5 (20-95)
HZ3335%SP | 55 (5-80)° 45 (5-70)° 5(0-25)° 45 (20-95)°
HZ 33320 % SP | 50 (5-80)° 45 (5-75) 5(0-25)° 50 (20-95)
HZ 33380 % SP | 50 (5-80)° 20 (1-65)° 20 (3-50)° 50 (20-95)
H24 GM (%) V (%) 0O (%) U (%)

HU 25 42,5 (5-80)* 32,5 (3-70)* 10 (0-25)* 57,5 (20-95)%
HZ 25 50 (5-80)" 35 (3-70)° 5 (0-30)? 50 (20-95)°
HZ3330%SP | 37,5 (2-75) 30 (1-70)° 5 (0-15) 62,5 (25-98)*
HZ3335%SP | 47,5 (3-80)* 30 (2-75)° 5 (0-20)° 52,5 (20-97)*
HZ 33320 % SP | 50 (2-80)** 30 (1-75)° 5 (0-25)° 50 (20-98)
HZ 33380 % SP | 30 (1-80)° 20 (0-65)° 15 (1-50)° 70 (20-99)°
H48 GM (%) V(%) O (%) U (%)

HU 25 35 (2-70)° 25 (1-65)* 10 (0-20)* 65 (30-98)*
HZ 25 45 (3-70)° 30 (2-60)° 8 (1-25)* 55 (30-97)°
HZ3330%SP |30 (2-65) 22,5 (1-60)" 5 (0-20)° 70 (35-98)°
HZ3335%SP |30 (2-70) 25 (0-60)* 5 (0-20)° 70 (30-98)*
HZ 33320 % SP | 30 2-70)° 20 (0-65)° 7,5 (0-30)* 70 (30-98)*
HZ 33380 % SP | 15 (1-70)° 5 (0-60)° 7,5 (1-50)* 85 (30-99)°
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4.2.4 INRA 96

Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, lassen sich bei Verwendung von INRA 96 auch zwischen den
zwei konventionellen Konfektionierungen Unterschiede feststellen. So fiihrte die Zentrifuga-
tion mit Entfernung des SP und die anschlieBende Lagerung bei niedriger Dichte (HZ 25) nach
48 h zu einer signifikant besseren Gesamt- (p = 0,0402) und Vorwirtsmotilitit (p = 0,0250)
sowie zu weniger unbeweglichen Spermien (p = 0,0402) als die unzentrifugierte Lagerung bei

niedriger Dichte (HU 25).

Die unzentrifugierte Lagerung bei niedriger Dichte (HU 25) fiihrte teilweise auch zu einer
schlechteren Beweglichkeit als die hochkonzentrierte Lagerung bei 333 Mio. Spermien/ml. So
war die Vorwértsmotilitét bei HU 25 nach 24 h signifikant niedriger als bei HZ 333 mit 0 % SP
(p = 0,0480) und auch tendenziell niedriger als bei HZ 333 mit 5 % SP (p = 0,0552). Auch
nach 48 h war die Vorwértsmotilitit bei HU 25 signifikant geringer als bei HZ 333 0 % SP
(p =0,0209) und HZ 333 5 % SP (p = 0,0246).

Die hochkonzentrierte Lagerung mit dem Hinzufiigen von 80 % SP (HZ 333 80 % SP) fiihrte
zu schlechteren Motilitdten als die tibrigen Konfektionierungsformen. Nach 24 h war die
Gesamtmotilitit bei HZ 333 80 % SP signifikant niedriger als bei HZ 333 0 % und 5 % SP
(p <0,05). Nach 48 h war die Gesamtmotilitdt sogar signifikant niedriger als bei allen anderen
Konfektionierungsformen, abgesehen von HU 25. Die unzentrifugierte Lagerung bei niedriger
Dichte (HU 25) fiihrte zu dhnlich schlechten Motilitdten wie HZ 333 80 % SP. Der Anteil der
Vorwirtsbeweglichen war bei HZ 333 80 % SP zu jedem Untersuchungszeitpunkt niedriger
und der Anteil der Ortsbeweglichen hoher als bei allen anderen Konfektionierungen (p < 0,05).
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Tabelle 12: Vergleich von Gesamtmotilitit (GM), Vorwdrtsmotilitdit (V), Ortsmotilitit (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Konfektionierungsformen unter
Verwendung von INRA 96 nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48). Angabe der Medianwerte
sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonnenen
Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es keine

signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Konfektionierungen gab.

HO GM (%) V (%) 0 (%) U (%)

HU 25 60 (15-85)° 50 (10-80)° 10 (0-30)° 40 (15-85)°
HZ 25 62,5 (10-80)° 52,5 (8-75)° 5(0-15)° 37,5 (20-90)°
HZ3330%SP | 65 (10-85)° 55 (10-70)* 5(0-15)° 35 (15-90)°
HZ3335%SP | 65 (10-85)° 55 (10-75)* 5(0-15)° 35 (15-90)°
HZ 33320 % SP | 65 (10-85)° 50 (10-75) 5 (0-20)° 35 (15-90)
HZ 33380 % SP | 55 (7-80)° 30 (2-65)° 20 (5-40)° 45 (20-93)
H24 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)

HU 25 42,5 (7-70)* 30 (3-60)" 5 (0-25)* 57,5 (30-93)
HZ 25 50 (10-70)* 42,5 (5-65)*" 5 (0-20)* 50 (30-90)*
HZ3330%SP | 50 (2-80)° 40 (1-75)° 5(0-15)° 50 (20-98)°
HZ3335%SP | 50 (3-80)° 40 (2-75)* 5 (0-20)* 50 (20-97)°
HZ 33320 % SP | 50 (3-75)** 40 (1-70)* 10 (0-25)° 50 (25-97)%
HZ 33380 % SP | 40 (1-70)° 15 (0-50)° 15 (1-40)° 60 (30-99)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)

HU 25 35 (2-70)%° 30 (1-60)? 7,5 (0-25)° 65 (30-98)
HZ 25 47,5 (7-70)° 40 (2-60)° 10 (0-20)* 52,5 (30-93)°
HZ3330%SP | 45 (1-80)*® 35 (0-75) 10 (0-20)* 55 (20-99)*
HZ3335%SP |40 (1-80)*® 35 (0-75) 5 (0-20) 60 (20-99)*
HZ 33320 % SP | 40 (1-80)*® 30 (0-70)* 10 (0-25)* 60 (20-99)
HZ 33380 % SP | 30 (0-70) 10 (0-60)° 15 (0-30)° 70 (30-100)°
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4.2.5 Zusammenfassung Konfektionierung

Die volumensparende Lagerung des Samens bei 333 Mio. Spermien/ml ist genauso gut in der
Lage, die Spermienmotilitét {iber 48 h zu erhalten, wie die konventionellen Lagerungsformen
bei 25 Mio. Spermien/ml. Bei allen getesteten Verdiinnern lieB3 sich die hochkonzentrierte La-

gerung erfolgreich einsetzen.

Bei der Samenaufbereitung machte es in Hinblick auf die Motilitét in der Regel keinen Unter-
schied, ob kein SP (0 %) oder ein geringer Anteil von 5 oder 20 % zu dem stark konzentrierten
Samen hinzugegeben wurde. Nur ein hoher prozentualer Anteil von 80 % SP im Verdiinner
fiihrte zu einer schlechteren Beweglichkeit als die tibrigen Konfektionierungen. Ein groBes SP-
Volumen und ein damit einhergehender niedriger Verdiinner-Anteil fiihren zu einer Abnahme
der vorwirtsbeweglichen Spermien und einem Anstieg der ortsbeweglichen. Die Gesamtmoti-
litdt und der Anteil der unbeweglichen Spermien werden durch den SP-Gehalt hingegen nur

wenig (Gent, INRA 96) bis iiberhaupt nicht (BotuSemen, EquiPro) beeinflusst.

Bei der Samenaufbereitung mit INRA 96 sind eine Zentrifugation des Samens und die Entfer-
nung des SP empfehlenswert. So fiihrte die zentrifugierte Lagerung bei niedriger Dichte
(HZ 25), aber auch die hochkonzentrierte Lagerung mit wenig oder keinem SP (HZ 333 mit
0, 5 % SP) zu einer besseren Motilitét als die unzentrifugierte Lagerung (HU 25).

53



Ergebnisse

4.3 Einfluss des Verdiinners auf die Spermienmotilitat bei verschiedenen

Konfektionierungen

Im Folgenden wird dargestellt, inwiefern es Unterschiede zwischen den einzelnen Verdiinnern
in ithrer Fahigkeit die Spermienmotilitdt zu erhalten gibt. Fiir jede Form der Konfektionierung
wurde untersucht, welche Verdiinner besonders fiir die Aufrechterhaltung der Spermienbeweg-

lichkeit geeignet sind bzw. welche Verdiinner gemieden werden sollten.

4.3.1 Konfektionierung 1 (HU 25)
Bei dieser Konfektionierung wurde der Samen direkt nach der Gewinnung auf 25 Mio./ml ver-
diinnt. Zum Zeitpunkt 0 lieBen sich noch keine signifikanten Unterschiede in der Motilitdt bei

den einzelnen Verdiinnern feststellen.

Nach einer 24- und 48-stlindigen Lagerung wiesen INRA 96 und Gent jedoch eine signifikant
bessere Gesamtmotilitit auf als EquiPro (p < 0,05). Auch die Zahl der vorwéartsbeweglichen
Spermien war nach 24 h bei INRA 96 (p = 0,0125) und Gent (p = 0,0264) signifikant hoher als
bei EquiPro. Ebenso nach 48 h zeigten sich INRA 96 (p = 0,0515) und Gent (p = 0,0890) hin-
sichtlich der Vorwéartsmotilitidt EquiPro tendenziell iiberlegen. Der Anteil der ortsbeweglichen
Spermien war nach 24 und 48 h bei INRA 96 und Gent signifikant hoher als bei EquiPro
(p <0,05). Der Anteil der unbeweglichen Spermien war bei EquiPro nach 24 und 48 h signifi-
kant groBer als bei INRA 96 und Gent (p < 0,05).

Fiir eine unzentrifugierte Lagerung eigneten sich INRA 96 und Gent daher am besten zur Er-

haltung der Motilitdt. Sie zeigten sich insbesondere EquiPro iiberlegen (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung ,HU 25 nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihlter Lagerung. Angabe der
Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonne-
nen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es

keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

Ho GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 55 (5-80)* 47,5 (2-75)? 7,5 (0-20)? 45 (20-95)?
EquiPro 60 (5-80)* 45 (5-75) 7,5 (0-30)? 40 (20-95)?
Gent 57,5 (5-90)° 47,5 (3-80)? 5 (0-30)? 42,5 (10-95)?
INRA 96 60 (15-85)? 50 (10-80)? 10 (0-30)? 40 (15-85)?
H24 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 35 (5-70)*° 25 (3-65)*° 5 (0-15)*¢ 65 (30-95)*°
EquiPro 30 (0-60)? 25 (0-50)? 5 (0-20)? 70 (40-100)?
Gent 42,5 (5-80)° 32,5 (3-70)° 10 (0-25)° 57,5 (20-95)°
INRA 96 42,5 (7-70)° 30 (3-60)° 5 (0-25)°¢ 57,5 (30-93)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 27,5 (5-70)** | 20 (2-60)? 5 (1-20)*¢ 72,5 (30-95)*°
EquiPro 22,5 (0-55)? 17,5 (0-50)? 5 (0-20)* 77,5 (45-100)°
Gent 35 (2-70)° 25 (1-65) 10 (0-20)° 65 (30-98)°
INRA 96 35 (2-70)° 30 (1-60)? 7,5 (0-25)5¢ 65 (30-98)°
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4.3.2 Konfektionierung 2 (HZ 25)

Bei dieser Konfektionierung wurde der Samen nach einer Vorverdiinnung zentrifugiert, das SP
entfernt und das Spermienpellet anschlieBend resuspendiert und auf 25 Mio. Spermien/ml
verdiinnt. Zum Zeitpunkt 0 (HO) gab es kaum Unterschiede zwischen den Verdiinnern.
Lediglich die Vorwértsmotilitdt war bei Verwendung von INRA 96 signifikant besser als bei
Verwendung von EquiPro (p = 0,0281).

Mit zunehmender Lagerungsdauer (H24, H48) erwiesen sich INRA 96 und Gent dem Verdiin-
ner EquiPro deutlich iiberlegen. Sowohl nach 24 h als auch nach 48 h fiihrten INRA 96 und
Gent zu einer signifikant besseren Gesamt- und Vorwértsmotilitdt als EquiPro (p < 0,05). Der

Anteil der unbeweglichen Spermien war bei EquiPro nach 24 und 48 h signifikant hoher als bei

INRA 96 und Gent (p < 0,05).

