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1 Einleitung

Be der Anwendung der kiinstlichen Besamung beim Schwein ist eine relativ hohe Zahl motiler
Spermien fUr ein Inseminat erforderlich, um hohe Befruchtungsraten und gute Konzeptionser-
gebnisse zu erziden. Dies wirkt sich auf den Bedarf an Besamungsebern aus. Es hat nicht an
Untersuchungen gefehlt, die Moglichkeiten der Verdinnung auszunutzen und dabel die Zahl
der Spermien im Inseminat herabzusetzen. Durch diese Ausverdinnung kommt es zu ener
erheblichen Reduzierung des Seminalplasmas im Inseminat. Folglich kann das Seminalplasma
seine vidfatigen Wirkungen (Waberski, 1995d) kaum entfalten. Zahlreiche Untersuchungen
haben mittlerweile gezeigt, dald diese Flissigkeit mehr als nur en Transportmedium fur die
Spermien ist. Sie hat direkten Einflu auf die Samenzdle und beeinflufl®t die Funktion des
weiblichen Genitale nach der Insemination. Der wohl eindrucksvollste Effekt einer intrazervi-
kalen bzw. intrauterinen Seminalplasmaapplikation ist die Vorverlegung der Ovulation um bis
zu 10 Stunden (Waberski et al., 1995a; 1995b; Waberski, 1995d). Weitere Arbeiten zeigten
eine sgnifikante Steigerung der Befruchtungsrate und der Anzahl akzessorischer Spermien in
der Zona pdlucida bel mit Seminalplasma behandelten Sauen (Willmen, 1989; Rabder, 1990).
Wel che Bestandtelle des Seminal plasmas dabel eine Rolle spielen, ist noch nicht bisins Einzd-
ne geklart. Eine wesentliche Bedeutung kommt aber seinem hohen Ostrogengehalt zu (Claus et
al., 1987; Houang-Vu, 1987; Claus, 1989; Zdttl, 1988). Diskutiert wird auch die Wirkung ver-
schiedener Peptidfraktionen (Sudhoff, 1994). Andere Seminal plasmabestandteile haben Be-
deutung bel der Regulation der Kapazitation und der Akrosomenreaktion der Spermien sowie
bel der Erkennung und Bindung der Samenzelle an die Zona pellucida der Eizelle (Topfer-
Petersen et al., 19954). Bidang wenig erforscht ist die Wirkung des Seminalplasmas bei der
Konservierung von Ebersperma, wobel jedoch Schutz- und Erndhrungsfunktionen belegt sind.
Unbestritten ist aber der motilitatsbeei nflussende Effekt von Seminalplasma. Dabel konnten
Nehring et al. (1994) deutliche Unterschiede zwischen dem Einfluf3 des Seminal plasmas ver-
schiedener Ejakulate und verschiedener Eber auf das Matilitétsverhalten von Spermien fest-
stellen. Auch hier ist die Frage nach den wirksamen Substanzen noch nicht beantwortet. Die
|dentifizierung dieser aktiven Komponenten im Seminal plasma kénnte zukiinftig den Einsatz
synthetischer Substitute zum konservierten Sperma ermdglichen mit dem Vorteil der unbe-
grenzten Verfligbarkeit be gleichzeitiger Minimierung hygienischer Risken (Waberski, 1996 ).
Zid dieser Arbeit ist es, durch In-vitro-Untersuchungen und Besamungsversuche weitere Hin-
weise zu Einfliissen des Seminalplasmas, namentlich al's Zusatz zum Verdiinnermedium, auf
Spermien und wel bliches Genitale zu geben, wobel die Eberspezifitéat besonders berlicksi chtigt



werden soll. Dazu erfolgt ein gezielter Austausch des Seminal plasmas zwischen verschiedenen
Ebern. Bei den Laborversuchen ist inshesondere der Einflufd auf das Matilitatsverhalten der
Spermien zu charakteriseren. Die Frage, in welchem Umfang sich ein Austausch des Seminal-
plasmas zwischen guten und schlechten Befruchtern im fllissigkonservierten Sperma auf die
Befruchtungd e stung auswirkt, soll anhand eines Besamungsversuches mit einer begrenzten
Zahl an Jungsauen geklart werden. Desweiteren werden mit verschiedenen Seminal plasma-
Verdinner-Gemischen konservierte Spermaportionen in vitro untersucht und kommen unter

Praxi sbedingungen zum Einsatz.



2 Literaturubersicht

2.1 Das SpermadesEbers

Das Ejakulat besteht aus einem zelligen und einem plasmatischen Antell. Der zellige Part um-
faldt die Spermien und eine geringfligige Menge abgestol3ener Epithelien des gesamten Geni-
taltraktes (Scheunert u. Trautmann, 1987).

Stahr u. Nehring (1997) definieren Sperma als eine Suspension von Spermien in Seminaplas-
ma. Beide Anteile kommen erst im Moment der Ejakulation in Kontakt, wenn die Spermien aus
dem Nebenhodenschwanz abgesondert und mit den verschiedenen Sekreten der akzessorischen
Geschlechtsdriisen, dem Seminal plasma, vermischt werden.

Das Gesamtgjakulat wird in mehreren Fraktionen giziert. Zuerst wird das keimhaltige, wal3rig-
schleimige Sekret abgegeben. Darauf folgt die spermienreiche Phase, die von milchig weiler
bis hellgrauer Farbe ist. Mit der letzten Phase wird das sagokornartige Bulbourethral driisense-
kret abgesondert (Mudra u. Busch, 1991).

Bisher gibt es kein Verfahren, mit dem man die Befruchtungsfahigkeit der Eberspermien un-
mittelbar messen kann. Jedoch ist bekannt, welche Eigenschaften qualitativ hochwertiges
Sperma besitzt. Zu deren Ermittlung wird jedes Ejakulat einer routineméfdigen Untersuchung
unterworfen. Makroskopisch werden Farbe, Konsistenz, Geruch und Volumen festgestdlIt, und
es wird auf unphysiologische Beimengungen geachtet. Die Bestimmung der Spermienkonzen-
tration kann mit Hilfe verschiedener Methoden erfolgen (Blutkorperchenzahlkammer, Photo-
meter, Spermiodensimeter). Die mikroskopische Untersuchung dient der Feststellung von Mo-
tilitdtsparametern und der Beurteilung der Spermienmorphologie (Weitze u. Miller, 1991;
Stéhr u. Nehring, 1997).

Das Volumen des Ebergjakul ates bewegt sich nach Angaben verschiedener Autoren (Bollwahn,
1978; Kolb, 1984; 1989; Scheunert u. Trautmann, 1987; Weitze u. Mller, 1991; Stahr u. Neh-
ring, 1997) zwischen 50 und 500 ml. Das Sperma ist grauweil3, milchwell3 oder gelbweil3
(St&hr u. Nehring, 1997). Schon anhand der waldrigen bis milchigen (Mudra u. Busch, 1991),
selten rahmahnlichen Konsistenz (Mudra u. Busch, 1991; Stahr u. Nehring, 1997) snd Aussa
gen zur Spermienkonzentration im Ejakulat zu machen. In der Literatur snd Angaben zwi-
schen 0,1 bis 1,0 Mio Spermien/ul zu finden (Bollwahn, 1978; Foote, 1980; Kolb, 1984; 1989;
Weitze u. Mdller, 1991; Stéhr u. Nehring, 1997).

Im frisch filtrieren Ebersperma sollten mindestens 50 % vorwartsbewegliche (Foote, 1980;
Weitze u. Muller, 1991) bzw. 70 % motile Spermien enthalten sein. Weitere Mindestanforde-



rung ist en maximaler Antell morphologisch anomaler Spermien von 20 % (Leidl, 1983). Ein
hoher Antell anomaler Spermien beainflul¥ die Matilitétswerte negativ (Bach et a., 1982).
Bekannt ist auch ein Zusammenhang zwischen dem Antell pathologisch geformter Spermien
und den Befruchtungsergebnissen. So konnten Stemmler et al. (1982) bei ihren Untersuchun-
gen an 155 Ebern auch sinkende Trachtigkeitsraten und WurfgréRen bei zunehmendem Antell
anomaler Spermien in deren Ejakulat beobachten. Eine besondere Bedeutung kommt hierbel
den anhangenden Protoplasmatropfen zu. Positiv beeinflufdt wird das Befruchtungsergebnis
durch eine hohe Spermiendichte und Bewegungsaktivitét. (Plsche-Dausend, 1974).

2.1.1 Die Spermien

Am 18. Mérz 1678 beschrieb Anton von Leeuwenhoek in einem Brief mikroskopisch kleine
Tierchen mit einem Schwanz: Sie waren kleiner als die Blutkorperchen, vorne abgerundet und
stumpf, hinten spitz mit einem Schwanz, der flinf- oder sechsmal 1&nger war als der Kérper.
Nach dieser grundlegenden Entdeckung der ,,animalculi e semini* oder ,,vermiculi minutissmi*,
wie Leeuwenhoek die Spermien nannte, waren sie fortan Gegenstand wissenschaftlicher Unter-
suchungen (Bettendorf, 1993).

In der Literatur findet man heute weit ausgiebigere Beschreibungen dieser hochdifferenzierten
Zdle (Smallich u. Dorst, 1985; Schiilke, 1991; Stahr u. Nehring, 1997). Danach sind Spermien
deutlich in Kopf- und Schwanzteil gegliedert und besitzen ein gut erkennbares Mittelstiick.
Ihre Gesamtlange betrégt 50 bis 70 um, das Volumen etwa 28 um3. Die Zédlle ist vollsténdig
von einer semipermeablen Plasmamembran umgeben, die in ihrem Aufbau dem Modell der Li-
pid-Doppe membran mit Proteineinlagerungen folgt.

Der Kopf ist 7 bis 10 pm lang und 4 bis 5 pum breit und fast vollstandig vom Zellkern ausge-
fullt. Der vordere Tell ist mit einer Kopfkappe bedeckt, darunter befindet sich das Akrosom.
Es wird von einer auf}eren und einer inneren Akrosomenmembran umgeben und enthdt hy-
drolytisch wirksame Enzyme, die eine Rolle bem Befruchtungsvorgang spielen. Die wichtig-
sten davon sind Acrosin und Hyaluronidase.

An den Kopf schliefd sich die Halsregion mit dem Zentriol an. Das Mittelstiick ist ca. 11 pm
lang und wird von einer Mitochondrienschale umgeben, diein Form einer Helix um die zentrale
Achse angeordnet ist. Der charakteristische Axialfilamentkomplex durchzieht den 40 bis 60 um
langen Schwanzteil und bildet den eigentlichen Bewegungsapparat des Spermiums.

Die Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung der Matilitét ist die ATP-Bereitstellung. Sie er-
folgt in den Mitochondrien des Mittelstlicks. Eberspermien sind zur Absicherung ihrer ATP-



Synthese auf die Atmung angewiesen. Die Fahigkeit, sich aktiv fortzubewegen, unterscheidet
die Spermien von anderen Korperzellen. Man kann davon ausgehen, dal3 immoatile Zellen nicht
befruchtungsfahig sind. Zwar erfolgt der Spermientransport zum grofden Tell passiv durch
Kontraktionen der Uterusmuskulatur, aber innerhalb des Eileiters und beim Durchdringen der
Eihtllen ist die aktive Bewegung unbedingt erforderlich (Stahr u. Nehring, 1997). Die Matilitéat
ist essentielle Voraussetzung fir die Wanderung der méannlichen Keimzelle zum Ort der Be-
fruchtung und zur Durchdringung der Zona pellucida (Nieschlag u. Behre, 1996). Die mittlere
Geschwindigkeit der Eberspermien liegt mit ca. 55 pum/s unter der anderer Spezies. Aufalend
ist auch, dald der Anteil an Spermien, die sich geradlinig vorwértsbewegen, niedrig ist (Stahr u.
Nehring, 1997). Eberspermien bewegen sich héufig in Kreisen mit Durchmessern von 10 bis
100 um voran. Eine Ursache dieser charakteristischen Bewegung ist die abaxiale Implantation
des Halgtelles, die im normal fruchtbaren Ebergakulat in Frequenzen zwischen 20 bis 80 %
vorkommt (Mdller u. Brandl, 1975).

Weitere essentidlle Voraussetzung fur die erfolgreiche Befruchtung ist die Kapazitation (Sino-
watz, 1991), ein mannigfaltiger Prozel3, der Veranderungen des Stoffwechsals, der Membranen
sowie die Besaitigung von Enzyminhibitoren an den Spermien einschlief3t (Schilke, 1991,
Stahr u. Nehring, 1997). Als Ort der Kapazitation wird vorwiegend der Eileiter angegeben
(Sinowatz, 1991). Die Vorgange sind noch nicht in allen Einzeheiten aufgeklart (Stéhr u. Neh-
ring, 1997). Es gilt aber a's gesichert, dal3 es unter Einflufd von Effektoren aus dem weiblichen
Genitaltrakt zur Destabilisierung der Zellmembran und zu Veranderungen in Stoffwechse akti-
vitdt und Motilitdtsverhalten (Hyperflagelation) kommt (Schilke, 1991; Stdhr u. Nehring,
1997). Ein wesentlicher Schritt wahrend des Kapazitationsvorganges ist die Entfernung von
Dekapazitationsfaktoren von der Spermienmembran, die aus dem Seminalplasma stammen
(Sinowatz, 1991).

Kapazitierte Samenzellen heften sich an die Zona pdlucida, wo die Akrosomenreaktion aus-
gel6st wird. Vitt (1996) halt den Kontakt zur Zona pellucida fur einen auf3erordentlich wesent-
lichen Punkt im Komplex der Vorgange, die zu einer erfolgreichen Befruchtung fuhren. Die
Autorin wies in ihren Untersuchungen an Ejakulaten von Bullen nach, dal3 der Prozentsatz der
Spermien, die im Anschlul® an ene Inkubation mit Heparin durch den Zusatz von Kalziumio-
nophor eine AR aufwiesen, signifikant mit der NRR korrdierten. Zusétzlich zeigte sich, dal3
die NRR bel den Bullen grofer ist, bei denen nur sehr wenige akrosomemintakte |ebende
Spermien am Ende des Versuches verblieben. Der Zusatz von Kalziumionophor stelltein dieser
Arbeit einen dem Zona pellucida-Kontakt adaguaten Stimulus dar. Ein grof3er Teil der Spermi-

en sollte demnach nicht nur prinzipiell zur AR fahig sein, sondern erst be Kontakt zur Zona
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pellucida eine AR aufweisen. Bel der Akrosomenreaktion kommt es zum Kalziumionenein-
strom in die Zdle (Stéhr u. Nehring, 1997) und zur Fuson der Plasmamembran und der dar-
unter liegenden auf¥eren akrosomalen Membran sowie zur Freisetzung akrosomaler Enzyme
(Schiilke, 1991; Sinowatz, 1991; Stahr u. Nehring, 1997). Nach vollsténdigem Ablauf der AR
bildet die innere Membran die Oberflachenbegrenzung der Samenzelle. Ihre Protease Acrosin
gpaltet Glycoproteine und ermdglicht dem Spermium die Penetration der Zona pellucida und
die Befruchtung der Eizedlle (Snowatz, 1991).

2.1.2 Das Seminalplasma

Das Seminalplasma ist der spermienfreie Teil des Spermas (Schilke, 1991). Es entsteht bei der
Ejakulation durch Zusammenflief3en der Sekrete der akzessorischen Geschlechtsdriisen, der
Testes und Epididymes (Scheunert u. Trautmann, 1987). Die akzessorischen Geschlechtsdri-
sen des Ebers sind die Samenblasendriise (Glandula vesicularis), die Prostata (Corpus prostatae
mit Pars disseminata) und die Harnréhrenzwiebeldriise (Glandula bulbourethralis) (Koch wul.
Berg, 1990).

Seminaplasma wirkt als Transportvehike der méannlichen Gameten im weiblichen Genitaltrakt
(Mann u. Lutwak-Mann, 1981; Schiulke, 1991) und stdlt enen natirlichen Verdinner dar
(Mann u. Lutwak-Mann, 1981). Das Medium dient der zeitwelligen Aufrechterhaltung der
Lebensfunktionen der Spermien (Stéhr u. Nehring, 1997) und bildet aufgrund seiner enthalte-
nen Nahrsubstrate eine direkte Energiequelle (White, 1980; Schiilke, 1991). Seminal plasma hat
wichtige regulative Aufgaben beim zeitlichen Ablauf des Befruchtungsvorganges. Ovulati-
onsinduzierende und spermientransportbeschleunigende Komponenten fordern das Zusam-
mentreffen von Ei- und Samenzelle im Stadium ihrer vollen Befruchtungsfahigkeit (Waberski,
1994). Waberski (1995d) gibt eine Ubersicht tiber mégliche Funktionen des Seminalplasmas (s.
Tabdlel).

Tabdle 1: Wirkungen von Seminalplasma

direkte Wirkungen auf die Spermien indirekte Wirkungen auf den weiblichen Genitaltrakt

Erndhrung Vorverlegung der Ovulation
Schutz Anregung der Uterusmotorik
Regulation der Motilitat Erschlaffung des Eileiteristhmus
Kapazitation (Reifung) Beeinflussung der Immunvorgénge

Erkennung und Bindung an Eizelle
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2.1.2.1 Chemische Zusammensetzung

Seminalplasma ist charakterisert durch eine fur Korperflissgkeiten auf3ergewohnliche Zu-
sammensetzung. Es enthalt organische Komponenten in solch hohen Konzentrationen, wie sie
nirgendwo anders im Koérper zu finden sind (White, 1980). Die organischen Substanzen an sich
im Seminaplasma (Fructose, Zitronensaure, Sorbitol, Inositol, Ergothionin, Choline) erinnern
eher an die Zusammensetzung von Pflanzen und Mikroorganismen (Mann u. Lutwak-Mann,
1981).

Fructose, Lactat und Pyruvat stellen Substrate fir den Stoffwechsel dar (Stahr u. Nehring,
1997). Zitronensaure und Ergothionin werden beim Eber in den Samenblasendriisen gebildet.
Inositol kommit in grof3eren Mengen einzig bel der Spezies Schwein vor.

Das breite Spektrum an Mineralien und Spurendementen stammt zum Grolitell aus den Ne-
benhoden (Scheunert u. Trautmann, 1987). Natrium-, Kalium- und Magnesium-lonen haben
neben den Anionen und Kohlenhydraten Einfluf auf die Erhaltung des osmotischen Druckes
(Stahr u. Nehring, 1997).

Die Wirkung der einzelnen Bestandteile ist zum Teil noch unklar, bzw. aufgrund der geringen
Konzentrationen fraglich. So wurden Oxytocinkonzentrationen von weniger as 1,5 pg/ml
(Sander-Richter, 1986) und Relaxinkonzentrationen von 1 ng/ml (Waberski, 1996) festgestdllt.
Hunter (1973) und Hunter et al. (1983) gaben Prostaglandinkonzentrationen von weniger als
0,34 ng/ml Seminalplasma an. Waberski et a. (1995a) fanden im Seminalplasma nach Gefrie-
rung weder PGE2 noch PGF2?. Unumstritten ist jedoch eine Wirkung der Ostrogene im Eja-
kulat auf das welbliche Genitale, was bereits verschiedene Autoren nachwiesen (Hoang-Vu,
1987; Claus et al., 1987; Zéttl, 1988; Claus, 1989). Hoang-Vu (1987) ermittelte im Gesamt-
gakulat (500 ml) Ostrogenmengen bis zu 11,5 pg (5 pug 17 ?-Ostradiol, 2 ug Ostron und 4,5
ug Ostronsulfat). Claus et al. (1987) erwahnten sogar Gesamtmengen von maximal 15,3 pug im
Ejakulat. 17 ?-Ostradiol und Ostrone kommen in unkonjugierter und konjugierter Form vor
(Claus et al., 1985a). Die Autoren geben dabel folgende Werte an:

Tabelle 2: Ostrogengehalt im Ejakulat des Ebers (nach Claus et al., 1985a)

17 ?-Ostradiol Ostron
unkonjugiert 0,437 0,58 0,86 ? 1,09
konjugiert 0,88 ? 1,09 2,207 2,00
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Waberski et al. (1995a) stelten in nativem Seminalplasma 9200 pg/ml Ostrogen fest, davon
135 pg/ml 17 R-Ostradiol. Ahnliche Werte fiir 17 ?-Ostradiol konnten auch Willmen (1989),
Everwand (1990); Niemann, (1991) und Wilkes (1991) mit 385,7 pg/ml; 286,4 pg/ml; 887,0
pa/ml bzw. 286,4 pg/ml ermitteln.

Der Hauptanteil der Ostrogene wird von den Tubuli gebildet. Die akzessorischen Geschlechts-
driisen produzieren lediglich 22 % der unkonjugierten und 12 % der konjugierten Ostrogene
(Claus et al., 1987). Daneben werden im Eberhoden weitere Steroidhormone, wie Androgene
und Pheromone gebildet (Claus et al., 1983). Im Seminalplasma konnten Claus et al. (19854)
0,26 (+0,14) ng unkonjugiertes Testosteron und 0,78 (?1,20) ng konjugiertes Testosteron
nachweisen. Diese Werte lagen nur geringfligig unter denen des Gesamtegjakulates. Die Auto-
ren schluifolgerten daraus, daid Testosteron im Gegensatz zu Ostrogen weniger an Spermien
gebunden wird.

Besonders auffallend ist der Gehalt an nukleolytischen Enzymen (Nukleasen, Nucleotide,
Nuclosidasen) und Phosphatasen (Saure Phosphatase, Alkalische Phosphatase, ATP-spaltende
Enzyme). Desweiteren ist ene grol3e Gruppe von Glycosidasen (?-Glycosidase, ?-
Mannosidase, ?-Galactase, N-acetyl-glucosidase) von Interesse. Die Enzyme sind verschiede-
nen Ursprungs im mannlichen Genitaltrakt und ihre Aktivitét im Seminalplasma kann somit als
Parameter fir die Sekretiondeistung des jeweiligen Gebietes verwendet werden (Mann u. Lut-
wak-Mann, 1981).

Neu igt die Entdeckung von Ubiquitin im Seminalplasma (Einspanier, 1995). Schieferstein gab
1993 bereits Konzentrationen von 1,83 bis 19,11 um/ml fir das Seminal plasma des Mannes an.
Moglich schien den Autoren eine Rolle vor alem beim Befruchtungsvorgang. Sicher ist dage-
gen die Schutzfunktion vor Peroxidationsprozessen im Sperma, welche mit Infertilitét assozi-
iert sind (Pierucci et al., 1996).