INRA 96 wies zudem sowohl nach 24 h als auch nach 48 h Lagerung eine bessere Gesamtmo-
tilitdit und weniger unbewegliche Spermien auf als BotuSemen (p < 0,05). Auch die Vorwarts-
motilitdt war bei INRA 96 nach 24 h tendenziell besser (p = 0,0579) und nach 48 h signifikant
besser als bei BotuSemen (p = 0,0032).

Der Anteil der ortsbeweglichen Spermien wurde durch den Verdiinner nicht beeinflusst.

Zur Erhaltung der Motilitét bei einer Lagerung mit 25 Mio. Spermien/ml nach Zentrifugation

eigneten sich INRA 96 und Gent daher besser als EquiPro und BotuSemen (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung wHZ 25 nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihlter Lagerung. Angabe der
Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus 48 gewonne-
nen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen an, dass es

keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

Ho GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 50 (5-80)* 45 (5-70)*° 5 (0-15) 50 (20-95)
EquiPro 50 (1-75) 45 (0-70)? 5 (0-20)? 50 (25-99)
Gent 60 (7-80)? 50 (5-75)° 5 (0-30)° 40 (20-93)?
INRA 96 62,5 (10-80)* | 52,5 (8-75)° 5 (0-15)? 37,5 (20-90)°
H24 GM (%) V(%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 40 (3-70)*° 30 (2-60)*° 5 (0-20)? 60 (30-97)*P
EquiPro 32,5 (0-70)? 25 (0-60)? 5 (0-20)? 67,5 (30-100)?
Gent 50 (5-80)°¢ 35 (3-70)° 5 (0-30)? 50 (20-95)b¢
INRA 96 50 (10-70)° 42,5 (5-65)° 5 (0-20)? 50 (30-90)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 35 (2-60)*° 25 (1-45)*b 5 (1-20)* 65 (40-98)>P
EquiPro 30 (0-70)? 20 (0-60)? 5 (0-20)* 70 (30-100)?
Gent 45 (3-70)°¢ 30 (2-60)°¢ 8 (1-25) 55 (30-97)<
INRA 96 47,5 (7-70)° 40 (2-60)° 10 (0-20)? 52,5 (30-93)°
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4.3.3 Konfektionierung 3 (HZ 333 0 % SP)

Bei dieser Konfektionierung wurde der Samen hoch konzentriert gelagert und erst kurz vor der
Analyse auf 25 Mio. Spermien/ml verdiinnt. In der ersten Motilitdtsauswertung (HO) war ledig-
lich festzustellen, dass INRA 96 zu einer signifikant besseren Gesamt- und Vorwértsmotilitét
und zu weniger unbeweglichen Spermien fiihrte als EquiPro (p < 0,05). Hiervon abgesehen

traten zum Zeitpunkt 0 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verdiinnern auf.

Nach einer 24-stiindigen Lagerung waren die Gesamt- und Vorwirtsmotilitidt bei INRA 96
signifikant héher und der Anteil Unbeweglicher signifikant niedriger als bei EquiPro oder
BotuSemen (p < 0,05). Nach 48 h Lagerung fiihrte INRA 96 sogar zu einer signifikant besseren
Gesamt- und Vorwértsmotilitdt als alle anderen getesteten Verdiinner (p < 0,05). Der Anteil der

unbeweglichen Spermien war bei INRA 96 nach 48 h am niedrigsten (p < 0,05).

Bei einer Lagerung in Gent war die Gesamt- und Vorwértsmotilitdt nach 24 h signifikant hoher

und der Anteil unbeweglicher Spermien signifikant niedriger als bei Lagerung in EquiPro

(p <0,05).
Der Anteil der ortsbeweglichen Spermien wurde durch den Verdiinner nicht beeinflusst.

INRA 96 eignete sich somit sehr gut fiir diese Form der hochkonzentrierten Lagerung und war

allen anderen Verdiinnern, insbesondere EquiPro und BotuSemen, iiberlegen (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung ,,HZ 333 0 % SP*“ nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihlter Lagerung.
Angabe der Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus

48 gewonnenen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen

an, dass es keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

Ho GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 50 (5-80)*° 45 (5-75)*° 5 (0-20)* 50 (20-95)*°
EquiPro 45 (2-75) 40 (1-70)? 5 (0-20)* 55 (25-98)
Gent 57,5 (5-80)*° | 47,5 (5-70)*° 5 (0-20)? 42,5 (20-95)°
INRA 96 65 (10-85)° 55 (10-70)° 5(0-15) 35 (15-90)°
H24 GM (%) V(%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 35 (4-80)*° 27,5 (2-75)*° 5(0-15)* 65 (20-96)>P
EquiPro 25 (0-75)? 20 (0-70)? 5 (0-20)? 75 (25-100)*
Gent 37,5 (2-75)>¢ | 30 (1-70)°¢ 5(0-15)* 62,5 (25-98)>¢
INRA 96 50 (2-80)° 40 (1-75)° 5 (0-15) 50 (20-98)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 22,5 (2-70)? 17,5 (1-65)* 5 (0-20) 77,5 (30-98)°
EquiPro 25 (0-65)° 20 (0-60)? 5 (0-20)* 75 (35-100)*
Gent 30 (2-65)° 22,5 (1-60)? 5 (0-20)* 70 (35-98)*
INRA 96 45 (1-80)° 35 (0-75)° 10 (0-20)? 55 (20-99)°
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4.3.4 Konfektionierung 3 (HZ 333 5 % SP)

Bei dieser Konfektionierung wurde nach einer hochkonzentrierten Lagerung der Verdiinner mit
einem Anteil von 5 % autologem SP hinzugeben, so dass eine Konzentration von
25 Mio. Spermien/ml entstand. Zum Zeitpunkt 0 war lediglich festzustellen, dass INRA 96 zu
einer signifikant besseren Vorwirtsmotilitit (p=0,0193) und tendenziell besseren
Gesamtmotilitdt (p = 0,0577) fiihrte als EquiPro. Sonst zeigten sich noch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Verdunnern.

Nach 24 und 48 h fiihrte die Verwendung von INRA 96 zu einer signifikant hoheren Gesamt-

und Vorwirtsmotilitit als die Verwendung von EquiPro (p < 0,05).

Nach 24 h fiihrte Gent ebenfalls zu einer besseren Gesamt- und Vorwértsmotilitit sowie zu
weniger unbeweglichen Spermien als EquiPro (p < 0,05). Auch nach 48 h war bei Gent die
Vorwirtsmotilitit signifikant hoher (p = 0,0446) und der Anteil der unbeweglichen Spermien
tendenziell niedriger (p = 0,0708) als bei EquiPro.

Nach 24 h fiihrte INRA 96 tendenziell zu einer besseren Gesamtmotilitit (p = 0,0924) und
Vorwirtsmotilitdt (p=0,0912) als BotuSemen. Nach 48 h waren die Gesamtmotilitit
(p=0,0186) und die Vorwirtsmotilitit (p = 0,0137) bei INRA 96 signifikant besser als bei
Verwendung von BotuSemen. Der Anteil unbeweglicher Spermien war bei BotuSemen nach

48 h signifikant hoher als bei INRA 96 (p = 0,0186).

Der Anteil der ortsbeweglichen Spermien wurde im gesamten Untersuchungszeitraum nicht

durch den Verdiinner beeinflusst.

Fiir diese Art der Samenaufbereitung erwies sich INRA 96 als besonders geeignet, jedoch lief3

sich auch mit Gent die Motilitdt gut erhalten (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung ,HZ 333 5 % SP*“ nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihlter Lagerung.
Angabe der Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus

48 gewonnenen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen

an, dass es keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

Ho GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 55 (5-80)* 42,5 (4-75)*° 5 (0-20)? 45 (20-95)
EquiPro 50 (2-80)* 40 (1-70)? 5 (0-30)? 50 (20-98)?
Gent 55 (5-80)° 45 (5-70)*° 5 (0-25)° 45 (20-95)?
INRA 96 65 (10-85)? 55 (10-75)° 5 (0-15)? 35 (15-90)*
H24 GM (%) V(%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 37,5 (5-80)*® | 27,5 (3-75)*° 5 (0-20)? 62,5 (20-95)*°
EquiPro 30 (0-75)° 20 (0-70)? 5 (0-20)? 70 (25-100)*
Gent 47,5 (3-80)° 30 (2-75)° 5 (0-20)? 52,5 (20-97)°
INRA 96 50 (3-80)° 40 (2-75)° 5 (0-20)° 50 (20-97)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 25 (3-75)° 20 (2-70)*° 5 (1-20) 75 (25-97)
EquiPro 20 (0-70)? 15 (0-65) 5 (0-20)? 80 (30-100)?
Gent 30 (2-70)*° 25 (0-60)°¢ 5 (0-20)* 70 (30-98)>P
INRA 96 40 (1-80)° 35 (0-75)° 5 (0-20)* 60 (20-99)°
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4.3.5 Konfektionierung 3 (HZ 333 20 % SP)

Bei dieser Konfektionierung wurde nach einer hochkonzentrierten Lagerung der Verdiinner mit
einem Anteil von 20 % autologem SP hinzugefiigt, so dass eine Konzentration von
25 Mio. Spermien/ml entstand. Zum Zeitpunkt 0 war bloB festzustellen, dass INRA 96 zu einer
signifikant besseren Vorwértsmotilitdt (p = 0,0089) und tendenziell besseren Gesamtmotilitét
(p = 0,0582) fiihrte als EquiPro. Andere signifikante Unterschiede zeigten sich bei der ersten

Analyse noch nicht.

Nach einer 24-stiindigen Lagerung flihrte INRA 96 zu einer signifikant hdheren
Gesamtmotilitdt (p = 0,0073) und Vorwartsmotilitit (p = 0,0026) sowie zu einem niedrigeren
Anteil unbeweglicher Spermien (p = 0,0073) als EquiPro. Nach 48 h waren die Gesamt- und
Vorwirtsmotilitdt bei INRA 96 signifikant hoher als bei Gent und EquiPro (p < 0,05) sowie
tendenziell hoher als bei BotuSemen (GM: p = 0,0558, V: p = 0,0501). Der Anteil
unbeweglicher Spermien war nach 48 h bei INRA 96 signifikant niedriger als bei Gent
(p=0,0439) und EquiPro (p=0,0028) sowie tendenziell niedriger als bei BotuSemen
(p=0,0519).

Gent fiihrte nach 24 h zu einer signifikant besseren Vorwértsmotilitét (p = 0,0241) und tenden-

ziell weniger unbeweglichen Spermien als EquiPro (p = 0,0594).
Der Anteil der ortsbeweglichen Spermien wurde durch den Verdiinner nicht beeinflusst.

Bei dieser Art der Konfektionierung war INRA 96 von allen getesteten Verdiinnern am besten

in der Lage, die Spermienmotilitét iiber 48 h zu erhalten (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung ,,HZ 333 20 % SP*“ nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihiter Lagerung.
Angabe der Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus

48 gewonnenen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen

an, dass es keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

Ho GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 52,5 (5-80)? 40 (5-70)*° 10 (0-30)? 47,5 (20-95)?
EquiPro 50 (3-80)* 40 (2-70)? 10 (0-30)? 50 (20-97)
Gent 50 (5-80)° 45 (5-75)*° 5 (0-25)° 50 (20-95)?
INRA 96 65 (10-85)? 50 (10-75)° 5 (0-20)? 35 (15-90)
H24 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 32,5 (5-75)** | 25 (3-70)*° 5 (0-20)? 67,5 (25-95)*°
EquiPro 30 (0-70)? 20 (0-65)° 5 (0-30)° 70 (30-100)?
Gent 50 (2-80)*° 30 (1-75)° 5(0-25)* 50 (20-98)*P
INRA 96 50 (3-75)° 40 (1-70)° 10 (0-25)? 50 (25-97)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 27,5 (3-75)*® | 20 (2-70)*° 5 (1-20)* 72,5 (25-97)*°
EquiPro 25 (0-70)? 15 (0-65) 5 (0-30)* 75 (30-100)?
Gent 30 (2-70) 20 (0-65) 7,5 (0-30)? 70 (30-98)?
INRA 96 40 (1-80)° 30 (0-70)° 10 (0-25)? 60 (20-99)°
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4.3.6 Konfektionierung 3 (HZ 333 80 % SP)

Bei dieser Konfektionierung wurde nach einer hochkonzentrierten Lagerung der Verdiinner mit
einem Anteil von 80 % autologem SP hinzugeben, so dass eine Konzentration von
25 Mio. Spermien/ml entstand. Direkt nach der Verdiinnung (HO) waren die Unterschiede
zwischen den Verdiinnern gering. Es fiel nur auf, dass INRA 96 zu einer signifikant besseren

Vorwirtsmotilitét fithrte als EquiPro (p = 0,0174).

Nach 24 und 48 h Lagerung war sowohl die Gesamt- als auch die Vorwirtsmotilitit bei Ver-
wendung von INRA 96 signifikant hoher als bei Verwendung von EquiPro (p < 0,05). Die
Anzahl der unbeweglichen Spermien war bei EquiPro nach 24 und 48 h signifikant groBer als
bei INRA 96 (p < 0,05).

Bei einer 48-stiindigen Lagerung fiihrte INRA 96 auch zu einer signifikant besseren
Gesamtmotilitit (p = 0,0127) und Vorwirtsmotilitit (p = 0,0046) als Gent. Die Anzahl der
unbeweglichen Spermien war bei Gent signifikant hoher nach 48 h im Vergleich zu INRA 96
(p=0,0127).

BotuSemen fiihrte nach einer 48-stiindigen Lagerung ebenfalls zu einer signifikant besseren
Gesamtmotilitét als Gent (p = 0,0284). Auch bei der Vorwirtsmotilitét lieB sich eine deutliche
Tendenz erkennen (p = 0,0639). Der Anteil der unbeweglichen Spermien war bei Gent zu die-

sem Zeitpunkt signifikant hoher als bei BotuSemen (p = 0,0284).

Die Ergebnisse zeigen, dass INRA 96 und BotuSemen bei einer 48-stiindigen Lagerung besser
die Motilitét erhalten als Gent und EquiPro (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Vergleich von Gesamtmotilitdt (GM), Vorwdrtsmotilitdt (V), Ortsmotilitdt (O) und
dem Anteil unbeweglicher Spermien (U) bei unterschiedlichen Verdiinnern und der Konfektio-
nierung ,,HZ 333 80 % SP*“ nach 0 h (H0), 24 h (H24) und 48 h (H48) gekiihiter Lagerung.
Angabe der Medianwerte sowie Minimum- und Maximumwerte in Klammern (Min-Max) aus

48 gewonnenen Samenproben. Identische hochgestellte Kleinbuchstaben in einer Spalte zeigen

an, dass es keine signifikanten Motilitdtsunterschiede zwischen den Verdiinnern gab.

HO GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 50 (5-75) 20 (2-60)*° 20 (2-50)? 50 (25-95)*
EquiPro 45 (5-70) 20 (2-60)° 20 (2-50)? 55 (30-95)*
Gent 50 (5-80)° 20 (1-65)° 20 (3-50)° 50 (20-95)?
INRA 96 55 (7-80)* 30 (2-65)° 20 (5-40)? 45 (20-93)
H24 GM (%) V(%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 32,5 (5-70)*° 15 (2-55)*° 15 (3-40)? 67,5 (30-95)*°
EquiPro 25 (0-60)? 10 (0-45)? 15 (0-40)? 75 (40-100)?
Gent 30 (1-80)*° 20 (0-65)*° 15 (1-50)? 70 (20-99)>P
INRA 96 40 (1-70)° 15 (0-50)° 15 (1-40)? 60 (30-99)°
H48 GM (%) V (%) 0 (%) U (%)
BotuSemen 25 (3-65)° 10 (1-50)*° 15 (2-35)° 75 (35-97)
EquiPro 20 (0-50)° 5 (0-40)? 10 (0-30)*° 80 (50-100)°
Gent 15 (1-70)° 5 (0-60)? 7,5 (1-50)° 85 (30-99)°
INRA 96 30 (0-70)? 10 (0-60)° 15 (0-30)? 70 (30-100)?
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4.3.7 Zusammenfassung Verdiinner

Direkt nach der Verdiinnung (HO) fiihrten alle Verdiinner zu einer etwa gleich guten Spermien-
motilitit. Erst nach 24 bzw. 48 h wurden groBere Unterschiede zwischen den Verdiinnern
deutlich. Dabei fiel auf, dass INRA 96 bei allen Konfektionierungsformen am besten in der
Lage war, die Spermienmotilitit zu bewahren. Gent hat sich ebenfalls als guter
motilititserhaltender Verdiinner herausgestellt. Einzige Ausnahme stellte die hochkonzentrierte
Lagerung mit dem Hinzufiigen von 80 % SP im Verdiinner dar. Hier sollte Gent nicht als
Verdiinner erster Wahl eingesetzt werden, sondern INRA 96 oder BotuSemen vorgezogen
werden. EquiPro war bei allen durchgefiihrten Konfektionierungen am wenigsten fiir die

Herstellung von Kiihlsamen geeignet.
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4.4 Hengstspezifische Einfliisse auf die Spermienmotilitit

In den nachfolgenden Abbildungen (Abbildung 5 - 12) ist die Vorwértsbeweglichkeit der
Samenzellen der einzelnen Hengste nach einer 48-stiindigen Lagerung bei 5 °C dargestellt. Die
Vorwirtsmotilitidt nach dieser lingeren Lagerung ldsst einen Riickschluss zu iiber die Eignung
des Spermas fiir den Kiihlsamenversand. Die Vorwiérts- und auch die Gesamtmotilitdt zu den

iibrigen Untersuchungszeitpunkten sind in den Tab. 19 — 34 (Anhang) dargestellt.

Zwischen den Hengsten lieB3en sich deutliche Unterschiede in der Spermienmotilitit feststellen.
Diese waren bereits nach der Samenentnahme im Nativejakulat vorhanden (s. 4.1.2.1) und blie-

ben iiber den gesamten Untersuchungszeitraum von 48 h bestehen.

Trotz unterschiedlicher Spermaqualitdt bei den einzelnen Hengsten war bei allen getesteten
Tieren eine hochkonzentrierte Lagerung ohne Motilititsverlust im Vergleich zu den Standard-
methoden moglich. Ein Versand der Spermien bei 333 Mio./ml kann daher sowohl bei Hengsten

mit guter als auch bei Hengsten mit schlechter Samenqualitdt durchgefiihrt werden.

Der Einfluss der SP-Konzentration im Rahmen der hochkonzentrierten Lagerung wirkte sich
bei allen Hengsten dhnlich aus. Meistens gab es keine signifikanten Unterschiede in Portionen
ohne SP und Portionen mit einem geringen Anteil von 5 oder 20 %. Nur bei einzelnen Hengsten
und unter Verwendung bestimmter Verdiinner lieBen sich geringgradige Unterschiede
feststellen. So eignete sich bei Hengst 3 und Verwendung von EquiPro eine Konzentration von
0 oder 5 % besser als 20 % SP. Bei Hengst 6 und Verwendung von INRA 96 war die Motilitdt
nach 48 h ebenfalls hoher, wenn kein SP anstatt 20 % SP verwendet wurde. Diese Unterschiede
sind jedoch nur minimal, so dass bei allen Hengsten eine Konzentration von 0 - 20 % als optimal
betrachtet werden kann.

Zudem konnte beobachtet werden, dass bei allen Hengsten eine hohe SP-Konzentration von
80 % einen negativen Einfluss auf die Spermienmotilitit ausiibte. Unabhédngig von der Samen-

qualitét sollte daher ein zu groBer SP-Anteil in der Besamungsportion vermieden werden.

Bei Vergleich der einzelnen Verdiinner fiel auf, dass INRA 96 bei allen Hengsten die Spermien-
motilitdt besonders gut erhielt, wihrend EquiPro zu deutlich schlechteren Ergebnissen fiihrte.
Die Zusammensetzung von INRA 96 erfiillt daher die Anspriiche aller Hengste, unabhéngig

von deren Samenqualitét, sehr gut.
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Abbildung 5: Vorwdrtsmotilitdt von Hengst 1 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.

68



Ergebnisse

BotuSemen
100 +
X
< 80 -
% 60 - a,b a,b a,b a,b a
S
g 40 - =1 II___II =1 b
.5-1
P o T T =
o
> 0 T = T T T T 1
HU 25 HZ 25 HZ 333 0% HZ 333 5% HZ 333 20 % HZ 333 80 %
EquiPro
100 +
X
< 80 -
o]
= 60 - b .
S a a a
T I —— = - =
= L?J [ ] [ ] ] c
2 . I'I=I'I
e 20 ==
> 0 T T T T T 1
HU 25 HZ 25 HZ 3330% HZ 333 5% HZ 33320 % HZ 333 80 %
Gent
100 +
X
< 80 -
g a a a i a
= 60 -
g — T
2 | e = =
sé 20 | LI%IJ b
§ 0 T T T T T 1
HU 25 HZ 25 HZ 3330% HZ 333 5% HZ 33320 % HZ 333 80 %
INRA 96
100 +
80 - b b b

60 -
o ?

20 ~

Vorwirtsmotilitit (%)

HU 25 HZ25 HZ3330% HZ3335% HZ 33320 % HZ 333 80 %

Abbildung 6: Vorwdrtsmotilitdt von Hengst 2 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-
nierungen gab.
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Abbildung 7: Vorwdrtsmotilitdt von Hengst 3 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.
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Abbildung 8: Vorwdrtsmotilitdt von Hengst 4 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.
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Abbildung 9: Vorwdrtsmotilitdt von Hengst 5 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.
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Abbildung 10: Vorwdrtsmotilitit von Hengst 6 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-
nierungen gab.
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Abbildung 11: Vorwdrtsmotilitit von Hengst 7 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.
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Abbildung 12: Vorwdrtsmotilitit von Hengst 8 in 6 Samenproben nach 48 h bei unterschiedli-
cher Konfektionierung und unter Verwendung von verschiedenen Verdiinnern. Identische
Kleinbuchstaben zeigen an, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konfektio-

nierungen gab.
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5. Diskussion

5.1 Einfluss der Konfektionierung auf die Spermienmotilitit

Die vorliegende Studie zeigt, dass die starke Konzentrierung von Hengstsamen auf
333 Mio. Spermien/ml eine geeignete Methode zur volumensparenden Kiihlsamenlagerung
darstellt. Die Spermienmotilitdt bleibt genauso gut erhalten wie bei konventionell gelagertem
Samen mit niedrigerer Dichte. Diese neue Erkenntnis konnte in Zukunft dazu beitragen, den

Kiihlsamenversand platzsparender und somit kostengiinstiger zu gestalten.

Die Herstellung einer hochkonzentrierten Besamungsportion ist einfach durchzufiihren bei
Beachtung einiger Regeln. Nach den Mindestanforderungen fiir Kiihlsamen muss eine
Besamungsportion 500 Mio. vorwirtsbewegliche Spermien enthalten (AURICH, 2009).
Wiirden alle Spermien eine Vorwirtsbewegung zeigen, miisste bei einer Konzentration von
333 Mio. Spermien/ml lediglich ein Volumen von 1,5 ml versandt werden. Dies bedeutet eine
Volumeneinsparung von 92,5 % im Vergleich zu Konfektionierung 1 und 2, wo bei gleicher
Spermiengesamtzahl ein Volumen von 20 ml verschickt werden miisste. Da in der Regel aber
nicht alle Spermien vorwirtsbeweglich sind, muss das Volumen je nach Samenqualitét etwas
erhoht werden. Bei einer Samenportion, die gerade eben noch die Mindestanforderungen von
50 % progressiv beweglichen Spermien erfiillt, wére eine Verdopplung des Volumens
empfehlenswert. 500 Mio. vorwirtsbewegliche Spermien wéren dann in einer Portion von 3 ml
enthalten, so dass immer noch eine deutliche Volumeneinsparung im Verhéltnis zu den
traditionellen Samenaufbereitungsmethoden erreicht wird.

Kurz vor der Besamung miisste lediglich so viel Verdiinner hinzugefiigt werden, dass ein
besamungsiibliches Gesamtvolumen von 20 ml entsteht. Zu Bedenken ist jedoch, dass bei
Versand eines hoheren Volumens als 1,5 ml die Dichte nach der Verdiinnung grofBer ist als 25
Mio. Spermien/ml. Wird beispielsweise eine Portion mit 3 ml verschickt, die anschlieBend auf
20 ml verdiinnt wird, so betrdgt die Endkonzentration 50 Mio. Spermien/ml. Dies sollte
jedoch eine qualitativ genauso hochwertige Besamungsportion ergeben, da sich diese hohere

Dichte ebenfalls vielfach bewidhrt hat und routinemafig hdufig zum Einsatz kommt.