Die Proteinkonzentration im Seminalplasma der Tiere variiert deutlich (Mann u. Lutwak-
Mann, 1981). Durch Ge-Disc-Elektrophorese wurden beim Eber 11 verschiedene Proteine
gefunden, damit deutlich weniger als beim Bullen, Schafbock und Rammler (Lavon, 1972). Der
Hauptteil wird von den Samenblasendriisen gebildet, der quantitative Beitrag des Nebenhodens
zum Proteinmuster ist klein (Lavon et al., 1973). White (1980) gibt Konzentrationen von 3,7 g
Protein/ml Seminaplasma an. Ein Tell der Proteine (Spermadhesine) wird sehr schnell und mit
unterschiedlicher Intensitdt an die Spermienoberflache adsorbiert. Die daraus resultierende
negative Oberflachenladung der Spermien stabilisert die Zellmembran. Diese Proteine haben
regulative Funktionen fir bestimmte Stoffwechsalvorgéange der Spermien im weiblichen Geni-
taltrakt sowie bel Erkennung und Bindung der Eizdlle (Stéhr u. Nehring, 1997).
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Eine Ubersicht zu den Inhaltsstoffen des Eberseminalplasmas gibt Schiilke (1991):

Lipide (mg/100 ml)
Phosholipid
Phosphatidylserin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylcholin
(Lecithin)
Prostaglandine

A+B

E

F
Sphingomyelin
Testosteron (frei)
Gesamt-Lipid

Stickstoffrei che niedermol ekulare Bestandteile

1,9-2,6
0,24-0,33
0,55-0,77
0,19-0,28

0,00002
0,00005
0,00002
0,6-0,89
0,102
4,7-6,1

(mg/100 ml)
Ammoniak
Kreatinin
Ergothonein
Harnstoff
Serotonin (ng/ml)

1,5 (0,5-2,0)

0,3

15 (16-30)

3
50

Anorganische Bestandteile (mg/100 ml)

Hydrogencarbonat

Kalzium

Chlorid

Magnesium

Phosphor
gesamt
anorganisch
in Saure gel st

Fette

Kalium

Natrium

Schwefel

Zink

50
5 (2-6)

330 (260-430)
11 (5-14)

357
17
171
6
240 (80-380)
650 (290-850)
16 (12-27)
22

Niedermol ekulare organische Bestandteile

(mg/ 100 ml)

Ascorbinsdure

Zitronensaure

Glycerol phosphorylcholin

Fructose

Galactose

Glycerol

Glycerolphosphorylinositol
(nmol/ml)

Inosital

Lactat

Sorhitol

13

3,5 (2-5)
130 (30-330)
110-240

13 (3-50)

(4-20)
(10-20)

260
530 (380-630)
27

12 (6-18)



Freie Aminosduren (umol/100 ml)

Neutral Sauer Basisch
Alanin 23,8 Asparaginsiure 18,0 Arginin 1,2
Cystin 147,7 Glutaminsaure 204,7 Higtidin 3,2
Glycin 47 Lysin Spuren
Isoleucin 10,7
Leucin 2,4
Methionin 6,4
Phenylalanin 3.8
Prolin 8,9
Threonin 59
Thyrosin 14,3
Serin 17,1

Die Zusammensetzung des Seminaplasmas variiert in Abhangigkeit von Individuum, Ejakula-
tionsfrequenz und Jahreszeit (Claus et al., 1983; Claus et al., 1985b; Claus et al., 1987). Die
Ostrogenkonzentration ist im Herbst bis zu zehnmal héher alsim Sommer. Von Mitte Dezem-
ber bis Mitte M&rz kommt es wieder zur Abnahme der Ostrogenwerte (Claus et al., 1985b).

Abdd-Ghaffar et al. (1996) untersuchten die Variationen in der Seminal plasmazusammenset-
zung beal zwei Kaninchenrassen (New Zealand white und Californian). Hierbel waren die er-
mittelten Werte der 64 New Zealand white fir Gesamtprotein, Albumin, Kalzium und Magne-
sum signifikant hoher, fir Gesamtphosphor, anorganisches Phosphor und Kupfer signifikant
niedriger als die der 64 California-Kaninchen. Somit ist die Seminal plasmazusammensetzung;
zumindest bem Kaninchen; auch rasseabhangig. In Erstgjakulaten fand der Autor signifikant
hohere Werte fur Gesamtlipid, Gesamtprotein, Albumin, Globulin, Kalzium, Magnesum, Ge-
samt- und anorganisches Phosphor, Zink, Kupfer und Eisen als im Zweitgakulat. Auch Mann
u. Lutwak-Mann (1981) sprachen schon von sinkenden Lipidkonzentrationen bel hoheren Eja-
kulationsfrequenzen. Kenntnisse Uber die Zusammensetzung des Seminal plasmas sind einersaits
essentid| fur die Klarung der Fragen zu seiner Funktion und Wirkung auf Spermien direkt und
im welblichen Genitaltrakt, haben andererseits aber auch diagnostische Bedeutung. Dies findet
bereits Nutzung in der Humanmedizin, wo Messungen des Gehaltes bestimmter Marker fur
jewellige Abschnitte des mannlichen Geschlechtstraktes Aufschlufd Gber Funktionstiichtigkeit
und Entziindungsgeschehen geben (Nieschlag u. Behre, 1996). So sind z.B. Zink, Zitronensau-
re, Gamma-Glutamyl-Transpeptidase und Saure Phosphatase Indikatoren fur die Funktion der
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Prostata, Glycerophosphorylcholin und Carnitin fir den Nebenhoden (Acosta et al., 1995; Nie-
schlag u. Behre, 1996).

2.1.2.2 Einfluld des Seminalplasmas auf den Spermientransport

Spermien werden im weiblichen Genitale vorwiegend passiv transportiert, jedoch ist innerhalb
des Eileters und bei der Durchdringung der Eihullen eine aktive Bewegung unbedingt erfor-
derlich (St&hr u. Nehring, 1997).

Mann et al. (1956) untersuchten das Schicksal von Spermien und Seminalplasma nach der Paa-
rung. 40 Minuten nach dem Koitus waren die Uterushorner gefiillt mit Sperma. Bereits nach
kurzer Zeit erreichten Spermien und Seminalplasma zusammen die uterotubale Verbindung,
was ein Bewels fur den passiven Transport des Samensim welblichen Genitale ist. Fur etwa 36
Stunden werden die Spermien dann im distalen Bereich des Isshmus arrestiert, bis es darauffol-
gend zu einer aktiven Neuvertellung in Richtung Ovar kommt (Hunter, 1984). Im Eileiter er-
folgt der Waeitertransport durch Muskelkontraktionen und Zilienschlag. Das Sperma wird
durch eine Folge von Kontraktionen Uber die Wegstrecke Isthmus—Ampulle wie Boli getrieben,
wobe gelegentlich Samen auch durch die Ampulle hindurch gelangt. Konstriktionen der Ver-
bindung zwischen o.g. Eileterabschnitten halten normalerweise die Flussigkeit in der Ampulle
(Blandau u. Gaddum-Rosse, 1974)

Mit den passiven Transportmechanismen beschéftigten sich auch Einarsson u. Viring (1973a)
und Viring u. Einarsson (1980a; 1980b). Besonderes Augenmerk legten sie darauf, ob und in
welcher Form Seminalplasma die Matilitét von Uterus und Eileiter beeinflul®t. Bei In-vitro-
Untersuchungen wurden Streifen der Langsmuskulatur von Uterus und Isthmusteil des Eile-
ters mit Seminalplasma versetzt. Dabel zeigten sich ene Erniedrigung der Frequenz und ene
Senkung der Amplitude der Uteruskontraktionen, wogegen Tonus und Amplitude der Kon-
traktionen des Isthmus erhoht wurden (Einarsson u. Viring, 1973a). Spétere Untersuchungen
an andsthesierten Jungsauen erbrachten andere Ergebnisse. Weder nach Infusion von Seminal-
plasma noch von Puffer kam es zu einer Matilitétsbeeinflussung des Uterus. Im Isthmus jedoch
anderte sich sofort bzw. in den néchsten finf bis zehn Minuten das Matilitétsverhalten. Haupt-
sachlich wurde dies durch eine Reduktion der Amplitude der Kontraktionen charakterisiert.
Fur eine Dauer von bis zu 30 Minuten senkte sich der intraluminale Druck um 35 bis 80 % bei
Vorhandensein von Seminalplasma. Nach Applikation von Pufferldsung kam es zu keinem Ef-
fekt (Viring u. Einarsson, 1980b). Die Relaxation der Muske aktivitét des Isthmus erwies sich
als ginstig fur den Spermientransport im Ovidukt (Viring u. Einarsson, 1980a). Diese Ergeb-
nisse standen im Gegensatz zu denen der In-vitro-Untersuchungen. Die Autoren suchten die
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Ursachen u.a. in der unterschiedlichen Senstivitét von Langs- und Kreismuske schicht gegen-
Uber Seminalplasma.

Zu weniger eindeutigen Effekten des Seminalplasmas auf den Eileitertonus kamen Pettersson
et a. (1993). Sie implantierten zwe ultraminiature Drucksensoren in den Isthmus und appli-
zierte Seminalplasma, Ostrogenlésung (11,5 pg Ostrogen) bzw. Saline in den Uterus. Keine
der intrauterinen Infusionen veranderte den intraluminalen Druck im Isthmus; es kam jedoch
bel einigen Jungsauen zur Absenkung der Frequenz der phasischen Druckschwankungen, was
aber keiner intrauterinen Deposition zuzuordnen war.

Auch Alanko (1974) erachtete Seminalplasma als forderlich fir den Spermientransport und
beschrieb dessen unterstiitzende Wirkung bel der Bildung des Spermienreservoirs in der
uterotubalen Verbindung. Dadurch wird die Zahl der Spermien, die zu einer bestimmten Zeit
am Ort der Befruchtung vorhanden sind, erhoht. Dies sah der Autor als eine Voraussetzung fr
hohe Befruchtungsraten an. Danach ist eine Samenzellpopulation von mindestens 500 Spermi-
en im Eileiter von N6ten, um Uber 90 % befruchtete Eizellen zu erhalten. Seine Arbeit lieferte
zudem ein bemerkenswertes Ergebnis bezliglich der frihen Entwicklung von Schweineembryo-
nen. Ausgesprochen lange und im UberfluR fand Alanko (1974) in Tuben und Uteri 4-
ZdIgtadien. Mc Laren (1980) gibt fur letztere eine Verweildauer von 24 bis 48 Stunden an.
Alle folgenden Zdlteilungen geschehen im Abstand von 12 Stunden. Bei Cheng (1981) waren
am vierten Tag nach der Besamung 55 % dler wiedergefundenen Embryonen im 4-
Zd|stadium.

Welche Komponenten im Seminaplasma aktiv auf den weiblichen Genitaltrakt einwirken,
bleibt bisang teilweise noch fraglich. Zumindest partidl ist dafiir der hohe Ostrogenanteil ver-
antwortlich zu machen. Der Mechanismus der Seminalplasmawirkung wird bisher mit ener
endometrialen Prostaglandinfreisetzung nach Kontakt mit Seminal Gstrogenen erklart. Die dar-
aus resultierende Aktivierung der Uterusmotorik bewirkt eine Stimulierung des Spermientrans-
portes (Waberski, 1994). Zu dieser Erkenntnis trug auch die Arbeit von Hoang-Vu (1987) bel.
Nach Insemination von 100 ml Ejakulat kam es zu einer wesentlich deutlicheren Erhthung der
Kontraktionsfrequenz des Myometriums as nach Infusion von EDTA bzw. Natriumchloidl6-
sung. Die spezifische Ostrogenwirkung konnte mittels Applikation von physiologischer Koch-
salzlsung mit bzw. ohne Ostrogenzusatz dokumentiert werden. NaCl fiir sich bewirkte ledig-
lich einen flachen Anstieg der Kontraktionsfrequenz, und auch die Phase des erhohten Tonus
war kirzer. Noch deutlicher wurden die Differenzen as in einer zweiten Versuchsrethe zur

Ausschaltung des Einflusses der Zervixreizung bel der Insemination den Sauen Katheter im-
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plantiert wurden. Reine Natriumchloridlésung zeigte keinerlel Wirkung, wogegen der Zusatz
von Ostrogenen eine Erhohung der Frequenz der Uteruskontraktionen hervorrief. Der Autor
vermutet als Ursache eine Prostaglandinfreisetzung des Endometriums, die als spezifische
Antwort auf die Ostrogenapplikation diskutiert wird.

Claus et al. (1987) konnten nach Infusion von Ostrogenen ins Uterusdumen zum Ostruszeit-
punkt eine Steigerung der Anzahl der Myometriumkontraktionen von 20 auf 50 in der Stunde
beobachten. Eine Messung der PGF2? in den Uterusvenen zeigte einen erheblichen Anstieg auf
mehrere pg/ml innerhalb von ein bisvier Minuten nach der Applikation von jeweils 10 pug 17 ?-
Ostradiol, Ostron und Ostronsulfat, nicht aber nach Insemination von Saline. Somit erwies sich
die PGF2?-Freisetzung a's spezifischer Ostrogeneffekt.