Der Verdiinner, der nach der Lagerung hinzugefiigt wurde, ist in dieser Studie mit
unterschiedlichen SP-Konzentrationen zur Ermittlung des optimalen SP-Gehalts in einer
Besamungsportion versetzt worden. Bei den meisten Hengsten liel sich kein signifikanter
Motilitatsunterschied zwischen 0, 5 und 20 % SP feststellen. Der Anteil von 80 % SP fiihrte

hingegen zu einer signifikant schlechteren Vorwirtsmotilitit bei gleichzeitigem Anstieg der
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ortsbeweglichen Spermien. Auch in fritheren Studien erhielten geringe SP-Konzentrationen
von 5 - 20 % die Motilitdt am besten, wiahrend hohere SP-Anteile die Beweglichkeit negativ
beeinflussten (PICKETT et al., 1975, JASKO et al., 1992a, PRUITT et al., 1993, BRINSKO et
al., 2000).

Es sei erwihnt, dass in der vorliegenden Arbeit auch die Proben mit 0 % SP im Verdiinner einen
geringen SP-Anteil besaBen. Dieser stammte aus dem Uberstand, der nach der Zentrifugation
bei den Spermien belassen wurde, um die Spermienverluste beim Absaugvorgang zu
minimieren. Somit enthielten alle Proben bereits vor der Lagerung eine sehr geringe SP-
Konzentration. Eine vollstindige Entfernung des SP wére zum einen technisch sehr aufwendig
und zum anderen auch nicht erstrebenswert gewesen, da ein kleiner SP-Gehalt wihrend der
Lagerung die Spermienvitalitit fordert (SIEME, 2009). Dafiir verantwortlich sind unter
anderem proteindse Komponenten im SP, die durch ihre Wirkung als Dekapazitationsfaktoren
eine pridmature Kapazitation wihrend der Lagerung verhindern (MUINO-BLANCO et al.,
2008). Zudem stellen die Proteine einen guten Schutz vor Kélteschdden wahrend der Kiihlung
dar (BARRIOS et al., 2000). Da das SP aber auch schéddliche Faktoren beinhaltet und die Zahl
an reaktiven Sauerstoffspezies und Chromatinschdden erhohen kann, sollte der SP-Gehalt

wihrend des Versands nur minimal sein (MORRELL et al., 2014).

Aufgrund von vielen niitzlichen Eigenschaften des SP im weiblichen Genitaltrakt und der
Fahigkeit zur Optimierung der Trichtigkeitsergebnisse beizutragen, wurde in der vorliegenden
Arbeit der SP-Anteil nach der Lagerung erhoht. Die seminalen Proteine iiben beispielsweise
einen positiven Einfluss auf den Verlauf der uterinen Immunantwort aus durch eine Verkiirzung
der besamungsinduzierten Entziindung (TROEDSSON et al., 2001). Auch bei der Etablierung
eines Spermienreservoirs im Eileiter sowie der Interaktion der Gameten und deren Fusion spielt
das SP eine Rolle (TOPFER-PETERSEN, 1999). FEine Beeinflussung des
Ovulationszeitpunktes durch einen ,,ovulationsinduzierenden Faktor* im equinen SP wird
ebenfalls vermutet (BOGLE et al., 2011). Infolge dieser vielféltigen positiven Eigenschaften
und der Ergebnisse der vorliegenden Studie kann ein SP-Anteil von bis zu 20 % in der

Besamungsportion empfohlen werden.

Sehr hohe SP-Anteile von 80 % sollten hingegen vermieden werden, da diese die
Vorwirtsmotilitdt mindern. Eine Ursache fiir den negativen Einfluss eines groflen SP-Anteils
ist der damit einhergehende hohe Gehalt an schiddlichen SP-Faktoren. Ein Enzym im SP, das
die Motilitdt der Spermien hemmen kann und daher nicht in hoher Konzentration vorkommen

sollte, ist beispielsweise die Lipase (CARVER und BALL, 2002). Auch bestimmte Proteine,
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wie Kallikrein-1E2 (KLK2), Clusterin, seminal plasma protein 1 (SP-1) und seminal plasma
protein 2 (SP-2) konnen die Fertilitdt negativ beeinflussen (NOVAK et al., 2010).

Neben der SP-Konzentration spielt auch der Zeitpunkt der SP-Zugabe und somit die
Kontaktdauer zwischen Spermien und SP eine Rolle fiir die Qualitét einer Besamungsportion.
Wihrend in fritheren Studien das SP meist vor der Lagerung hinzugegeben wurde (PICKETT
et al., 1975, JASKO et al., 1992a, BRINSKO et al., 2000), empfehlen aktuellere Studien das
SP erst kurz vor der Besamung hinzuzufiigen (MORRELL et al., 2010, MORRELL et al.,
2014). Laut MORRELL et al. (2010) iibt das SP insbesondere in den ersten Stunden einen
motilitdtssteigernden Einfluss auf die Spermien aus, weshalb in der Studie empfohlen wird das
SP spatmdglichst zu den Spermien zu geben. Da auch die Stabilitit der Plasmamembran hoher
(BARRIER-BATTUT et al.,, 2013) und die Zahl der Chromatinschidden geringer ist bei
Entfernung des SP vor dem Versand (MORRELL et al., 2014), wurde die Kontaktzeit zwischen
Spermien und SP in der vorliegenden Arbeit sehr kurz gehalten und der Grof3teil des SP nur

10 min vor der Motilitdtsanalyse hinzugegeben.

Eine Steigerung der Motilitdt durch das Hinzufiigen von SP nach der Lagerung, wie es von
MORRELL et al. (2010) vermutet wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit nur vereinzelt in
geringfiigigem Umfang beobachtet werden. Meist gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen Proben, denen kein SP zugefiigt wurde und denen mit einem geringen SP-Anteil von
5 oder 20 %. Ursache fiir die unterschiedlichen Beobachtungen konnte die Anwendung eines
spermienselektiven Aufbereitungsverfahrens bei MORRELL et al. (2010) gewesen sein. Das
auch als ,,single layer centrifugation (SLC)*“ bezeichnete Verfahren fiihrt zur Selektion der
besonders vitalen Samenzellen mit guter Motilitdt und Chromatinintegritit, die moglicherweise
anders auf das Hinzufligen von SP reagieren als die gesamte Spermienpopulation, die in dieser
Studie untersucht wurde.

Obwohl in dem vorliegenden Versuch und auch in der Arbeit von BARRIER-BATTUT et al.
(2013) kein unmittelbarer Anstieg der Motilitdt durch das Hinzufiigen von SP nach der
Lagerung beobachtet werden konnte, kann die spite SP-Zugabe dennoch sinnvoll sein, um
Volumen wihrend des Versandes zu reduzieren und eine bessere DNA-Integritit sowie weniger
Chromatinschdden zu erzielen (MORRELL et al., 2014). Der vermehrte Aufwand vor der
Besamung durch das Hinzufligen von SP zum Verdiinner und die nicht eindeutig
nachweisbaren Motilitdtsvorteile bei einer spiten SP-Zugabe rechtfertigen jedoch eventuell

auch das Belassen eines gewissen SP-Anteils bereits vor dem Versand.
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Nach der Diskussion einer geeigneten SP-Konzentration und dem besten Zeitpunkt fiir die SP-
Zugabe stellt sich auch fiir den Verdiinner die Frage, welches Volumen wann hinzugegeben
werden sollte. Das Verdiinnervolumen korreliert in dieser Studie negativ mit der SP-
Konzentration. So fiihrt ein hoher Anteil von 80 % SP zwangsldufig zu einem geringen
Verdiinner-Gehalt von nur 20 %. Ein Grund fiir die schlechte Motilitét der Proben mit 80 % SP
kann, neben dem hohen Anteil schéddlicher SP-Faktoren, auch ein zu geringes
Verdiinnervolumen sein. Wird nur sehr wenig Verdiinner hinzugefiigt, so kommt es in der
Besamungsportion zu einem Mangel an Spermien erndhrenden Substanzen. Ein Energiedefizit
in den Samenzellen fiihrt ebenfalls zu einer verminderten Beweglichkeit (PONGLOWHAPAN
et al., 2004). Das Hinzufiigen eines ausreichenden Verdiinnervolumens ist daher ein wichtiges
zu erflillendes Kriterium fiir die Erhaltung der Spermienvitalitit. Bei der Konservierung von
Hengstsamen auf traditionelle Weise wird mindestens eine 1 + 2 Verdiinnung (1 Teil Ejakulat
+ 2 Teile Verdiinner) oder eine Verdiinnung auf 25 Mio. Spermien/ml empfohlen (JASKO et
al., 1991, VARNER et al. 1987). Diese Verdiinnungsverhéltnisse miissen offenbar jedoch noch
nicht zwangslaufig wahrend der Lagerung erfiillt werden. In der vorliegenden Studie blieb die
Lebensfahigkeit der Spermien auch mit einer deutlich geringeren Verdiinnerkonzentration
erhalten. Die Begriindung hierfiir kann in der reversiblen Verlangsamung des Stoffwechsels
und der Motilitit wihrend der Kihlung liegen. Die Spermien verharren durch die
Temperaturerniedrigung auf 5 °C in einer Form der Anabiose (Kéltestarre), in der sie nur wenig
Energie verbrauchen (SIEME, 2009). Dies legt nahe, dass die Samenzellen erst nach der
Kiihlung den GroBteil der Nahrstoffe zur Reaktivierung aus dem Ruhezustand bendtigen und

somit das Hinzufiigen von einem Grofteil des Verdiinners nach der Lagerung ausreichend ist.

Ein weiterer Grund fiir den Erhalt der Spermienvitalitit trotz wenig Verdiinner bzw. Energie
wihrend der Lagerung kann die hohe Konzentration des Samens sein. Diese versetzt die
Spermien moglicherweise in einen dhnlichen Zustand wie im Nebenhoden. Dort werden die
Samenzellen ebenfalls sehr dicht in kleinem Volumen gelagert und verharren zur Schonung der

begrenzten Energiereserven in einem bewegungslosen Ruhestadium.

Im Idealfall sollte die Konfektionierungsmethode auch in Abhéngigkeit vom verwendeten Ver-
diinner gewéhlt werden, da Interaktionen zwischen dem SP und den verschiedenen Verdiinnern
auftreten. Bei einigen Verdiinnern kann durch die Entfernung des SP vor der Lagerung die
Motilitdt verbessert werden, wihrend dies bei anderen Verdiinnern keinen Vorteil birgt. Dies
stellten schon PADILLA und FOOTE (1991) in einem Versuch fest, wo sich die Zentrifugation

bei Verwendung von Kenney’'s Verdiinner positiv und bei Verwendung eines modifizierten
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Kenney’s Verdiinners (mit Tyrodes Medium) negativ auswirkte. Auch in dieser Arbeit ist die
Auswirkung der Zentrifugation in Abhingigkeit vom Verdiinner deutlich geworden. Von allen
getesteten Verdiinnern kam es durch die Zentrifugation nur bei INRA 96 zu einer signifikanten
Verbesserung der Motilitdt. Sowohl die zentrifugierte Lagerung bei niedriger Dichte (HZ 25)
als auch die hochkonzentrierte Lagerung (HZ 333 mit 0 und 5 % SP) waren bei INRA 96 der
unzentrifugierten Lagerung (HU 25) vorzuziehen. Auch SACHER (2011) kam in seiner Arbeit
zu dem Schluss, dass bei Verwendung von INRA 96 das SP vor der Lagerung zum GroBteil

entfernt werden sollte.

5.2 Einfluss des Verdiinners auf die Spermienmotilitit

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht den groB3en Einfluss der Verdiinner-Zusammensetzung auf
die Erhaltung der Spermienmotilitit im Rahmen der Kiihlkonservierung. Insbesondere bei einer
langeren Lagerung iiber 24 bzw. 48 h lieBen sich deutliche Unterschiede zwischen den
Verdiinnern BotuSemen, EquiPro, Gent und INRA 96 feststellen. Bei der ersten
Motilitatsbeurteilung (HO) hingegen fiihrten alle Verdiinner etwa zu der gleichen
Beweglichkeit. Der Grund hierfiir konnen die intrazelluldren Energiereserven der Samenzellen
sein, die dazu beitragen, dass die Spermien kurz nach der Samenentnahme noch nicht auf die
Inhaltsstoffe im Verdiinner angewiesen sind. Erst mit zunehmender Lagerungsdauer, wenn die
limitierten internen Energiereserven zur Neige gehen, werden externe Energiequellen zur
Aufrechterhaltung der Motilitdt immer wichtiger. Zum Erhalt der Spermienvitalitdt muss ein
Verdiinner daher tiber addquate Energiesubstrate in Form verschiedener Zucker (z.B. Glukose,
Fruktose) verfiigen (PONGLOWHAPAN et al, 2004). Zudem muss er eine Stabilisierung von
pH-Wert und Osmolalitit, eine Hemmung des Keimwachstums, Schutz vor
Temperaturverdnderungen und die Neutralisation toxischer  Stoffwechsel- und
Autolyseprodukte gewihrleisten (SIEME, 2009). Je besser ein Verdiinner diese Kriterien
erfiillt, umso hoher ist der Anteil der lebens- und befruchtungsfahigen Spermien nach dem
Versand. Qualitative Unterschiede zwischen Verdiinnern konnen daher erst nach einer
Lagerung iiber 24 oder besser 48 h beurteilt werden. Diese Beobachtung stimmt auch mit den
Ergebnissen einer Studie von PAPA et al. (2014) iiberein, in der ebenfalls erst nach 24 h

Motilitatsunterschiede zwischen den Verdunnern BotuSemen und INRA 96 auftraten.

INRA 96 hat sich als empfehlenswerter Verdiinner herausgestellt, der bei jeder Form der

Konfektionierung die Motilitét iiber 48 h am besten erhalten hat. Bereits in anderen Studien war

80



Diskussion

INRA 96 sehr gut in der Lage die Spermienmotilitit aufrecht zu erhalten (BATELLIER et al.,
2001, LeFRAPPER et al., 2010, SACHER, 2011). Grund fiir die hohe Qualitit des Verdiinners
ist unter anderem die Fraktionierung der Milch bei der Herstellung des Verdiinners. Nur die fiir
die Spermien protektiven Milchbestandteile (z.B. native Phosphocaseinate) gelangen in den
Verdiinner, wéhrend die schiddlichen Bestandteile der Milch (z.B. a-Lactalbumin) keine
Verwendung finden (BATELLIER et al., 1997). Ein weiterer Vorteil des Verdiinners besteht in
der Moglichkeit den Samenversand auch bei einer Temperatur von 15 °C vornehmen zu
konnen. Dies kann insbesondere bei Hengsten von Vorteil sein, deren Spermien sehr

kalteschockempfindlich beim Herunterkiihlen auf 5 °C reagieren (BATELLIER et al., 2001).

Gent war der einzige getestete eigelbhaltige Verdiinner in dieser Studie. Er stellte sich neben
INRA 96 als guter motilititserhaltender Verdiinner heraus. Ein positiver Einfluss von
eigelbhaltigen Verdiinnern auf die Spermienmotilitit wurde schon in fritheren Studien
nachgewiesen (JASKO et al., 1992a, BEDFORD et al., 1995). Ursache hierfiir sind die im
Eigelb enthaltenen Low-Density Lipoproteins (LDL), die zu einer Stabilisierung der
Spermienmembran und somit zu einem Schutz vor Kélteschiden beitragen (BERGERON und
MANJUNATH, 2006). Es gibt jedoch eine Interaktion zwischen Eigelb und SP, die sich bei
langerer Lagerung negativ auf die Spermienbeweglichkeit auswirkt (JASKO et al., 1992a).
BEDFORD et al. (1995) stellten vor allem bei der Kombination von hohen Eigelb- und SP-
Konzentrationen einen negativen Einfluss auf die Spermienmotilitit fest. Der negative Einfluss
eines groen SP-Anteils wurde auch in der vorliegenden Arbeit deutlich, wo das Hinzufiigen
von 80 % SP zu einer stark verminderten Spermienbeweglichkeit sowie zur Bildung von
zahlreichen, kleinen Partikeln fiihrte. Die Ursache fiir die Entstehung der Partikel konnte in
dieser Studie noch nicht gekldrt werden, jedoch scheinen die Partikel die Bewegung der
Spermien einzuschréanken und zu behindern. Um die negative Interaktion von Eigelb und SP zu
verhindern, ist es bei Gent daher von besonderer Wichtigkeit nur geringe SP-Konzentrationen

einzusetzen.

BotuSemen eignete sich ebenfalls fiir alle getesteten Methoden der Samenaufbereitung. Er
erhielt die Motilitét besser als EquiPro, war jedoch INRA 96 in der Regel unterlegen. Bisher
gibt es nur wenige Studien iiber die Qualitit von BotuSemen als Verdiinner. In einer Studie von
PAPA et al. (2014) war die Gesamt- und Vorwértsmotilitdt nach 24 h bei BotuSemen besser als
bei INRA 96. Dieses Ergebnis weicht von den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit ab, jedoch
wurde der Samen dort nur unzentrifugiert bei einer Dichte von 40 Mio. Spermien/ml gelagert.

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beider Studien ist daher limitiert.
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EquiPro war in der vorliegenden Studie den {iibrigen Verdiinnern deutlich unterlegen.
Insbesondere der grofle Qualititsunterschied zu INRA 96 war unerwartet, da die Verdiinner
eine sehr dhnliche Zusammensetzung aufweisen. Beide beinhalten spezifische Caseinate, die
den wichtigsten Milchbestandteil zur Erhaltung der Spermienmotilitdt darstellen (BERGERON
und MANJUNATH, 2006). Frither durchgefiihrte Studien kamen zu unterschiedlichen
Ergebnissen tiber die Eignung von EquiPro als Verdiinner. In einer Studie von LeFRAPPER et
al. (2010), in der allerdings nur zwei Hengste eingesetzt wurden, erhielt EquiPro die
Spermienmotilitdt iiber 72 h genauso gut wie INRA 96. AURICH et al. (2007) berichten
ebenfalls von guten Motilitdten bei Verwendung von EquiPro, jedoch verglichen sie EquiPro
mit anderen Verdiinnern als die vorliegende Studie. Dort fiihrte EquiPro zu einer besseren
Motilitdt als AndroMed-E und EquiPro TM, einem Verdiinner mit der gleichen chemischen
Zusammensetzung wie EquiPro, der bei Erwerb jedoch in gebrauchsfertiger, fliissig-steriler
Form vorliegt. SACHER (2011) kam zu dem gleichen Schluss wie die vorliegende Studie und
stellte sowohl mit als auch ohne Zentrifugation eine Unterlegenheit von EquiPro gegeniiber

INRA 96 fest.

Die Wahl des Samenverdiinners ist insbesondere bei Hengsten mit einer geringen Toleranz
gegeniiber Lagerung und Kiihlung von Bedeutung, da hier ein schlechter Verdiinner zu nicht-
versandfdhigen Besamungsportionen fithren kann. Bei diesen Hengsten sollte daher in jedem
Fall ein hochwertiger Verdiinner, wie z.B. INRA 96, gewéhlt werden. Hengstsamen, der
ohnehin eine sehr gute Qualitdt auch nach der Lagerung aufweist, kann auch mit Gent oder

BotuSemen gut aufbereitet werden.

5.3 Hengstspezifische Einfliisse auf die Spermienmotilitit

Die vorliegende Studie verdeutlicht die starke Beeinflussung der Samenparameter durch den
Hengst selbst. Obwohl die Konfektionierung und der Verdiinner eine nicht zu unterschitzende
Rolle fiir die Qualitdt der Besamungsportion spielen, so stellt der Faktor Hengst den Parameter

mit dem groften Einfluss auf die Spermienmotilitdt dar.

Ursache fiir die groBen Motilititsunterschiede zwischen den Hengsten ist neben der Qualitét
des Nativsamens auch die Zusammensetzung des SP (AURICH, 2008). Das SP besteht aus
vielen verschiedenen Komponenten, deren Vorkommen bei den einzelnen Hengsten variiert.
Dies wird deutlich bei der Durchfiihrung einer Elektrophorese, in der sich eine gro3e Vielfalt

an Proteinen mit unterschiedlichem Molekulargewicht im equinen SP darstellt. Zeitgleich wird
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auch ersichtlich, dass nur sieben Proteinbanden bei allen Hengsten identisch sind (ZAHN et al.,
2006). Die unterschiedliche Proteinzusammensetzung hat auch einen Einfluss auf die Fertilitat.
So kommen CRISP-Molekiile in groler Menge bei Hengsten mit guter Fruchtbarkeit vor
(REINEKE et al., 1999, SCHAMBONY et al., 1997), wihrend KLK?2, Clusterin, HSP-1 und
HSP-2 insbesondere bei Hengsten mit schlechter Fertilitit zu finden sind (NOVAK, 2010).

Aufgrund dieser unterschiedlichen Beschaffenheit des SP kann bei einigen Hengsten eine
Entfernung des SP vor der Lagerung sinnvoll sein, um die Uberlebensrate der Spermien zu
erhohen. Laut BRINSKO et al. (2000) kann insbesondere bei Hengsten, deren Samen sich
unzentrifugiert nur schlecht konservieren lésst (,,bad coolers®), eine Entfernung des SP die
Motilitdt verbessern. Die vorliegende Studie zeigt jedoch auch, dass nicht nur der Hengst selbst
bei der Entscheidung iiber die Durchfiihrung einer Zentrifugation eine Rolle spielt. Vielmehr
entscheidend in dieser Arbeit war der verwendete Verdiinner. Wihrend bei Einsatz von
INRA 96 eine Zentrifugation bei fast allen Hengsten sinnvoll war, brachte die Zentrifugation
bei den {ibrigen Verdiinnern nur vereinzelt einen Vorteil. Es kann daher nicht pauschal
entschieden werden, ob die Entfernung des SP bei einem Hengst sinnvoll ist, sondern nur unter

Bertiicksichtigung des verwendeten Verdiinners.

Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass sich eine hochkonzentrierte Samenlagerung bei
333 Mio. Spermien/ml sowohl fiir Hengste mit guter als auch fiir Hengste mit schlechter
Samenqualitdt eignet. Grundsétzlich kann die Methode daher unabhéngig von der Motilitdt des
Nativsamens Anwendung finden. Dennoch sollte im Einzelfall iiberpriift werden, ob die
gewidhlte Konfektionierungsform zu einer qualitativ zufriedenstellenden Besamungsportion
fiihrt. Insbesondere bei Hengsten mit einer schlechten Spermienmotilitét ist die individuelle
Uberpriifung und Anpassung der Samenaufbereitung von Bedeutung, um Besamungsportionen

zu erhalten, die die Mindestanforderungen erfiillen.

Um Kiihlsamen mit einer guten Qualitit zu erhalten ist, neben der Art der Samenaufbereitung,
auch die Beriicksichtigung von Umwelt- und genetischen Faktoren von Bedeutung. Eine
mangelhafte Erndhrung oder Intoxikationen koénnen ebenso die Samenqualitit negativ
beeinflussen wie eine zu geringe Ejakulationsfrequenz (FOOTE, 1978). Da die Spermaqualitit

auch eine vererbbare Komponente darstellt (FOOTE, 1978, LABITZKE et al., 2014), ist
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langfristig eine Berlicksichtigung dieses Merkmals bei der Selektion der Zuchthengste

erstrebenswert.

Kann trotz individuell angepasster Samenaufbereitung und optimierter Umweltbedingungen
keine ausreichende Zahl vorwirtsbeweglicher Spermien in einer Besamungsportion erreicht
werden, ist es ratsam, Alternativen zum Kiihlsamenversand in Betracht zu ziehen. Teilweise
konnen Hengste, deren Samen sich nur schlecht konservieren ldsst, noch erfolgreich in der
Frischsameniibertragung eingesetzt werden. Da bei dieser Form der kiinstlichen Besamung
aufgrund des schnellen Transfers keine Kiihlung erforderlich ist, eignet sich diese Methode
besonders fiir kélteschockempfindliche Samenzellen. Zudem reichen bereits 300 Mio.
vorwirtsbewegliche Samenzellen pro Besamungsportion aus (SIEME, 2009), so dass die
Nativsameniibertragung auch fiir Hengste mit nur einem geringen Anteil vorwértsbeweglicher

Spermien im Ejakulat eine gute Option darstellt.
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5.4 Ausblick

Der vorliegende Versuch hat gezeigt, dass eine Samenlagerung bei 333 Mio. Spermien/ml mit
dem Hinzufiigen eines geringen SP-Anteils eine Alternative zu den konventionellen Methoden

darstellen kann in Hinblick auf die Erhaltung der Motilitét.

Die Motilitdt stellt einen der relevanten prognostischen Faktoren zur Beurteilung der
Befruchtungsfihigkeit einer Samenzelle dar. Sie gilt als Ausdruck von Vitalitit und
struktureller Integritidt einer Samenzelle (VERSTEGEN et al., 2002). Hengste mit einer
niedrigeren Fertilitdt als der Durchschnitt weisen eine geringere Anzahl an motilen und
vorwirtsmotilen Spermien auf als Hengste mit einer guten Fruchtbarkeit (JASKO et al., 1992b).
Auch LOVE (2011) und BARRIER-BATTUT (2013) wiesen einen Zusammenhang zwischen
der Tréachtigkeitsrate und der Motilitdt von Hengstspermien nach. Die Motilitét ist jedoch nur
eines der Kriterien, die ein Spermium zur Befruchtung einer Eizelle erfiillen muss. Viele
weitere Eigenschaften der Samenzelle bestimmen, ob eine erfolgreiche Fusion mit der Eizelle
moglich ist. Die alleinige Beurteilung der Motilitdt ist daher nicht hinreichend fiir eine
zufriedenstellende  Fertilitdtsprognose. Die  Untersuchung der hochkonzentrierten
Samenlagerung mithilfe von weiteren prognostischen Fertilitdtskriterien wire demnach
sinnvoll. ~ Verschiedene Férbungen, die Durchflusszytometrie und insbesondere
Besamungsversuche wiren eine gute Erginzung zu der in dieser Studie durchgefiihrten

Motilitdtsanalyse.