Letzteres wird auch durch die Arbeiten von Dierkes (1991) und Wilkes (1991) untermauert.
Von ener begrenzten Anzahl Jungsauen wurden in regelmaliigen Abstdnden Blutproben ent-
nommen und durch Messung deren Progesteron-, Ostradiol- und PGFM-Konzentration Hor-
monprofile erstdlt. Dierkes (1991) infundierte unmittelbar nach Feststellung der stehenden
Rausche Ostrogene (11,5 pg), Seminalplasma bzw. abgetttetes Sperma. Dabei beobachtete er
nach transzervikaler Ostrogen- und Spermainfusion Anstiege der mittleren peripheren Kon-
zentrationen der Prostaglandin F-Metaboliten mit zum Teil signifikanten Unterschieden gegen-
Uber den Ausgangswerten. Die Seminal plasmabehandlung hatte in diesem Versuch keine signi-
fikanten Veranderungen der PGFM-Konzentrationen zur Folge. Bal Wilkes (1991) hingegen
traten nach Seminalplasma- und Ostrogeninfusion deutliche Steigerungen der PGF2?-Werte im
peripheren Blut der verwendeten Jungsauen auf. Bemerkenswert hierbel war, dal3 dieser An-
gtieg nicht mit der Ostrogenmenge zu korrelieren schien, da bei Benutzung von 1,1 ug ale
Sauen steilere und deutlichere Anstiege zeigten als bei 11,5 pg. Niedrige Progesteronkonzen-
trationen vor und wahrend der Brunst sowie der rapide Anstieg im periovul atorischen Zeitraum
erwiesen sich als typisch fur den Hormonverlauf einer rauschenden Sau. Dierkes (1991) spricht
dabei von einer fur bringtige Sauen charakteristischen ,, Progesteronwanne®. Die auftretenden
Veranderungen im Blutplasmaprogesteronspiegel wahrend des Zyklus wurden bereits durch
verschiedene Untersucher dokumentiert. Bereits am zweiten Tag nach dem LH-Peak sind im
peripheren Blut deutlich erhthte Progesteronwerte festzustellen (Van de Wid et a., 1981). Ein
weiterer Angtieg am dritten und vierten Tag nach Ostrusbeginn wird gefolgt von einem steilen
Anwachsen der Werte am siebenten und achten Tag (Stabenfeldt et al., 1969). Durch direkte
Messungen in der Ovarvene konnte Elsaesser (1982) das Maximum der Progesteronkonzen-
tration am 10. bis 12. Tag ermitteln. Untersuchungen von Stabenfeldt et al. (1969) sowie
Hendricks et al. (1972) erbrachten Maximalwerte von 35 ng/ml bzw. 33,2 ng/ml. Ab dem 15.
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Tag (Stabenfeldt et al., 1969), nach Thilander und Rodriguez-Martinez (1989) ab dem 18. Tag
kommt es zum stérkeren Abfall der Progesteronkonzentration im Blut, die bis zum Ostrus hin
Werte von weniger als 1 ng/ml erreichen wird (Hendricks et al., 1972). Helmond et al. (1986)
setzten einen Progesteronanstieg im Blut von mehr als 1 ng/ml Uber die Basallinie hinaus als
Ovulationszeitpunkt fest.

In einer Vielzahl von Besamungsversuchen wurde als Mal3 fir den Spermientransport im weib-
lichen Genitale die Anzahl der akzessorischen Spermien in der Zona pedlucida der wiederge-
fundenen Eizdlen und Embryonen verwendet. Diese steht in einem ursachlichen Zusammen-
hang zur Befruchtungsrate (Alanko, 1974; Weitze, 1989). So stellte Waberski (1994) eine
doppdt so hohe akzessorische Spermienanzahl in der Zona pellucida fest, wenn vor der Besa-
mung Seminaplasma (Kontrolle NaCl) infundiert wurde. Zugleich wurde bei Andrade Moura
(1988), Welitze et al. (1989), Rabeer (1990) und Guilen Soares (1995) unterstrichen, dal’ au-
Rer den Ostrogenen des Seminal plasmas noch andere Komponenten eine Rolle spiden. Andra-
de Moura (1988) verwendete als Infusionsmedien vor der eigentlichen Insemination mit Tief-
gefriersperma (in Makrotib-Rohrchen oder Flachbehdtnissen) 50 ml Seminaplasma, 50 ml
Glucose-EDTA-Verdiinner mit 11,5 pg Ostrogen bzw. 50 ml Glucose-EDTA-Verdiinner. Die
Seminalplasmainfusion fuhrte zu einer erhdhten Spermienanzahl in der Zona pdlucida und zu
besseren Befruchtungsraten. Eine positive Wirkung der Ostrogene zeigte sich nur bei dem Teil
der Probanden, die mit Sperma aus Makrotibréhrchen besamt wurden. Weitze et al. (1989)
dokumentierten nach Infusion von Seminalplasma, Ostrogenen und Verdiinner eine im Ver-
gleich zu Seminalplasma deutlich verminderte Reaktion auf die Ostrogenapplikation hinsicht-
lich akzessorischer Spermien in der Zona pelucida und der Befruchtungsrate. Bel Versuchen
von Rabeler (1990) verbesserte die ,,Insemination” von Seminalplasma den Spermientransport
und die Befruchtungsrate signifikant gegeniiber Ostrogen- und Verdiinnergaben, wobei die
Ergebnisse nach Ostrogenapplikation die nach Verdinnerapplikation tbertrafen. Die Befruch-
tungsrate betrug in der Seminal plasmagruppe 85,2 %, in der Ostrogen-Gruppe 74,5 % und in
der Verdinner-Gruppe 53,8 %. Die Unterschiede sind statistisch gesichert. Guilen Soares
(1995) infundierte 24 Stunden nach Brunstfeststellung 50 ml Seminal plasma, aktivkohlebehan-
deltes Seminalplasma, aktivkohlebehandeltes Seminalplasma mit Zusatz von 10 pg 17 ?-
Osdtradiol, physiologische Kochsalzl6sung bzw. Seminalplasma eines zweiten Pools. Unmittel-
bar darauf erfolgte die Besamung. Zwischen den Befruchtungsraten in den verschiedenen Be-
handlungsgruppen bestanden keine statistisch absicherbaren Unterschiede. Die Aktivkohlebe-

handlung (Entfernung der Ostrogene) filhrte jedoch zu geringeren akzessorischen Spermien-
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zahlen im Vergleich zu unbehandetem Seminalplasma. Der Autor schluf3folgert, dal3 Seminal-
plasma einen spezifischen, Uber den Volumenreiz hinausgehenden Effekt auf die befruchtungs-
kompetente Spermienpopulation im Eileiter hat. Die Steigerung des Spermientransportes
scheint nur partiell von Ostrogenen abhangig zu sein.

Von Interesse war zudem die Wirkung einer Seminal plasmavorapplikation bel Besamungen mit
unterschiedlichen Inseminationsdosen, um den Effekt auf den Spermientransport quantifizieren
zu konnen. Pefia Alfaro (1988) ermittelte zwischen der Seminal plasma-Gruppe und der Ver-
dunner-Gruppe bei Besamungen mit 2,0 sowie auch mit 0,5 Mrd. Spermien/100 ml signifikante
Unterschiede in der Anzahl akzessorischer Spermien in der Zona pellucida. Fur den spezifi-
schen Effekt sprach dabei, dal3 die Insemination von 0,5 Mrd. Spermien bel zustzlicher Appli-
kation von Seminalplasma hohere Spermienriickgewinnungsraten erbrachte als die Besamung
mit 2,0 Mrd. Samenzdlen bel Verwendung von Verdinner.

Willmen (1989) konnte durch ihre Versuche mit den Dosisgruppen 2,0; 1,0 und 0,5 Mrd.
Spermien diese Ergebnisse untermauern. In allen mit Seminal plasma behandelten Gruppen ent-
hielten 95,8 bis 99,2 % der Zonae pellucidae akzessorische Spermien, in der Verdinnergruppe
waren es hingegen nur 35,0 % (0,5 Mrd. Spermien) bis 84,7 % (2,0 Mrd. Spermien). Damit
zeigte sich, das nach Seminalplasmagabe, unabhangig von der Anzahl der aus der Inseminati-
onsportion verfligbaren Samenzellen, gentigend Spermien zum Ort der Fertilisation transpor-
tiert wurden, um Uber 95 % der Eizellen zu befruchten. Verdeutlicht wird der Seminalplas-
maeffekt auch dadurch, dal3 in der Verdinner-Gruppe nur 0,3 % der Zonae mehr als 120
Spermien enthielten, wogegen es in der Seminalplasma-Gruppe 23,1 % waren. Der Seminal-
plasmaeffekt wurde insbesondere in der mit 0,5 Mrd. Spermien besamten Sauengruppe deut-
lich, in welcher die mittlere Anzahl akzessorischer Spermien bel der Seminal plasmaanwendung
gegenlber der Verdinnerinfuson um den Faktor 85,3 zunimmt. Die Befruchtungsrate zeigte
gleichermal3en zu wertende Ergebnisse: Ohne Seminal plasmavorbehandlung sank der Parame-
ter signifikant von 92,2 % auf 24,2 % ab. Rath et al. (1989) konnten signifikante Unterschiede
hinschtlich der Spermienrtickgewinnungsraten zwischen Sauen mit Verdinnervorapplikation
(Varianten B und D) und mit Seminalplasmaapplikation (Varianten A und C) bei Besamungs-
dosen von 2,0 (Varianten A und B) und 0,5 Mrd. (Varianten C und D) Spermien ermittein.
Mehr als 120 Samenzellen wurden bei 26 % der Zonae der Variante A, 5 % der Variante B, 25
% der Variante C und 0 % der Variante D gefunden. Die Befruchtungsraten zwischen den
Gruppen unterschieden sich nicht. Die Autoren beobachteten jedoch auch einen Einflul® des
Seminalplasmas auf die Embryonenqualitét. Der Anteil intakter Embryonen verringerte sich bel

Reduktion der Besamungsdos s nicht, wenn eine Prédinsemination mit Seminal plasma erfolgte.
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Der Wirkung des Seminalplasmas auf die Befruchtungskompetenz der Spermien sind natdrlich
auch Grenzen gesetzt. Unter suboptimalen Bedingungen, z.B. bei Reduktion der Samenzellen
in der Besamungsdosis (? 0,3 Mrd. Spermien) oder Verlangerung des Intervalls zwischen In-
semination und Ovulation (12 bis 20 Stunden), kann es keinen ersichtlichen Einfluf3 des Semi-
nalplasmas auf die Befruchtungsrate geben. Es vermag nicht, die Zahl der fertilen Samenzellen
am Ort der Befruchtung effektiv zu erhthen (Waberski et al., 1995c).

Aulerdem hat Seminalplasma keinen langanhaltenden Effekt auf das weibliche Genitale, was
Giles et al. (1990) aus den Ergebnissen ihrer Versuche schluf¥folgerten. Eine Suspension mit
toten Spermien, Seminalplasma bzw. Eialbumin wurde Jungsauen am zweiten Ostrustag und
Altsauen am zweten Tag p.p. infundiert. Die Besamungen erfolgten im darauffolgenden
Ostrus. Weder die Tréchtigkeitsrate noch die Anzahl der Embryonen am 38. Tag p.c. be den
Jungsauen, noch die Tréchtigkeitsrate sowie die Wurfgrél3e bel den Altsauen zeigten Unter-
schiede in Abhangigkeit vom Infusonsmedium. Eine Steigerung der Reproduktiondeistung
durch Seminalplasmaapplikation ist also nur unter bestimmten Bedingungen moglich.

2.1.2.3 Einflul3 des Seminalplasmas auf den Ovulationsvorgang

Die wohl eindrucksvollste Wirkung des Seminalplasmas ist die Vorverlegung der Ovulation.
Hierzu gab es in den letzten Jahren umfangreiche Forschungsarbeiten (Brutgans, 1983; Pefia
Alfaro, 1988; Willmen, 1989; Lotz, 1990; Rabeler, 1990; Weitze et a., 1990a; 1990b; Nie-
mann, 1991). Vereinfacht wurden die Studien mit der Einfihrung des Real-time-
Sektorscanners (5 MHz) zur Ovarkontrolle bel der Sau (Habeck, 1989). Damit wurde es mog-
lich, die Follikeentwicklung Uber einen bestimmten Zeitraum zu beobachten. Das Verschwin-
den der Follike im sonographischen Bild galt als Indiz fur die stattgefundene Ovulation. In
dlteren Arbeiten (Pefia Alfaro, 1988; Willmen, 1989) erfolgte eine retrospektive Berech-
nung/Schétzung des Ovulationszeitpunktes unter zu Hilfenahme der von Hunter (1974) ermit-
telten Altersangaben fir die verschiedenen Teilungsstadien, die sich auf den Eizellaktivierungs-
punkt beziehen. Da die Ovulation vor der Eizellaktivierung (2. meiotische Teilung nach Inkor-
poration der befruchtenden Samenzelle) erfolgte, wurde zur Schdtzung des Ovulationszeit-
punktes ein Zeitraum von sechs Stunden zu den von Hunter (1974) ermittelten Intervallen zwi-
schen Aktivierung und Entwicklungsstadium der Eizelle addiert. Der geschétzte Ovulations-
zeitpunkt ergab sich aus der Differenz zwischen dem Zeitraum Besamung — Spllung des Ge-
nitaltraktes und dem Embryonenalter.

Be al den Untersuchungen ging es vor allem auch darum, die an der Ovulationsaud Gsung
beteiligten Komponenten einzugrenzen, die Frage nach den Ablaufmechanismen zu beantwor-
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ten und Zusammenhange zwischen dem Zeitpunkt der Seminal plasmabehandlung und ovulati-
onsaud 6sender Wirkung aufzudecken.

Unmittelbar vor der Besamung applizierte Pefia Alfaro (1988) Seminalplasma bzw. Verdinner
intrazervikal an Jungsauen. Die Anwendung von Seminalplasma fiihrte gegentiber der Verdin-
nervorbehandlung zu ener rechnerischen Vorverlegung des Eizelaktivierungspunktes um
durchschnittlich 12,9 Stunden. Willmen (1989) ermittelte in einem &hnlichen Versuch en im
Durchschnitt um 4,7 Stunden, Rabder (1990) um 3,9 Stunden kirzeres Intervall Besamung—
Ovulation, wenn Seminalplasma infundiert wurde, was sich jedoch Statistisch in beiden Féllen
nicht absichern lief3.

Die intrazervikale Seminalplasmainfuson zwel Stunden vor der Besamung ergab bel Versu-
chen von Wagner-Rietschd (1991) zwar eine stabile, aber statistisch nicht abzusichernde Ten-
denz zur Verkirzung der Brunst um 3,0 und des Zeitraumes Brunstbeginn—Ovulation um 2,8
Stunden.

Zu einer deutlichen Vorverlegung der Ovulation flhrte eine intrauterine Applikation von Semi-
nalplasma 16 Stunden nach Duldungsbeginn (Everwand, 1990). Bei den Kontroll-Tieren wurde
die Ovulation im Mittel 40,0 Stunden nach dem Brunstbeginn festgestellt, bei den Sauen der
Versuchsgruppe schon nach 30,6 Stunden. Im Hinblick auf die Gesamtdauer der Rausche
zeigte sich eine Verkirzung dieser, wenn die Ovulation deutlich vorverlegt wurde (SP-Gruppe
41,7 Std.; Kontrolle 54,3 Std.).

Signifikant frihere Ovulationszeiten ermittelte auch Lotz (1990), wenn Jungsauen Seminal-
plasma , inseminiert* wurde, sobald sie Duldungserscheinungen (Stunde 0) zeigten. Der durch-
schnittliche Ovulationszeitpunkt lag in der SP-Gruppe bel 30,1 (? 7,6) Stunden nach Brunst-
beginn, in der Kontroll-Gruppe be 44,5 (? 4,9). Eine geringere Ostrusdnge bei deutlicher
Ovulationsvorverlegung trat auch in diesem Versuch auf (SP-Gruppe 50,9 Std., Kontroll-
Gruppe 59,1 Std.).

Niemann (1991) konnte zwischen den Behandlungszeitpunkten Duldungsbeginn und 16 Stun-
den spéter keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf den Ovulationszeitpunkt feststel-
len. In beiden Versuchsdurchgéngen ergaben sich zwischen der SP-Gruppe und der Kontroll-
Gruppe aber deutliche Differenzen. Eine zweimalige Applikation von Seminalplasma zur Stun-
de O und 16 fhrte nicht zu ener weiteren Vorverlegung des Ovulationsze tpunktes.

In Auswertung verschiedener Versuche postulierten Weitze et al. (1990a) sowie Waberski,
(1995d), dard der deutlichste Effekt hinsichtlich der Owvulationsvorverlegung erreicht wird,
wenn Seminalplasma gleich zu Beginn der stehenden Rausche (Stunde 0) appliziert wird. Bel
Behandlung 24 Stunden nach Brunstfeststellung, dem praxisiiblich ersten ,richtigen” Besa-
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mungszeitpunkt, war keine Ovulation mit Seminalplasma zu induzieren. 16 Stunden nach
Brunstfeststellung war die Reaktion auf die Infusion sehr variabel. Die Stunde-0-Gruppe wies
mit einer Vorverlegung der Ovulation um durchschnittlich 10,7 Stunden den ersichtlichsten
Effekt auf. Dadurch, dal3 im Gegensatz zu den letztgenannten Probanden keine Sau der Stun-
de-16-Gruppe, einen Effekt von mehr als acht Stunden aufwies und zudem vermehrt geringere
von zwel und sechs Stunden beobachtet wurden, zeigt sich, dald die Seminal plasmawirkung
kein , Alles-oder-Nichts-Ereignis* ist, sondern mit steigenden Intervallen zwischen Brunstbe-
ginn und Behandlung abnimmt (Waberski, 1995d).

Umfangreiche Studien zum Zeitraum Brunstbeginn—Ovulation fuhrte Wagner-Rietschel (1991)
durch. Von den durch ihn untersuchten 427 Altsauen ovulierten 82,4 % 32 bis 56 Stunden
nach Brunstbeginn. Nach Kolb (1984) ist bekannt, dal3 die meisten Eizellen zwischen der 36.
und der 44. Stunde der Rausche freigesetzt werden. Um diese Zeitspanne moglichst eng zu
halten und den Brunstvorgang bei mehreren Tieren zu vereinhetlichen, bedient man sich der
Ovulationssynchronisation. Bel ovulationssynchronisierten Sauen erwartet man den Beginn der
Ovulationen 40 bis 42 Stunden nach der HCG-Gabe (Dziuk u. Polge, 1962). Bei synchroni-
serten Altsauen stellte Steffens (1984) Uber 4 bis 9, bei Jungsauen Uber 6 bis 10 Stunden
Ovulationen fest. Thiring (1987) ermittelte durchschnittliche Ovulationszeitraume von 9,5
Stunden fur Altsauen und 7,2 Stunden fur Jungsauen, jeweils nach Ovulationssynchronisation.
Hormonbehandelte Sauen erbringen eine héhere Ovulationsrate als unbehandelte Tiere. Cheng
(1981) delte be Jungsauen durchschnittliche Werte von 22,6 (= 10,6) fest. Jacob u. Elze
(1989) geben 19,7 Ovulationen fir synchronisierte und 14,7 fur spontanrauschende Jungsauen
an. Mit den hoheren Ovulationsraten verlangert sich auch der Owvulationszeitraum (Cheng,
1981), was mit einem Angstieg der Anzahl der degenerierten und von der Norm abwei chenden
Embryonen, besonders in den ersten drei Tagen p.ovul. einhergeht (Dziuk u. Polge, 1962; Ja-
cob u. Elze, 1989). Hunter (1966) ermittelte starke Embryonenverluste am vierten Tag p.c. bel
Tieren mit mehr as 36 Ovulationen.

Auf der Suche nach dem Mechanismus der Ovulationsaudésung und den dabel wirksamen
Inhaltsstoffen des Seminalplasmas fid der Blick auch in diesem Fall zuerst auf die betréchtli-
chen Mengen an Ostrogen im Eberseminalplasma. Claus et al. (1987) und Zattl (1988) nehmen
als mdglichen Wirkungsmechamismus eine ¢strogengesteuerte Prostaglandinfreisetzung im
Uterus an. Bereits wenige Minuten nach Infusion von Ostrogen waren erhohte PGF2?-
Konzentrationen in der Uterusvene mef3bar (Claus et al., 1987). Gleichesist bel Dierkes (1991)

und Wilkes (1991) zu lesen. Spét ovulierende Tiere wiesen einen geringeren Anstieg auf als
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frih ovulierende; zum Teil auch keinen; worin Wilkes (1991) einen deutlichen Zusammenhang
zwischen PGF-Angtieg und Vorverlegung der Ovulation sieht. Um einen Einfluld auf letztge-
nannten Vorgang ausiiben zu kénnen, missen die im Endometrium produzierten Prostaglandi-
ne Uber einen direkten Weg zum Ovar transportiert werden, was aufgrund der speziellen Blut-
gefa¥fihrung im Genitaltrakt (Gegenstromprinzip) (Kotwica, 1980; Koch u. Berg, 1990) ge-
wahrleistet ware. An den Eierstocken kann PGF2? Enzymsysteme aktivieren, die fur die Auf-
|6sung der Follikelwand verantwortlich sind (Espey u. Coons, 1976; Espey, 1980; Schroder ul.
Talbot, 1982). Claus (1989) und Zéttl (1988) gehen dabel von einem additiven Effekt der als
Antwort auf die ,inseminierten* Ostrogene im Uterus und der intrafollikular gebildeten
Prostaglandine im Ovulationsgeschehen aus.

Doch auch bei diesem Prozef stellt sich nach den Ergebnissen von Rabeler (1990), Everwand
(1990), Lotz (1990), Weitze et al. (1990b) und Niemann (1991) die Frage, ob nicht auch ande-
re Inhatsstoffe des Seminalplasmas an der Ovulationsvorverlegung beteiligt sind. Intrazervi-
kale Ostrogeninfusionen erreichten in genannten Arbeiten nie die Wirkung einer Seminalplas-
maapplikation, obwohl die Ostrogenkonzentration im Seminal plasma um ein Viefaches niedri-
ger war asin der verwendeten Ostrogenlésung. Bei der weiteren Suche bediente man sich des
» Mariensee-Moddlls*. Dabe fungierte das linke Uterushorn der Sau als Kontrolle, indem es
vom Gebarmutterkorper abgesetzt wurde und somit der Infusion nicht zuganglich war. So vor-
bereitete Sauen ovulierten nach Seminalplasmaapplikation am Versuchsovar im Mittel 10,7
Stunden friiher als am Kontrollovar. Nach nahezu vollstandiger Entfernung der Ostrogene aus
dem Seminalplasma durch Aktivkohlebehandlung betrug die Ovulationsvorverlegung 7,3 Stun-
den. Erneuter Zusatz von Ostrogenen fiihrte wieder zum vollstandigen Effekt (Ovulationsvor-
verlegung um 10,0 Std.). Nach Einsatz unterschiedlicher Molekulargewichtsfraktionen aktiv-
kohlebehanddten Seminalplasmas zeigte sich, dal3 andere aktive Substanzen in der 1 bis 10
kDa-Fraktion zu suchen sind (Sudhoff, 1994; Waberski et al., 1995a). Nach Zusatz des ewel3-
gpaltenden Enzyms Pronase zu der aktivkohlebehandeten Seminalplasmafraktion konnte im
Tiermoddl keine ovulationsaud Gsende Wirkung mehr festgestellt werden. Damit ist zu ver-
muten, dal3 die unbekannte Komponente ein Peptid ist. DarUber hinaus wurde nach Filtration
der Fraktion belegt, dal3 unterhalb von 1 kDa keine Aktivitét mehr besteht; kleinste Molekile
und lonen also nicht an dem Ovulationseffekt beteiligt sein dirften (Waberski, 1995d). Aus
diesen Ergebnissen heraus wird ein polyfaktorielles Geschehen vermutet, welches Ostrogene
und andere Inhaltsstoffe des Seminal plasmas; wahrscheinlich auch reflektorische und immuno-
logische Vorgange, miteinbezieht.
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Es gibt in der letzten Zeit auch Meinungen, die die durch PGF hervorgerufenen Mechanismen
in Frage stellen. Intrazervikale Infusionen von PGF2? (250 ug Dinoprost) und PGE2 (250 pg
Dinoproston) erbrachten keinen Einfluld auf den Ovulationszeitpunkt (Stdhoff, 1994; Waber-
ki, 1994; 1996).

Ein Vergleich des Intervalls Infus on—Ovulation am ipsi- und kontralateralen Ovar (Differenz

y = 8,4) konnte erste Hinweise auf einen lokalen, d.h. zwischen Uterus und Ovar gerichteten
Effekt geben (Waberski et al., 1995b). Die Autoren stellten dadurch die Annahme in Frage,
dal’3 PGF und moglicherweise andere unter Seminalplasmaeinfluld im Uterus gebildete Substan-
zen Uber den klassischen Counter-Current-Blutweg zum Ovar gelangen. In Auswertung der
Ergebnisse scheint es notwendig, dafid die aktiven Substanzen Kontakt zur Uterusspitze und zur
uterotubalen Verbindung erhalten, wo ein ausgepragtes Lymphsystem als moglicher Ubertra-
gungsweg ausgebildet ist. Eine unmittelbare Passage tiber den Eileiter ist nicht von Bedeutung.
Waberski (1996) formulierte daraufhin eine die Resultate der vorherigen Arbeten in Frage
stellende Vermutung, wonach die ovulationsfordernde Wirkung direkt durch Seminalplasma-
komponenten vermittelt wird und der Uterus als Syntheseorgan ovulationsinduzierender Sub-

stanzen keine Rolle spidlt.