Ein weiterer interessanter Aspekt wire die praktische Gestaltung des Versandes einer
hochkonzentrierten Besamungsportion. Bisher stehen fiir den Versand bei 5 °C eine Reihe
kommerzieller Versandcontainer zur Verfiigung. Héufig eingesetzt werden bei den
konventionellen Konfektionierungen verschiedene Styroporbehéltnisse mit Kiihlelementen
oder der Equitainer® mit besonders guten Kiihleigenschaften. Die zurzeit verfiigbaren
Versandbehdltnisse konnen zwar ebenfalls fiir den Transport einer hochkonzentrierten
Besamungsportion genutzt werden, sie sind jedoch fiir das geringe Versandvolumen recht groB.
Die Entwicklung einer kleineren Thermotransportverpackung wire daher eine sinnvolle

Investition, um in Zukunft Volumen, Gewicht und somit letztlich Kosten zu sparen.
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6. Zusammenfassung

Julia Liibke (2016): Einfluss von Seminalplasma auf die Motilitiit von gekiihltem Hengst-

samen nach einer hochkonzentrierten Lagerung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Konfektionierungsform, die durch eine
hohe Konzentrierung des Spermas auf 333 Mio. Spermien/ml einen volumensparenden
Kiihlsamenversand ermoglicht. Zum Erreichen einer optimalen Spermienmotilitdt wurden bei
der Konfektionierung verschiedene SP-Konzentrationen getestet. Die Qualitdtsbeurteilung der
neuen Konfektionierung (Konfektionierung 3) erfolgte durch Vergleich mit zwei
Standardmethoden der Samenaufbereitung (Konfektionierung 1 + 2). Konfektionierung 1
gehort aufgrund ihrer Simplizitdt in der Durchfithrung zu den am meisten angewendeten
Samenaufbereitungsmethoden. Hier wurde der Samen nach der Gewinnung direkt auf
25 Mio. Spermien/ml verdiinnt. Konfektionierung 2 gehort ebenfalls zu den traditionell hdufig
durchgefiihrten Methoden. Nach einer 1 + 1 Verdiinnung mit einem Frischsamenverdiinner und
einer Zentrifugation des Samens bei 600 g fiir 10 min wurde der Grofiteil des Seminalplasmas
entfernt. Das Spermienpellet wurde anschlieend resuspendiert und auf 25 Mio. Spermien/ml
verdiinnt. Konfektionierung 3 stellt eine nach unserem Kenntnisstand bisher nicht beschriebene
Methode der Samenaufbereitung dar. Wie auch bei der zweiten Konfektionierung wurde der
Samen zundchst 1 + 1 verdiinnt, bei 600 g fiir 10 min zentrifugiert und das SP groftenteils
entfernt. AnschlieBend fand eine Resuspension des Spermienpellets und eine Verdiinnung auf
333 Mio. Spermien/ml statt. Diese hohe Konzentration ermdglicht eine Volumeneinsparung
beim Versand von bis zu 92,5 % im Vergleich zu den zwei herkdmmlichen Methoden. Erst
nach der Lagerung wurde der Verdiinner hinzugegeben, so dass eine besamungsiibliche
Konzentration von 25 Mio. Spermien/ml entstand. Im zugefiigten Verdiinner waren
verschiedene  Seminalplasma-Konzentrationen enthalten, deren Einfluss auf die

Spermienmotilitit untersucht wurde.

Das Probandenkollektiv umfasste 8 Hengste verschiedener Rassen mit einem Alter von 3 - 12
Jahren, von denen jeweils 6 Samenproben fiir den Versuch aufbereitet wurden. Alle Konfekti-
onierungen wurden parallel mit vier unterschiedlichen Frischsamenverdiinnern durchgefiihrt.
Die Lagerung der aufbereiteten Proben erfolgte, wie es fiir Versandsperma {iblich ist, bei einer

Temperatur von 5 °C. Nach 0, 24 und 48 h wurde die Spermienmotilitit subjektiv beurteilt.

Die Untersuchungen belegen, dass die hochkonzentrierte Lagerung bei 333 Mio. Spermien/ml

zur Konservierung von Hengstsperma geeignet ist und somit eine Alternative zu den
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herkdmmlichen Samenaufbereitungsmethoden darstellt. Ein geringer Anteil an autologem
Seminalplasma in der Besamungsportion kann von Vorteil sein in Hinblick auf die vielfiltigen
Funktionen des Seminalplasmas im weiblichen Genitaltrakt. In Bezug auf die Motilitdt
hingegen ldsst sich bei den meisten Hengsten kein Unterschied zwischen Proben ohne
Seminalplasma im Verdiinner und Proben mit einer geringen Seminalplasma-Konzentration
von 5 oder 20 % feststellen. Nur ein hoher Seminalplasma-Anteil von 80 % fiihrt zu einer

negativen Beeinflussung der Spermienmotilitét und sollte daher vermieden werden.

Von den im Versuch getesteten Verdiinnern ist INRA 96 bei allen durchgefiihrten Konfektio-
nierungen am besten in der Lage, die Spermienmotilitdt zu erhalten. Auch BotuSemen und Gent
sind fiir die Kiihlkonservierung gut geeignet, jedoch sind sie INRA 96 in der Regel etwas unter-
legen. EquiPro fiihrt von den vier Verdiinnern nach 24 und 48 h zu der niedrigsten Spermien-

beweglichkeit.

Die vorliegende Studie zeigt grole Unterschiede in der Samenqualitét zwischen den Hengsten.
Zur Erzielung einer optimalen Spermienmotilitdt nach dem Versand ist eine Anpassung von
Konfektionierungsmethode, SP-Anteil und Verdiinner an die individuellen Bediirfnisse der

einzelnen Hengste empfehlenswert.
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7. Summary

Julia Liibke (2016): Influence of seminal plasma on the motility of cooled stallion semen

after a highly concentrated storage

The aim of the present study has been the development of a semen processing method allowing
the storage of equine semen at a high concentration of 333 million sperm/ml and low volume.
Different seminal plasma concentrations were tested to achieve optimum spermatozoal motility.
The quality of the new semen processing method (protocol 3) was evaluated by comparison
with two standard conservation methods often used in the routine laboratory (protocol 1 + 2).
Protocol 1 is one of the most commonly used semen processing methods due to its simplicity
in implementation. The native semen was diluted directly after collection to
25 million sperm/ml. Protocol 2 is also a frequently applied standard semen conservation
method. After dilution 1 + 1 with a semen extender and centrifugation at a force of 600 g for
10 min the bulk of the seminal plasma was removed. The sperm pellet was resuspended and
diluted to a concentration of 25 million sperm/ml. Protocol 3 represents the new semen
preservation method. The first steps were identical with protocol 2 and included a dilution 1 + 1,
semen centrifugation at 600 g for 10 min and the removal of seminal plasma. Unlike protocol
2 the sperm pellet was then diluted to 333 million sperm/ml. Semen storage at that high
concentration saves a volume up to 92.5 % compared with the two conventional semen
processing methods. After storage the highly concentrated semen was diluted to a final
concentration of 25 million sperm/ml. Various concentrations of seminal plasma were added to

the extender to investigate the influence of seminal plasma on spermatozoal motility.

The study was conducted with 8 stallions of different breeds aged from 3 - 12 years. Six
ejaculates of each stallion were used for the experiment. All semen preservation methods were
performed with four different extenders. Semen storage took place at the standard temperature
for cooled stallion semen at 5 °C. Sperm motility was evaluated subjectively after 0, 24 and

48 h of storage.

The present study demonstrates that highly concentrated semen can be used for artificial
insemination. The new method is a suitable volume-saving alternative to the conventional
semen preservation protocols. A small proportion of autologous seminal plasma in the
insemination dose may be beneficial in regard to the multiple functions of seminal plasma in
the female reproductive tract. Concerning the spermatozoal movement, there is in the majority

of cases no difference between portions without seminal plasma and portions with a small
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amount of 5 or 20 %. Only a high concentration of 80 % seminal plasma should be avoided

because of its negative influence on sperm motility.

From the extenders tested in this study, INRA 96 yielded the best results with regard to sperm
motility. BotuSemen and Gent are also well suited for the shipment of equine semen, however
they were most times inferior to INRA 96. EquiPro is the extender that preserves spermatozoal

movement worst over a period of 48 h.

The study revealed great differences in semen quality among the individual stallions. Therefore
it is recommendable to adapt the conservation method, the seminal plasma concentration and

the extender type to the individual sire.
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9.3 Gesamt- und Vorwirtsmotilititen der einzelnen Hengste

Tabelle 19: Gesamtmotilitit von Hengst 1 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20 % SP 80 % SP
HO | 70 (60-80) | 70 (70-75) | 70 (70-80) 70 (65-80) | 72,5(70-80) | 70 (60-75)

BS H24 | 67,5(50-70) | 65 (60-65) @ 65(60-80) | 70 (65-80) | 70 (65-75) | 62,5 (60-70)
H48 | 65(45-70) | 50 (40-50) | 60 (45-70) | 67,5(35-75) @ 65(35-75) | 55(35-65)
HO | 70 (65-80) | 70 (65-75) | 75(70-75) | 70 (70-75) | 70(70-80) | 70 (40-70)
EP H24 | 52,5(30-60) | 60 (60-70) | 60 (60-75) | 65 (60-75) | 70 (55-70) | 50 (40-60)
H48 | 45(15-55) | 55(30-70) @ 60 (25-65) | 60(20-70) | 57,5(15-70) | 45 (15-50)
HO | 77,5(70-90) | 72,5(65-80) | 70 (70-80) | 75 (65-80) | 75(70-80) | 70 (60-70)
Gent H24 | 72,5(70-80) | 65(60-80) | 70 (65-75) | 75(70-80) | 77,5(70-80) | 65 (30-80)
H48 [ 70(60-70) | 65(50-70) | 60 (45-65) | 65(55-65) | 62,5(50-70) | 55 (40-70)
HO | 77.5(60-85) | 70 (65-80) | 75(70-80)  75(70-80) | 75(70-80) | 70 (60-75)
INRA 96 = H24 [ 62,5(50-70) | 70 (50-70) | 75(65-80) | 72,5(60-80) @ 70 (60-75) | 60 (45-65)
H48 | 60 (40-65) | 65 (60-70) | 70 (60-80) | 70 (60-80) | 70 (60-80) | 60 (50-70)

Tabelle 20: Vorwirtsmotilitit von Hengst 1 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO | 60 (40-75) | 65(60-70) | 65 (60-75) | 65 (60-75) | 67,5(60-70) | 45 (30-60)
BS H24 [ 60 (40-65) | 60 (50-60) | 60 (55-75) | 65(60-75) | 65(60-70) | 50 (30-55)
H48 [ 60 (40-60) | 40 (30-45) | 55(40-65) | 62,5(30-70) | 60 (25-70) | 35 (20-50)
HO [ 60(55-75) | 65(60-70) | 70 (65-70) | 65 (65-70) | 62,5(60-70) | 30 (20-60)
EP H24 [ 45(25-50) | 55(50-60) | 55(55-70) | 60 (55-70) | 65(45-65) | 25(20-45)
H48 | 37,5 (10-50) | 45 (15-60) | 52,5 (20-60) | 55 (10-65) | 52,5(10-65) | 30 (10-40)

HO [ 70(60-80) | 67,5(55-75) | 65(60-70) | 70 (60-70) | 70 (65-75) | 42,5(30-65)
Gent H24 | 67,5(50-70) @ 60 (50-70) | 65 (60-70) | 70 (65-75) | 70 (65-75) | 30 (20-65)
H48 [ 60 (50-65) | 55(40-60) | 55(40-60) | 60 (50-60) | 57.5(45-65) | 30 (10-60)
HO [ 70(50-80) | 62,5(60-75) | 67,5(65-70) | 70 (65-75) | 70 (65-75) | 50 (30-65)
INRA 96 = H24 [ 57,5(40-60) | 62,5(45-65) | 70 (60-75) | 67,5(55-75) | 65(55-70) | 45 (40-50)
H48 52,5 (30-60) | 60 (50-60) 62,5 (55-75) | 65 (55-75) 65 (55-70) 35 (25-60)
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Tabelle 21: Gesamtmotilitit von Hengst 2 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 75(15-80) | 70 (10-80) | 70 (10-75) | 70 (15-75) | 70 (40-80) | 70 (50-70)