2.1.2.4 Einfluld des Seminalplasmas auf die Spermien

Saugetierspermien werden in der Cauda epididymidis in einem Ruhezustand aufbewahrt und
werden motil, wenn sie bel der Ejakulation mit Seminalplasma zusammenkommen. Verschie-
dene Zucker wurden auf ihre Fahigkelt hin untersucht, die Spermien vom Zustand der Ruhe in
die Bewegung zu verseizen. Dabe erwiesen sich Monosaccharide als gute Matili-
tatsinitiatoren, wogegen Trisaccharide die Aktivitdt der Spermien reduzierten (Tso et al. ,
1987). Mann u. Lutwak-Mann (1981) fuhrten die Matilitétsstimulation auf das Vorhandensain
spezifisch aktiver Substanzen zuriick, wobel sie zwel Gruppen unterschieden; die katalytisch
aktiven (lonen, Nuclectide) und die Nahrstoffe (Fructose, Milchséure). Im Seminalplasma des
Bullen exigtiert zudem das Sperm Forward Matility Protein. Acott u. Hoskins (1978) schrieben
ihm die Fahigkelt zu, die ineffektiven Bewegungen der Spermienschwénze im Nebenhoden in
eine vorwartsgerichtete Bewegungsart der gakulierten Samenzellen umzuwandeln.

Ein deutlicher Einflul? auf die Spermienmoatilitdt wurde auch fir Eberseminalplasma bewiesen.
Dieser erwies sich als konzentrationsabhangig und eberspezifisch. Tso u. Lee (1980) zeigten,
dal3 durch viermaliges Waschen in TrissHCI immotil gewordene Spermien nach Zugabe von
Seminalplasma ihre Vorwartsbeweglichkeit zurlickerlangten. Dieser Effekt setzte bereits bei
0,1 % der origindren Seminalplasmakonzentration im Puffer ein. Die volle Wiederherstellung
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der urspringlichen Matilitdt wurde aber erst bel 10 % erreicht. Zudem wiesen die Autoren
nach, dal3 die daflr verantwortlichen Komponenten des Seminal plasmas kéteresistent und hit-
zelabil sind, Eigenschaften, die auch Proteine aufweisen.

Gleichgerichtete Beobachtungen gibt es auch bel anderen Spezies. Nach Waschen und Resus-
pendieren in Puffer immotil gewordene Spermien des Bullen wurden nach Zugabe von Semi-
nalplasma wieder aktiviert. Jedoch stellten Baas et al. (1983) fest, das die Dauer des Erhalts
der Mdtilitét abnahm, je mehr Seminalplasma den Spermien zugesetzt wurde. Sie schluf¥fol-
gerten, dal3 Seminalplasma neben motilitétswiederherstellenden Faktoren auch solche enthdlt,
die zur permanenten Inaktivierung fuhren.

Den Einfluld von Seminaplasma auf Matilitét und Akrosomenintegritét bel der Gefrierkonser-
vierung von Pferdesamen untersuchten Ahlemeyer et al. (1991). Sie verarbeiteten Proben, die5
%, 10 % oder 15 % Seminal plasma enthielten, sowie sechs Ejakulate, denen nach der Zentrifu-
gation 98 % des Fllssigketsiiberstandes abgesaugt wurden. Hinsichtlich der Akrosomeninte-
gritét gab es keine Unterschiede. Die Auftaumoatilitét nahm jedoch mit zunehmendem Seminal-
plasmaanteil signifikant ab. Auch das Absaugen des gesamten Fissigketiberstandes wirkte
sich tendentidl @hnlich reduzierend auf die Bewegungsaktivitét der Samenzelle aus wie der
Verbleib von 10 oder 15 % Seminalplasma. Braun et al. (1994) untersuchten den Einfluf3 von
Seminalplasma auf die Matilitét von epididymalen und gakulierten Spermien des Hengstes
wahrend der Fllissigkonservierung. Von sechs Vatertieren wurden die Spermien aus dem Ne-
benhodenschwanz durch Spilung mit Seminalplasma bzw. Magermilch gewonnen. Vier Eja
kulate dreier Hengste wurden nach zehn Minuten verdinnt, bel vier weiteren Ejakul aten dieser
Hengste wurde schon in das Auffanggefal? Verdiinner gegeben. Die acht Samenproben wurden
zentrifugiert und mit Magermilch-Verdinner resuspendiert, der 0 %, 5 % oder 25 % Seminal-
plasma enthidt. Bel 5°C erfolgte eine Lagerung bis 48 Stunden. Nebenhodenspermien, die mit
Seminal plasma gespilt wurden, zeigten vor und nach der Zentrifugation eine signifikant besse-
re Matilitdt. Nach 24 und 48 Stunden hatte das Spulmedium keinen Einflul3 mehr. Samenpro-
ben mit 25 % Seminalplasma erbrachten durchweg bessere Mdtilitétsparameter. Die Autoren
gprechen dem Seminalplasma des Hengstes neben motilitdtsfordernden aber auch moatilitéts-
hemmende Eigenschaften zu.

Untermauern konnten diese Ergebnisse Romme et a. (1995), welche bei einem Anteil von 25
% Seminaplasma im Verdinner eine Erhéhung der Geschwindigkeit der Vorwértshewegung
feststellten. Zudem konnten sie auch unterschiedliche Wirkungen auf die Matilitét nach Zugabe
homo- bzw. heterologen Hengstseminalplasmas feststellen. Gleiches wurde von Singer et al.
(1989) und Magnus et al. (1991) fir das Seminalplasma des Menschen postuliert. Interessan-
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terwei se haben die verschiedenen Fraktionen des Ejakulates des Mannes auch unterschiedliche
Effekte auf die Moatilitdt von Spermien. Sekrete der Prostata wirken stimulierend, Samenbla-
senflissigkeit besitzt hingegen eine oder mehrere Fraktionen, die die Spermienmoctilitét unter-
driicken (Lindholmer, 1974). Durch chromatographische und immunol ogische Untersuchungen
konnten moatilitétsfordernde und -hemmende Komponenten im humanen Seminal plasma gefun-
den werden (Bavister, 1975; Luterman et al., 1991; Robert u. Gagnon, 1994). Aus der Samen-
blasendrisenflissigkeit isolierten Robert u. Gagnon (1994) den Sperm-moatility-inhibitor
(SPM1). Der Levd sainer Aktivitét in dieser Fllssigkeit ist 13,6 mal hoher alsim Seminalplas-
ma (Luterman et al., 1991). Hierin begrindet sich die matilitdtshemmende Wirkung der Se-
krete der Samenblasendriise. Beem Schwein fanden Jeng et al. (1993) die Matilitétsinhibitoren
SMI-1 und SMI-2 mit einem Molekulargewicht von ca. 15.000. Beide senkten den Anteil mo-
tiler Spermien dos sabhangig.

Wicke u. Stahr (1992; 1993) stdlten in ihren Versuchen fest, dald der motilitatsbesa nflussende
Effekt des Seminaplasmas verschiedener Eber nicht gleich ist. Mit Hilfe der computerass-
stierten Matilitdtsanalyse (CASA) beobachteten sie den Einflul? homologen und heterologen
Seminalplasmas auf die Spermienbeweglichket, die Bewegungsformen und die Geschwindig-
keiten der Samenzellen. Dabel kamen ausgewahlte Ejakulate von Ebern mit guter bzw.
schlechter Matilitét zum Einsatz. Der Prozentanteil motiler Spermien konnte bei den Ejakula-
ten mit schlechter Matilitét durch Zugabe von Seminalplasma aus Ejakulaten mit guter Motili-
tdt zum Teil sgnifikant verbessert werden. Bel einigen Kombinationen war sogar eine Ver-
dopplung des Anteils motiler Spermien festzustellen. Wurde den Spermien des ,,guten” Ebers
das Seminalplasma des ,, schlechten* zugefiigt, verringerte sich die Beweglichkeit dieser. Hier-
be war der Effekt aber weniger pragnant, als be heterologem Seminalplasmazusatz zu den
Samenzellen des,, schlechten” Ebers. In einem anderen Versuch (Wicke u. Stéhr, 1993) wurden
vierzehn Ejakulate entweder mit Seminaplasma (Variante 1) oder mit dem Verdinner
SCHONOW | (Variante I1) versetzt. Zwischen beiden Varianten ergaben sich signifikante Un-
terschiede beim Antell motiler (I = 52,3 (? 19,2); Il = 6,4 (? 12,5)) und linear beweglicher
Spermien (I = 33,5 (? 14,7); Il = 12,5 (? 12,5)). Seminalplasma erwies sich in diesen Versu-
chen zum Tell als ausgesprochen motilitétsfordernd, wobel eberspezifische Effekte deutlich
zutage traten. Auch in den Versuchen von Nehring et a. (1994) konnte sich heterologes Semi-
nalplasmaim Vergleich zu homologem auf den Anteill motiler Spermien und deren Geschwin-
digkeit unterschiedlich auswirken. Die Effekte reichen von stark hemmend bis stark steigernd.

Verbesserungen konnten nur erziedt werden bei Kombinationen von Spermaproben mit
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schlechten Mdtilitétswerten und Seminalplasmaproben aus Ejakulaten mit hohen Matilitéts-
werten. Die deutlichsten Differenzen zeigten sich be der Geschwindigkeit linear beweglicher
Spermien.

Man kann nun die Frage aufwerfen, ob nicht die Zugabe von Seminalplasma aus eéinem Ejaku-
lat mit guten Matilitétswerten zu eéinem Ejakulat mit schlechten Spermienmoatilitdtswerten des-
sen Befruchtungskompetenz erhéhen konnte (Stéhr, 1995). Zwar spielen im weiblichen Geni-
tale fUr die Samenzelle vorwiegend passive Transportmechanismen eine Rolle, jedoch it inner-
halb des Eileters und bei der Durchdringung der Eizellen eine aktive Bewegung unbedingt
erforderlich (Stahr u. Nehring, 1997).

Was nun fur das unterschiedliche Verhalten der verschiedenen Kombinationen aus Spermien
und Seminalplasma verantwortlich ist, bleibt noch spekulativ. Diskutiert werden in diesem Zu-
sammenhang spezielle fordernde Komponenten im Seminalplasma, die bel den verschiedenen
Vatertieren in qualitativer und quantitativer Hinsicht Unterschiede zeigen konnten. Diese An-
nahme wurde ursachlich auch in Beziehung zu den bei Mischsperma beobachteten Effekten
gesetzt (Nehring et al., 1994).

Heydorn u. Pauffler (1976) vermuteten in diesem Zusammenhang Interaktionen zwischen den
Spermien, den Spermien und dem Seminalplasma sowie dem Seminalplasma der beteiligten
Vatertiere, die moglicherweise durch bestimmte Férderungs- oder Hemmfaktoren ausgel 6st
werden und die Uberlegenheit von Mischsperma gegeniiber Reinsperma bedingen. In einem
Besamungsversuch wurden 1535 Sauen mit Misch- bzw. Reinsperma inseminiert. Von den 862
mit Reinsperma besamten Sauen ferkelten 58,1 % ab und erbrachten eine durchschnittliche
Wurfgrofie von 9,9 Ferkeln. Signifikant héher war mit 65,1 % die Abferkelrate bael den mit
Mischsperma inseminierten Tieren. Die mittlere Wurfgrole dieser Gruppe betrug 10,1 Ferkd.
Bel 23 Kombinationen Ubertrafen in 19 Fallen die Besamungsergebnisse von Mischsperma die
von beiden (10 Falle) oder zumindest einer Reinspermabesamung. In einem dhnlichen Versuch
von Heydorn u. Hobein (1977) mit 3179 Besamungen wurde in der Gruppe der mit
Mischsperma besamten Sauen eine Trachtigkeitsrate von 64,9 %, in der Reinspermagruppe
von 59,4 % erreicht. Die Wurfgrofien betrugen 10,03 bzw. 9,68 Ferkel.