BS H24 | 52,5(7-60) | 60 (5-70) 65 (40-70) | 65 (60-70) | 62,5(50-70) | 60 (40-60)
H48 | 50 (8-50) 55 (4-60) 40 (10-60) | 50 (15-60) | 50 (30-60) | 45 (15-50)

HO [ 70 (65-80) | 70 (60-70) | 70 (60-75) | 70 (70-80) | 70 (70-70) | 70 (60-70)

EP H24 | 50 (35-60) | 60 (55-60) | 60 (55-60) | 60 (60-60) | 60 (50-60) | 60 (50-60)
H48 | 42,5 (30-50) | 55 (50-65) | 50 (40-50) | 50 (40-50) | 45 (40-50) | 35 (25-40)

HO [ 80(80-80) | 70 (60-80) | 70 (70-80) | 77.5(70-80) | 70 (50-80) | 70 (70-80)

Gent H24 | 60 (60-70) | 60 (60-70) | 60 (50-60) | 65 (60-70) | 60 (50-65) | 45 (30-60)
H48 | 55(45-60) | 57,5(50-60) | 50 (15-60) | 55(50-70) | 40 (20-70) | 12,5 (6-30)

HO | 80(70-80) | 75(70-80) | 75 (70-85) | 70 (70-85) | 75(65-85) | 70 (70-80)

INRA 96 | H24 [ 60 (50-60) | 65 (60-70) | 70 (70-75) | 70 (70-75) | 70 (60-75) | 65 (60-70)
H48 | 47,5 (40-50) | 67,5 (50-70) | 70 (60-70) | 67,5 (60-70) | 60 (50-65) | 50 (50-60)

Tabelle 22: Vorwdirtsmotilitit von Hengst 2 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333

ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP

HO [ 60(10-70) | 60 (5-70) 60 (5-70) 60 (10-70) | 62,5(30-70) | 50 (30-50)

BS H24 | 45 (5-50) 50 (3-60) 60 (30-60) | 60 (40-60) | 55(30-60) | 30 (20-40)

H48 [ 40 (4-40) 40 (2-40) 30 (7-50) 35(10-50) | 40(20-40) | 22,5(10-30)

HO | 60 (55-70) | 60 (50-70) | 60 (50-70) | 60 (50-70) | 60 (50-60) | 50 (30-60)

EP H24 [ 40 (25-50) | 47,5 (40-50) | 50 (40-50) | 50 (40-50) | 42,5 (40-50) | 30 (20-30)

H48 | 35(20-40) | 40 (40-50) | 30 (30-40) | 30 (30-40) | 25(20-35) | 12,5(10-20)

HO [ 70 (70-75) | 60 (50-70) | 60 (50-70) | 65 (60-70) | 60 (30-70) | 50 (40-50)

Gent H24 | 50 (40-60) | 50 (50-60) | 50 (40-50) | 60 (50-60) | 50 (40-50) | 25 (15-40)
H48 | 40 (40-60) | 50 (40-50) | 40 (10-50) | 45 (30-60) | 20 (10-60) | 7 (3-15)

HO [ 60(50-70) | 65(60-70) | 65 (60-70) | 67.5(60-75) | 65 (50-75) | 50 (50-60)

INRA 96 | H24 [ 50(40-50) | 55(50-60) | 60 (60-70) | 60 (60-70) | 60 (40-65) | 40 (30-50)

H48 | 30(30-40) | 55 (40-60) | 60 (50-60) | 60 (50-60) | 50 (40-60) | 35 (20-40)
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Tabelle 23: Gesamtmotilitit von Hengst 3 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20 % SP 80 % SP
HO | 70(70-75) | 70 (60-75) | 70 (65-75) | 70 (65-75) | 75(65-75) | 70 (65-70)

BS H24 [ 62,5(60-70) | 57,5 (50-65) | 60 (55-70) | 65 (65-70) | 65(60-70) | 60 (60-70)
H48 [ 60 (50-65) | 47,5(40-50) | 52,5(50-60) | 60 (50-60) | 60 (50-60) | 50 (40-60)

HO | 67.5(65-70) | 67,5(65-75) | 67,5(65-70) | 65 (65-70) | 65(60-70) | 65 (60-70)

EP H24 [ 50(50-60) | 50 (50-60) | 50(50-60) | 52,5(50-60) | 52,5(50-60) @ 50 (50-60)
H48 | 45 (40-50) | 50 (50-50) | 50 (50-50) | 50 (50-50) | 50 (50-50) | 40 (30-50)

HO | 72,5(70-75) | 70 (60-75) | 70 (65-75) | 75(70-80) | 75(70-75) | 75(70-75)

Gent H24 [ 65(60-70) | 62,5 (60-70) | 62,5 (60-65) | 65 (60-70) | 67,5(60-70) | 65 (50-70)
H48 | 60 (60-65) | 60 (50-60) | 50 (20-50) | 57,5(50-60) @ 45(40-65) | 45 (10-60)

HO [ 70(70-70) | 72,5(65-75) | 75(70-75) | 75(75-75) | 75(70-80) | 70 (70-75)

INRA 96 = H24 | 65(60-70) | 70(65-70) | 72,5(70-75) | 72,5(70-75) | 75(70-75) | 70 (50-70)
H48 62,5 (50-70) | 70 (60-70) 70 (70-70) 70 (65-70) 70 (65-75) 60 (50-70)

Tabelle 24:Vorwirtsmotilitit von Hengst 3 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333

ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP

HO [ 60(50-65) | 60 (50-70) | 57,5(50-70) | 60 (50-70) | 55(50-65) | 40 (30-40)

BS H24 | 50 (50-60) | 47.5(40-55) | 50 (50-60) | 57.5(50-60) | 52,5(50-60) | 40 (30-50)

H48 | 47,5 (40-50) | 35(30-40) | 40 (30-50) | 50 (40-50) | 40 (40-50) | 30 (20-30)

HO [ 50(50-60) | 50 (45-60) | 50 (50-55) | 50 (45-50) | 42,5(40-50) | 30 (20-40)

EP H24 [ 40(30-50) | 40 (35-50) | 40 (30-50) | 40 (30-50) | 30(20-40) | 20 (20-30)
H48 [ 30 (30-40) | 40 (30-40) | 30 (30-40) | 30 (30-40) | 25(20-30) | 17,5(10-20)

HO |60 (60-70) | 55(50-60) | 52,5(50-65) @ 55(50-70) | 55(50-65) | 30 (30-35)

Gent H24 [ 50(50-50) | 50 (50-60) | 50(50-60) | 50 (50-55) | 50 (40-60) | 30 (20-40)

H48 | 42,5 (40-50) | 40 (40-50) | 35(10-40) | 45(40-50) | 30 (20-50) | 25 (5-40)

HO [ 60(50-65) | 62,5(60-70) | 62,5 (60-70) | 65 (60-70) | 62,5(60-65) | 50 (40-55)

INRA 96 = H24 |50 (40-55) | 60 (50-65) | 62,5(60-70) | 65(50-70) | 60 (50-65) | 45 (30-50)

H48 | 45(30-50) | 50 (40-60) | 60 (50-60) | 60 (50-60) | 45-60) 35 (30-40)
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Tabelle 25: Gesamtmotilitiit von Hengst 4 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO | 52,5 (40-60) | 47,5 (35-50) | 42,5 (30-50) | 40 (35-45) | 40 (35-50) | 42,5 (35-50)

BS H24 [ 32.5(20-40) | 30(25-40) | 25(25-35) | 25(25-35) | 27,5(25-30) @ 27,5(25-35)
H48 | 27.5(25-35) | 25(20-30) | 25(20-25) | 25(20-25) | 25(20-30) | 25(20-30)

HO | 50 (40-65) | 47,5(35-55) | 40 (30-50) | 40 (25-50) | 40 (30-50) | 37,5 (30-40)

EP H24 | 35(25-40) | 32,5(30-40)  25(20-35) | 25(20-35) | 30(20-35) | 27,5(20-30)
H48 [ 25(20-35) | 32,5(25-35) | 25(20-35) | 22,5(15-35) | 25(15-30) | 20(10-30)

HO [ 50(35-60) | 52,5(35-60) | 47.5(35-55) | 45(35-50) | 42,5(35-55) @ 42,5 (40-60)
Gent H24 | 35(30-45) | 37,5(35-50) | 32,5(25-35) | 32,5(25-35) | 32,5(25-35) | 30 (20-40)

H48 | 25(20-40) | 30(25-35) | 25(20-30) | 25(20-30) | 22,5(20-25) | 15(5-35)

HO | 57.5(50-65) | 55(50-60) | 52,5(50-60) | 50 (45-65) | 52,5(40-60) | 45 (30-50)

INRA 96 = H24 [ 42,5(35-50) | 50 (40-50) | 42,5(35-50) | 40 (40-55) | 45(35-55) | 32,5(30-40)
H48 [ 35(20-35) | 42,5(35-45) | 37.5(30-45) | 35(30-45) | 32,5(30-40) | 25(20-30)

Tabelle 26: Vorwirtsmotilitit von Hengst 4 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 45(30-50) | 40 (30-45) | 37,5(20-45) | 32,5(30-40) | 32,5(30-40) | 20 (10-20)
BS H24 | 25(15-30) | 25(20-30) | 20(20-30) | 20(20-30) | 22,5(20-25) | 10 (10-15)
H48 | 22.5(15-30) | 20(15-20) | 20(15-20) | 20 (15—20) 20 (15-25) | 10 (5-10)
HO [ 42,5(35-60) @ 42,5(30-50) | 35(25-45) | 35(20-40) | 35(15-40) | 15(10-20)
EP H24 | 30(20-35) | 27,5(25-35) | 20 (15-30) | 20(15-30) | 22,5(15-25) | 15(10-15)
H48 | 20(15-30) | 25(20-30) | 20(15-25) | 17,5(10-30) | 15(10-25) | 5(5-10)
HO |40(30-55) | 47,5(30-55) | 42,5(30-50) | 40 (30-45) | 37,5(30-50) | 20 (20-20)
Gent H24 30 (25-35) 32,5(25-45) | 27,5 (20-30) | 27,5 (20-30) | 27,5(20-30) | 17,5 (5-20)
H48 20 (15-30) 25 (20-30) 20 (15-25) 20 (15-25) 15 (10-20) 5(2-10)
HO | 50(40-55) | 50 (40-55) | 47,5(40-55) | 45 (40-60) | 42,5(35-55) | 20 (15-30)
INRA 96  H24 | 35(30-40) | 40 (30-45) | 35(30-45) | 35(30-50) | 35(25-45) | 15(15-20)
H48 | 30 (15-30) | 32,5(30-40) | 30(25-35) | 30 (25-40) | 27.5(20-30) | 10 (10-15)
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Tabelle 27: Gesamtmotilitit von Hengst 5 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 65(40-70) | 62,5(50-70) | 62,5 (55-65) | 60 (55-70) | 60 (55-65) | 60 (50-60)
BS H24 | 35(30-50) | 50(50-60) | 40(35-50) | 40 (35-55) | 37,5(30-50) | 35 (30-50)
H48 | 25(20-45) | 50(40-55) | 25(15-35) | 30(20-40) | 27.5(25-40) | 25 (15-40)
HO [ 60(60-70) | 50 (20-60) | 47.5(30-55) | 55 (45-60) | 60 (45-60) | 50 (50-60)
EP H24 | 22,5(20-45) | 20 (5-35) 22,5(15-30) | 25(20-40) | 27,5 (25-40) | 22,5 (15-40)
H48 17,5 (15-40) | 12,5 (3-30) 10 (5-15) 20 (15-30) 20 (15-30) 12,5 (5-20)
HO | 70(50-75) | 65(50-75) | 60 (50-70) @ 55(50-70) | 57,5(50-65) @ 55 (50-60)
Gent H24 | 50 (40-70) | 55(40-70) | 47.5(35-60) | 60 (45-70) | 55(50-65) | 30 (20-40)
H48 | 37,5(30-50) | 47,5(35-60) | 42,5(30-50) | 57.5(45-65) | 45(30-55) | 10 (5-20)
HO [ 67,5(60-70) | 70 (65-70) | 67,5 (65-70) | 67,5 (65-70) | 67,5 (65-70) | 60 (50-60)
INRA 96 = H24 [ 42,5(35-60) | 60 (40-65) | 50(50-60) | 52,5(40-60) | 50 (40-55) | 40 (30-50)
H48 | 37.5(25-50) | 52,5(50-60) @ 47,5 (30-50) | 40(30-50) | 40 (30-50) | 27,5 (20-40)

Tabelle 28: Vorwirtsmotilitit von Hengst 5 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333

ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP

HO | 50 (30-60) | 50 (45-60) | 50 (50-55) | 45(40-60) | 45(30-50) | 10 (10-50)

BS H24 [ 25(20-45) | 40 (30-50) | 30(20-40) | 30(25-45) | 25(15-40) | 10(10-20)

H48 | 20(15-35) | 30(25-45) | 17,5(10-25) | 20(10-30) | 17,5(10-30) | 7.5 (5-20)

HO |45(@30-55) | 35(10-50) | 32,5(15-45) | 42,5(20-50) | 35(15-50) | 15 (10-20)

EP H24 | 17,5 (15-40) | 10 (2-25) 15 (10-25) | 17.5(15-35) | 17,5 (15-30) | 10 (5-10)

H48 | 12,5(10-30) | 7,5(1-10) | 6(2-10) 12,5(5-20) | 12,5(5-20) | 5(2-10)

HO | 55(40-60) @ 45 (40-60) | 45 (40-60) | 45 (35-60) | 42,5(30-55) | 10 (10-25)

Gent H24 [ 35(20-50) | 37,5(30-60) | 40 (25-50) | 40 (30-55) | 40(25-50) | 10 (10-20)
H48 [ 25(15-35) | 35(20-50) | 32,5(20-40) | 35(20-50) | 35(20-45) | 5(2-10)

HO [ 60(50-65) | 60 (50-65) | 60 (50-60) | 60 (50-60) | 50 (45-60) | 25 (10-30)

INRA 96 = H24 [30(25-50) | 50 (40-55) | 40 (40-50) | 42,5(30-50) | 40 (30-45) | 15(10-20)

H48 | 27,5(20-35) | 40 (35-50) | 37,5(20-40) @ 32,5(20-40) | 30 (20-40) | 10 (10-10)
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Tabelle 29: Gesamtmotilitit von Hengst 6 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20%SP | 80 % SP
HO [10(5-20) | 10(5-20) | 10(5-20) | 10(5-20) | 10(5-20) | 9 (5-20)
BS H24 | 7,5(5-12) | 6(3-10) 6 (4-10) 7 (5-12) 7,5(5-10) | 9 (5-10)
H48 | 6(5-10) 5 (2-10) 5 (2-10) 6 (3-15) 7 (3-15) 6 (3-15)
HO [10(5-20) | 10(2-20) | 10(2-20) | 10(2-20) | 11(3-20) | 10 (5-20)
EP H24 | 9(3-10) 8 (2-10) 9 (2-10) 10 (3-10) | 10(2-10) | 6 (4-10)
H48 | 6(2-10) 8 (1-10) 3,5(1-10) | 4,5(2-10) | 3(3-10) 5(2-10)
HO [|10(5-20) | 10(7-30) | 10(5-20) | 10(5-20) | 10(5-20) | 10 (5-15)
Gent H24 |9 (5-15) 8,5(5-20) | 7(3-12) 6,5(3-13) | 5(2-10) 5 (1-10)
H48 |3 (2-5) 55(3-10) | 5(2-7) 5(2-7) 5(2-7) 4 (1-6)
HO | 20(15-30) | 25(10-30) | 20(10-25) | 20(10-25) | 20(10-25) | 15 (7-20)
INRA 96  H24 | 15(10-25) | 20(10-30) | 20 (12-30) | 20 (12-30) | 175(10-25) | 12,5 (5-20)
H48 | 13,5(10-20) | 15(10-20) | 20(10-30) | 20(10-30) | 15(10-25) | 55(2-15)

Tabelle 30: Vorwirtsmotilitit von Hengst 6 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 10(2-15) 10 (5-20) 10 (5-20) 10 (4-20) 10 (5-20) 4 (2-10)
BS H24 | 6(3-10) 4 (2-8) 5(2-8) 5(5-10) 7,5(5-10) | 2,5(2-4)
H48 [ 4,5 (3-7) 3,5 (1-5) 3,5 (1-7) 4,5(2-10) | 5(2-10) 2 (1-5)
HO | 10(5-15) 10 (1-15) 10 (1-15) 10 (1-15) 10 (2-15) 5(2-8)
EP H24 | 7 (1-10) 6,5 (1-8) 7(1-10) 8 (1-10) 7,5 (1-10) | 2(1-5)
H48 [ 4,5 (1-8) 5(0-8) 2 (0-8) 3 (1-8) 2,5 (2-7) 2(1-3)
HO [ 10(3-15) 10 (5-25) 10 (5-15) 10 (5-20) 10 (5-15) 4 (1-5)
Gent H24 | 6,5(3-10) | 6,5(4-15) | 6(2-10) 4 (2-10) 4 (1-8) 2(0-2)
H48 | 2(1-3) 4 (2-7) 4 (1-5) 4,5 (1-5) 3,5 (1-5) 1 (0-2)
HO [20(10-25) | 20(8-25) 20 (10-20) | 20 (10-25) | 20(10-25) | 15(7-20)
INRA 96 = H24 [ 12,5(10-20) | 15 (8-25) 17,5 (10-25) | 20 (12-30) | 17,5(10-25) | 12,5 (5-20)
H48 | 10 (7-15) 12,5(8-20) | 17,5(10-25) | 20 (10-30) | 15(10-25) | 55 (2-15)
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Tabelle 31: Gesamtmotilitit von Hengst 7 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 17,5(15-25) | 17,5(15-25) | 20 (13-25) | 17,5(15-25) | 17,5 (15-25) | 15 (10-25)
BS H24 | 12,5(10-15) | 12,5(7-20) | 12,5(10-20) | 12,5(7-20) | 10 (7-20) 8 (5-20)
H4s | 10 (6-10) 10 (7-20) 9 (6-15) 10 (5-15) 6,5 (6-15) | 8,5 (5-10)
HO | 15(10-20) | 7,5(1-20) | 8(2-20) 10 (4-20) 10 (0-20) 10 (5-20)
EP H24 | 2(0-10) 2,5(0-15) | 0(0-5) 2 (0-5) 3 (0-5) 3(0-7)
H48 | 1(0-6) 1,5(0-10) | 0(0-5) 2 (0-5) 2 (0-5) 2 (0-6)
HO | 17,5(15-25) | 20(15-30) | 17,5(15-25) | 20 (10-25) | 20(12-25) | 15(10-20)
Gent H24 | 12,5(10-20) | 15(10-25) | 10,5(2-15) | 14 (5-20) 12,5(5-20) | 10 (5-10)
H48 | 9 (7-15) 10 (8-20) 7,5(2-10) | 8,5(2-10) | 8,5(2-10) | 3,5(1-10)
HO | 17,5(15-30) | 17,5(15-25) | 15(15-25) | 15(15-25) | 15(15-25) | 10(10-25)
INRA 96 = H24 [ 10(7-15) 12,5 (10-20) | 10 (2-20) 10 (3-20) 10 (3-20) 10 (1-20)
H48 | 5(2-7) 10 (7-20) 10 (1-20) 7 (1-20) 7 (1-20) 5(0-15)

Tabelle 32: Vorwirtsmotilitit von Hengst 7 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO [ 12,5(10-20) | 12,5(10-20) | 15 (8-20) 12,5 (10-20) | 12,5 (10-20) | 7.5 (2-15)
BS H24 | 7.5(5-10) | 7,5(5-15) | 7,5(5-15) | 7,5(3-15) | 6(3-15) 3,5 (2-10)
Has | 4(2-8) 6,5(3-15) | 5(3-15) 7 (3-10) 453-10) | 3,5(2-5)
HO [10(5-15) | 3,5(0-15) | 6(1-15) 7(2-15) 5(2-15) 3 (2-10)
EP H24 [ 0,5 (0-5) 1 (0-10) 0(0-2) 1 (0-2) 1(0-2) 1 (0-3)
H48 ] 0.,5(0-3) 0,5 (0-8) 0(0-2) 1 (0-2) 1(0-2) 1 (0-3)
HO | 12,5(10-20) | 15(10-25) | 12,5(10-20) @ 15 (8-20) 15 (10-20) | 10 (2-15)
Gent H24 | 7,5(3-10) | 10 (3-20) 6,5(1-10) | 6,5(3-15) | 7,5(2-15) | 5(1-5)
H48 [ 2.5 (2-5) 8 (2-15) 4,5 (1-7) 5(0-7) 5(0-7) 1,5 (0-5)
HO [ 12,5(10-25) | 12,5(10-20) | 10(10-20) | 10(10-20) | 10(10-20) | 5(3-15)
INRA96 H24 [ 5(3-10) 7,5 (5-15) | 5(1-15) 5(2-15) 5(1-15) 2 (0-10)
H48 | 2(1-3) 6 (2-15) 4 (0-15) 5(0-10) 5(0-10) 1 (0-10)
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Anhang

Tabelle 33: Gesamtmotilitit von Hengst 8 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihiter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- = Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5 % SP 20 % SP 80 % SP
HO | 50(45-50) | 42,5(35-50) | 40 (35-50) | 42,5(35-55) | 40 (35-50) | 37,5 (30-50)
BS H24 [ 25(15-35) | 30(25-40) | 25(10-30) | 25(10-35) | 25(10-30) | 27,5(15-35)
H48 | 22,5(15-30) | 27,5(20-35) | 17,5(10-20) | 20(10-25) | 20(15-25) | 17.5(10-25)
HO [ 47.5(45-50) | 40 (30-55) | 37.5(25-45) | 40 (30-50) | 40 (30-50) | 40 (30-45)
EP H24 | 27,5(15-35) | 25(15-35) | 17,5(10-30) | 20 (10-30) | 22,5(10-30) | 20 (10-30)
H48 [20(10-30) | 22,5(10-30) | 12,5(7-30) | 15(7-25) | 15(6-30)  15(5-30)
HO | 50(45-55) | 47,5(40-55) | 42,5 (25-55) | 47,5 (30-55) | 45 (30-50) | 40 (30-45)
Gent H24 | 35(30-40) | 32,5(25-45) | 30(20-35) | 30(20-35) | 27,5(20-35) | 27.5(20-30)
H48 [ 30(20-35) | 30(20-45) | 20(10-30) | 22,5(10-30) | 22,5(15-30) | 22.,5(15-30)
HO | 50(50-55) | 45(40-50) | 45(40-50) 45 (40-55) | 47,5(40-55) | 45 (40-55)
INRA 96  H24 [ 35(30-40) | 35(30-40) | 30 (20-40) | 32,5(25-40) | 32,5(25-40) | 25 (20-40)
H48 [ 25(15-40) | 27,5(20-40) | 25(20-35) | 27,5(20-35) | 27,5(20-40) | 22,5 (10-30)

Tabelle 34: Vorwirtsmotilitit von Hengst 8 bei unterschiedlicher Konfektionierung nach 0, 24 und
48 h gekiihlter Lagerung. Angabe von Medianwerten sowie Minimum und Maximum in Klammern

Verdiin- | Halte HU 25 HZ 25 HZ 333 HZ 333 HZ 333 HZ 333
ner dauer 0% SP 5% SP 20 % SP 80 % SP
HO | 45(40-45) | 37,5(30-45) | 35(30-45) | 37,5(30-50) | 35(30-45) | 22,5(15-30)
BS H24 | 20(10-30) | 25(15-30) | 17,5(8-25) | 17,5(8-25) | 20 (7-25) 17,5 (5-20)
H48 | 17,5(10-25) | 22,5(15-30) | 10 (5-15) 12,5(5-20) | 12,5(5-20) | 7,5 (5-15)
HO | 40 (40-45) | 32,5(25-45) | 32,5(20-40) | 35(25-40) | 32,5(25-45) | 20 (15-30)
EP H24 | 22,5(10-30) | 20(10-30) | 12,5(7-25) | 12,5(8-25) | 15(6-25) 10 (5-20)
H48 | 15 (7-20) 17,5 (6-25) | 9 (4-25) 10 (5-20) 10 (4-20) 5 (2-20)
HO | 45(40-50) | 42,5(35-50) | 37,5 (20-50) | 42,5(25-50) | 40 (25-45) | 25(15-35)
Gent H24 | 30(20-35) | 27,5(20-40) @ 25(15-30) | 25(15-30) | 22,5(15-30) | 17,5 (10-20)
H48 | 20(10-25) | 25(10-35) | 15(5-25) 17,5(5-25) | 15(10-25) | 10 (5-20)
HO | 45(40-45) | 37,5(35-45) | 40 (35-45) 40 (35-50) | 40(35-50) | 35(30-45)
INRA 96  H24 [|30(25-35) | 30(25-35) | 25(15-35) | 27,5(20-35) | 27,5(20-35) | 15 (10-35)
H48 | 17,5(10-30) | 22,5(10-30) | 20 (10-30) | 22,5(10-30) | 22,5(10-35) | 12,5(5-20)
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