Wechsdwirkungen zwischen den Samenkomponenten sowie eine Abhangigkeit der Befruch-
tungde stung einer Spermakomponente von der anderen bewiesen Heydorn et al. (1977) sowie
Saidl u. Heydorn (1978). Die Anteile der Ferkd jewells eines Vatertieres innerhalb eines Wur-
fes aus Mischspermabesamung erbrachten zum Teil erhebliche Unterschiede. So stammten
nach Besamung mit der Kombination B + C 92,5 % der Ferkel von Vater B und nur 7,5 % von
C. Der Frage folgend, ob B selektiv gefordert oder C selektiv gehemmt wurde, stellten Seidl u.
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Heydorn (1978) Samenchargen jewells aus dem Sperma des einen Ebers und dem Seminal-
plasma des anderen her und beobachteten am ersten Tag an den Spermien von C zu 61 % flok-
kige Anlagerungen an den Schwanzen, an den Spermien von B nur zu 12 %; am zweiten Tag
an den Spermien von C zu 69 %, an B zu 7 %. Sie vermuteten Reaktionen von individual spe-
zifischen Faktoren der Spermien von C mit korrespondierenden Faktoren des Plasmas von B;
Vorgange, die in den Bereich der Immunologie hineinragen. Die Erhéhung von Tréchtigkeits-
raten und Wurfgrofien beim Einsatz von Mischsperma bedarf aso mit hoher Wahrscheinlich-
keit gezielter Eberkombinationen. Bestétigt wurde letzteres auch durch Arbeiten von Conrad
u. Zeuner (1978).
Keine Unterschiede zwischen den Befruchtungsergebnissen nach Besamungen mit Rein-, Di-
oder Trisperma fand Grooten (1988) im einem grof3 angelegten Feldversuch der Schweinefor-
schungsgesdllschaft ,,Nieuw Dalland”. Nur hingichtlich der Wurfgrof3e waren positive Einflisse
durch Trispermaeinsatz festzustellen.
Bortolozzo (1992) konnte nach Mischspermabesamungen Befruchtungsraten von 83 % errei-
chen, womit diese sgnifikant hoher waren as die im Durchschnitt mit den Einzelgakulaten
erreichten (74,4 %). Anhand der Anzahl akzessorischer Spermien in der Zona pellucida lief3en
sich ebenfalls zahlenméldige Unterschiede zwischen den Gruppen zugunsten des Mischspermas
erkennen.
Wegmann (1990) stellte eine Verbesserung spermatologischer Parameter nach Einfrieren be
Mischsperma gegenuber Reinsperma fest. Die Matilitdt bel Trisperma war in 75 % der Félle
hoher a's das jewellige Mittel der drel Einzelgakulate, was beztiglich der Kopfkappenintegritét
fur 96 % der Félle galt.
Der Untersuchung des Einflusses des Seminal plasmaaustausches bel Bullen auf verschiedene
Spermienparameter widmete Vitt (1996) ihre Arbeit. Dabei wurde vor der Gefrierkonservie-
rung von acht Ejakulaten dreier Vatertiere mit schlechten Befruchtungsergebnissen das eigene
Seminalplasma durch Zentrifugation entfernt und daraus drei Varianten:

1. mit égenem Seminalplasma,

2. mit fremden Seminalplasma von Bullen mit besserer NRR und

3. ohne Seminalplasma, nur mit Verdinner hergestellt.
Nach dem Auftauen wurden die Proben hinsichtlich des Prozentanteils motiler und |ebender
Spermien und des Zustands des akrosomalen Randes untersucht. Bel allen drel Bullen zeigte
sich be keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen den Vari-
anten mit eigenen Seminalplasma und der Variante mit Seminalplasma von Bullen mit besseren

Befruchtungdestungen. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Variante ohne Seminal-
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plasma und den Varianten mit Seminaplasma ergab sich im Anteill motiler und |ebender Sper-
mien in der Swim-up-Probe, in der durch Heparin induzierbaren Akrosomenreaktion (AR) und
auch in der absoluten Anzahl an AR. Der Seminalplasmaaustausch as eine Moglichkeit zur
Aufbesserung der Spermaproben fand in diesen Ergebnissen keine Bestdtigung. Die Autorin
erachtet die Zeit des Kontaktes der Spermien mit dem eigenen Seminalplasma bis zur Zentrifu-
gation als ausreichend, um die Rezeptoren auf der Oberfléache der Samenzellen mit eigenen
Proteinen zu besetzen. Ein Hinzufligen von fremden Seminalplasma mit qualitativ unterschied-

lichen Bestandteilen kdnnte dann wirkungdos sain.

2.1.2.5 Einflul? des Seminalplasmas auf K apazitation, Akrosomenreaktion, Erkennung
und Bindung der Eizelle

Der Kapazitationsproze3 ist die Voraussetzung fur die Hyperaktivierung der Spermien, die
Interaktionen mit der Eizelle und die Akrosomenreaktion. Im Verlaufe dessen werden auf der
Oberflache der Samenzelle Rezeptoren freigelegt, die in die Vorgénge der Bindung zwischen
Spermium und Eizelle involviert sind (Nieschlag u. Behre, 1996). Mudra u. Busch (1991) ge-
ben fur diesen Reifungsprozel? beim Eber eine Dauer von vier bis sechs Stunden an. Der Ablauf
der Kapazitation mufd zetlich fein reguliert sein, da zu frih kapazitierte Spermien vorzeitig
Alterungserscheinungen zeigen und, insbesondere bel langen Abstdnden zwischen Besamung
und Ovulation, fir eine Befruchtung der Eizelle nicht mehr zur Verfligung stehen. Entschel-
denden Antell an dieser Abstimmung haben im Seminal plasma enthaltene sogenannte ,, Dekapa-
zitations- und Kapazitationsfaktoren®, die eine vorschnelle Reifung verhindern bzw. den Pro-
zef3 stimulieren (Waberski, 1994). Mit diesen Seminal plasmabestandteilen kommen die Samen-
zellen im Nebenhoden oder erst zum Zeitpunkt der Ejakulation in Beriihrung, und unter ihrem
»Schutzmantd“ werden sie auf dem Transportweg durch den Uterus vor Reaktionen bewahrt,
die erst zu einem spéteren Zetpunkt im Eileter ablaufen sollen (Nieschlag u. Behre, 1996).
Bereits Chang (1957) und Bedford u. Chang (1962) erbrachten Beweise fur die dekapazitie-
rende Wirkung des Seminaplasmas. Aus dem Uterus gewonnene, bereits kapazitierte Kanin-
chenspermien konnten nach Mischen mit Seminalplasma wieder in den Zustand der Befruch-
tungsunfahigkeit zurlickversetzt werden. Durch abermaliges Verbringen der Spermien in den
weiblichen Genitaltrakt konnten diese wieder rekapazitieren. Bedford u. Chang (1962)
schluf¥folgerten aus der Tatsache, die Dekapazitationsfaktoren mit Hochgeschwindigkeitszen-
trifugation entfernen zu konnen, dal3 es sich dabel um grol®e Molekile handdt. Derartige
Wirkstoffe konnten auch Dukelow et al. (1967) in Eberseminal plasma nachweisen.
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Pursel (1983) verbrachte in Seminalplasma bzw. BTS aufgetaute Spermien durch operative
Mal3nahmen in den Eileiter von bringtigen Sauen. Wenn Seminalplasma al's Resuspensionsme-
dium verwendet wurde, waren nach finf Stunden nur 5 % der ovulierten Eizellen befruchtet,
hingegen 45 %, wenn die Spermien in BTS aufgetaut worden sind. 24 Stunden nach Besamung
war zwischen den beiden Gruppen mit Befruchtungsraten von 90 bzw. 81 % kein signifikanter
Unterschied mehr vorhanden, was deutlich den kapazitationshemmenden Effekt von Seminal-
plasma zeigt. Sowohl Cholesterin (Davis, 1976) und Spermin, ein an die Spermienoberfléche
bindendes Polyamin (Rubinstein u. Breitbart, 1991), fuhren zur Dekapazitation, entweder

durch Einbau in die bzw. Blockade von Abbauprozessen in der Plasmamembran.

Mit in den Mittelpunkt des Interesses rickten in den letzten Jahren lectinghnliche Molekile an
der Oberflache der Spermien. Ihre Identifizierung erwies sich als wichtig fur das Verstandnis
des Mechanismus der speziesspezifischen Befruchtung (Topfer-Petersen et al., 1994). Offen-
sichtlich spidlen die verschiedenen Proteine eine wesentliche Rolle in der komplizierten Kette
der Ereignisse, die schliefdich zur Kapazitation, Gametenerkennung und Spermien-Eizdll-
Bindung fihren (Jonakova et al., 1991; Calvete et al., 1993; Calvete et al., 1994b; Topfer-
Petersen et a., 1994; Calvete et al., 1995a; Calvete et al., 1996). Ihre Kohlenhydratbindungs-
fahigkeit erlaubt den Kontakt zu den Glycoproteinen der Zona pélucida (ZP 1, 2 und 3)
(Topfer-Petersen et al., 1994) und leitet in die Initialphase der Fertilisation eén (Mahnaz und
Topfer-Petersen, 1995). Die Spermadhesine des Ebers sind Lectine mit einer Molekilmasse
von 12 bis 14 (16) kDa (Topfer-Petersen et al., 1993; Calvete et al., 1994b; Calvete et al.,
1995a; Dostdlova et al., 1995h). Sie bestehen aus 109 (111) bis 133 Aminosdauren (Calvete et
al.,1993; Mahnaz u. Topfer-Petersen, 1995) und werden in den akzessorischen Geschlechts-
drisen, inshesondere in der Samenblasendriise und im Rete testis synthetisiert und bilden einen
wesentlichen Part des Proteinspektrums des Seminalplasmas. Im Zuge der Ejakulation erfolgt
die Assoziation mit der Spermienoberflache (Calvete et al., 1993; Dostdlova et al., 1994a),
worauf die gesamte Akrosomenkappe eingehillt wird (Dostdlova et al., 1995h).

Die Analyse des biologischen Ursprunges, der Lokalisation auf der Oberfléche, des Liganden-
verhaltens, der Primérstruktur, der posttrandationalen Modifizierung und die quantitative Be-
stimmung der die Samenzdlen liberziehenden Spermadhesine in den verschiedenen Stadien des
Lebens des Schweinespermiums, lassen darauf schlief3en, dal’3 es sich um multifunktionelle
Proteine handelt (Calvete et a., 19953).

Nach der Ejakulation formen die Spermadhesine eine dicke Schicht auf dem Kopf des Spermi-
ums (Dostdlova et al., 1994b), die aus je 12 bis 66 Mio AQN 1-, AQN 2- und AQN 3-
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Molekilen sowie 50 Mio AWN-Molekilen (Form 1 und 2) besteht (Calvete et al., 1995a). 90
% der AQN 3 und AWN 1 sind Proteine mit einer relativen Molekiilmasse von Uber 50.000,
die restlichen 10 % und AQN 1 und 2 sind niedermolkulare Proteine (Mr 16.000 bis 30.000)
(Dostélové et al., 1995b).

Eine grol3e Subpopulation der Spermadhesine ist locker mit der Oberfléche verbunden und
fungiert als Dekapazitationsfaktoren (Dostalova et al., 1994b). So werden 60 % der absor-
bierten AQN 1, 2 und 3 nach drei Stunden In-vitro-Kapazitation wieder abgestreift. Die Menge
an AWN 1 sinkt auf den Level, der auf Nebenhodenspermien zu finden ist, die AWN 2 Popu-
lation ist vdllig entfernt (Calvete et al., 1994b; 1995a). Die verbleibenden Spermadhesine, wel-
che fest mit der Spermienoberfldche verbunden sind, spielen entweder eine Ralle als positive
Kapazitationfaktoren und/oder bei der Gametenerkennung und -bindung (Dostdlova et al.,
1994b).

AWN 1 ist ein 14 kDa-Molekil und wird im Rete testis und im Epithel der Samenblasendriise
synthetisiert. Es stellt das einzige Spermadhesin dar, welches auf der Oberflache der Nebenho-
denspermien lokalisiert werden kann, was wahrscheinlich wesentlich fur den Kapazitationsvor-
gang ist (Calvete et al., 1994a; Dostdlova et al., 1994b; Sinowatz et a., 1995). Die nach der
Kapazitation auf der Oberfléche verbletbenden AWN 1-Epitope sind in der Lage, bestimmte
Oligosaccharidketten der Zona pellucida der Oozyte (Gal ? ?1-3? Gal NAc-Sequenzen) zu
erkennen und steuern dadurch die speziesspezifische Befruchtung (Dostdlova et al., 1995a).
Bel Rickgewinnung von Spermien aus der uterotubalen Verbindung wurden genannte Epitope
auf der Oberflache identifiziert (TOpfer-Petersen et al., 1995b).

AWN 2 unterscheidet sich von der ersten Form durch seine N-terminale Azetylierung (Sanz et
al., 1992b). Es wird erst in der FlUssigkeit der Samenblasendriise gefunden und anschlief3end
an gakulierte Spermien gebunden. Nach der Kapazitation ist es nicht mehr auf der Spermien-
oberfléche nachweishar, so ist es wahrscheinlich, dal3 diese Isoform einen reinen Dekapatitati-
onsfaktor dargtellt (Dostdlova et al., 1994b). Auf dhnlichem, aber nicht gleichem Wege, wirkt
AQN 1im Kapazitationsprozed (Sanz et al., 1992a).

AQN 2 ig enzigartig in der Familie der porcinen Spermadhesine. Dieses Mitglied allein ist
dafir bekannt, dal3 es glycosyliert ist und nur eine schwache Affinitdt zur Zona pellucida be-
sitzt. Die AQN 2-Fraktion besteht aus zwei Glycoproteinen. Eine Komponente ist identisch mit
dem PSP I, einem wichtigen porcinen Seminalplasmaprotein, die zweite Komponente ist eine
glycosylierte Form des AQN 3. Die geringe Affinitdt zur Zona pdlucida der glycosylierten
Spermadhesine ist zuriickzufiihren auf Strukturénderungen im Polypeptid-Netzwerk (Calvete
et a., 1993).
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PSP Il wurde von der nicht-heparinbindenden Fraktion des Seminaplasmas isoliert. Der PSP
I/PSP 11-Komplex ist aber nur locker an die Spermienoberflache gebunden und scheint wie
AWN 2 vollstandig wahrend der Kapazitation entfernt zu werden. Somit ist eine Bedeutung
bel der Gameten-Interaktion unwahrscheinlich (Calvete et al., 1995b).

Weitere bedeutende Kapazitationsfaktoren sind die Acrosin-Inhibitoren. Thr Ursprung liegt in
den Samenblasendriisen. Nach der Ejakulation werden sie an den vorderen Tell des Spermiums
gebunden und schiitzen die spezifischen Zonabindungsstellen wahrend der Uteruspassage. Mit
dem Kapazitationvorgang werden sie vollsténdig abgel dst, worauf die Rezeptorstellen wieder
frei werden und eine Bindung an die Zona pellucida der Oozyte moglich ist (Jondkova et al.,
1992). Eine Schlissdrolle in den frihen Stadien der Befruchtung spielt Proacrosin. Seine spe-
zifische Zona pellucida-Bindungsbucht wird aus positiv geladenen Aminosduren (Arginin, Hi-
stidin, Lysin) geformt und kontaktiert mit bestimmten Glycoproteinen der Zona pellucida (Jan-
sen et al., 1995). Jenneckens et a. (1995) konnten zeigen, dal3 nach Austausch nur einer Ami-
nosdure an der Bindungsstelle die Affinitéat zu Zona pellucida-Glycoproteinen drastisch sinkt.
Eberproacrosin besitzt |ytische Eigenschaften und leitet die Zonapenetration ein (Jansen et a.,
1995). Trotz heftiger Bewegungen des Spermiums entwickelt sich ein inniger Kontakt zwi-
schen den Galactosylgruppen des Zona pellucida-Proteins ZP 3 und den Rezeptoren des Sper-
miums. FUr die Interaktionen sind eine Rethe von Komponenten auf der Oberflache der Sa-
menzelle (Spermadhesine und Kohlenhydratgruppen der Spermienmembran) verantwortlich
(Calvete et al., 1992). Das porcine ZP 3 hat ein Molekulargewicht von 55 kDa und enthalt
zwe Polypeptid-Untereinheiten (? und ?). Beide sind in den Bindungsprozef3 involviert (Top-
fer-Petersen et al., 1993; Blase et al., 1995). Interaktionen an den Kontaktstellen zwischen
Spermium und Zona |6sen die Exozytose des Akrosoms aus (Wassarman, 1992).

Fur die Akrosomenreaktion gibt es, wie fur die Kapazitation, fordernde und hemmende Fakto-
ren. Da eine AR nur in Gegenwart von Kalzium-lonen stattfinden kann, wogegen die Kapazi-
tation auch in kalziumfreien Medien vor sich geht (Schilke, 1991), kdnnen Substanzen, wie
z.B. Cdltrin (calcium transport inhibitor) durch Blockade der Ca-Aufnahme die AR hemmen
(Rufo et a., 1982). Aus dem Seminaplasma von Kaninchen isolierten Eng u. Oliphant (1978)
eine Komponente, welche infolge von Enzymhemmung die Bindung der Samenzelle an die
Zona pdlucida und somit die Akrosomenreaktion verhindert. Sie nannten dieses Glycoprotein
Acrosome stabilizing Factor (ASF). Fordernden Einfluld besitzen, z.B., heparinbindende Pro-
teine (Sanz et a., 1993) und eine von den Samenblasendriisen sezernierte Arylsulfatase (Ga-
dalla et al., 1993). Nach Vollendung der Akrosomenreaktion induzieren Bestandteile der Zona

pellucida die Umwandlung von Proacrosin zu Acrosin, einem biologisch aktiven Enzym. Somit

32



wirkt die Zona pedlucida regulierend auf das exakte Timing der Befruchtungsereignisse (T6p-
fer-Petersen u. Cechova, 1990). Acrosin funktioniert dann as ein Bindungsglied zwischen
akrosomenreagiertem Spermium und Zona pelucida. Einsetzende lokale Verdauungsprozesse
bewirken dann eine Lésung der Bindungsplétze zwischen Akrosom und Zona und lassen das
Spermium tiefer eindringen bis hin zur kompletten Penetration (TOpfer-Petersen et a., 1990).
Wechsdwirkungen zwischen Proteinen der Plasmamembran der Samenzelle und der Eizdle
fuhren zur Zell-Zdl-Fusion (Calvete u. Topfer-Petersen, 1995).

2.1.2.6 Bedeutung des Seminalplasmasbel der Konservierung

Uber den EinfluR von Seminalplasma bei der Spermakonsarvierung ist bislang wenig bekannt.
Durch die hohe Ausverdiinnung, die bei der Fllssigkonservierung tblich ist, wird der Seminal-
plasmaanteil, der in einer Besamungsportion vorhanden ist, stark minimiert. Dadurch sind den
Seminal plasmawirkungen mit Sicherhelt erhebliche Grenzen gesetzt. Waberski (1994) stdlte
sogar die Hypothese auf, dal3 vidleicht nicht die reduzierte Spermienzahl, sondern der verrin-
gerte Seminalplasmaantell der limitierende Faktor der Ejakulatverdiinnung ist. Zumindest bildet
das Plasma eine direkt verfligbare Energiequdle fir die Spermien (White, 1980). Auch lassen
die Daten Uber die Zusammensetzung dieses Mediums einen Vergleich mit Verdinnern zu
(Schilke, 1991). Gesichert ist jedoch auch, daf3 die Sekrete der Samenblasendriise anregend
auf die Stoffwechselaktivitdt der Spermien wirken und dadurch die Konservierbarkeit beein-
trachtigen (Stéhr, 1995). Da der Antell dieser Flissigkeit am gesamten Seminalplasma 30 bis
50 % betragt, ist dessen Einflul’ kaum zu vernachlassigen (Gadalla et al., 1993).

Die Literatur |&3% auf diesem Gebiet vorhandene Wissend ticken erkennen. Bestimmte Seminal-
plasmakomponenten sind hinsichtlich ihrer Wirkungen auf das Spermienmoatilitétsverhalten und
die Kapazitation sowie Akrosomenresktion aber im Zusammenhang mit dem Bovinen Serum-
albumin (BSA) zu betrachten (Hoppe u. Whitten, 1974; Lindholmer, 1974; Aonuma et al.,
1982; Harrison et al., 1982; Go u. Wolf, 1985; Schaap, 1987). Dabe ist hinlénglich bekannt,
dal3 der Einsatz von BSA zur Verbesserung der Eberspermafllissigkonservierung bisher zwei-
felsohne am erfolgreichsten war (Stéhr u. Nehring, 1997). BSA wird aus Rinderblut gewonnen
(Peters, 1975) und besitzt eine Domanenstruktur mit drei unabhangigen Untereinheiten, die
sich jeweils aus zwel Subdomanen zusammensetzen (Brown, 1977). Dem BSA wird eine moti-
litétsstimulierende und -konservierende Wirkung zugeschrieben, die nicht an die Makromole-
kile genschaften gebunden sein soll. Vidmehr spricht man von einem spezifischen Effekt des
BSA (Lindholmer u. Eliasson, 1974; Shannon et al., 1983; Waberski, 1988; Dirksen, 1991).
BSA hat die Fahigkeit, die bei hohen Verdinnungsgraden auftretenden Matilitétsverluste weit-
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gehend zu verhindern (Schaap, 1987). Seine starke matilitétsinitiierende Wirkung wiesen Baas
et al. (1983) nach. Aufgrund des Vergleiches des BSA mit vitalen Seminal plasmakomponenten
(Lindholmer, 1974; Harrison et al., 1982; Schaap, 1987) liegt der Gedanke nahe, nach Identifi-
Zierung aktiver Subgtrate im Seminal plasma des Ebers, diese Bestandteile zu synthetiseren und
dem flUssigkonservierten Sperma zuzusetzen (Waberski, 1996).

Mehr Kenntnis zur Bedeutung des Seminalplasmas gibt es bei der Gefrierkonservierung. Se-
krete der akzessorischen Geschlechtsdriisen beeinflussen die Kalteschockempfindlichkeit der
Eberspermien, was ein Problem bei dieser Konservierungsform ist. Eine Steigerung der Kédte-
schockresistenz der Spermien der spermienreichen Fraktion 18/ sich durch zwei- bis finfstin-
dige Inkubation be Zimmertemperatur in seminaplasmahaltigem Milieu erreichen (Purse et
al., 1972). Diese ds ,,Holding“ bezeichnete Inkubationszeit hat vermutlich den Mechanismus
eines Coating-Effektes an der Samenzelloberfléche, in dessen Verlauf sich Proteinbestandteile
des Seminalplasmas an die Oberflache der Spermien anlagern (Einarsson, 1971; Pavelko u.
Carbo, 1976). Dies sorgt fur einen zusatzlichen Schutz der Akrosomen durch Komponenten
des Seminalplasmas (Pursdl et al., 1973), eine Reduktion der Auswirkungen des Kéalteschocks
auf des Matilitétsverhalten war jedoch nicht ersichtlich. Schmidt et al. (1982) testeten an 18
Ejakulaten Coating-Zeiten von 15, 60, 90 und 120 Minuten. Anschlief3end wurde das Sperma
vorverdinnt und in einer modifizierten Form des Westendorf-Verfahrens (Westendorf et al.,
1975) weiterverarbeitet. Nach dem Auftauen zeigte sich im Thermoresistenztest bei 40°C ein
mit zunehmender Coatingzeit deutlicher Abfall der Spermientiberlebensrate, so dal’ en unmit-
telbarer positiver Einflul® einer langeren Coatingzeit nicht erkennbar war. Das Sperma blieb
aber nach der Vorverdinnung noch vier Stunden wahrend der Abkuhlphase in Kontakt mit
seinem Seminalplasma, somit konnten sich auch in dieser Zeit Proteinbestandteile an die Ober-
flache der Spermien anlagern.

Eine Anwesenheit von Seminaplasma wéahrend der gesamten Haltezeit hdlt auch Fazano
(1986) nicht fur unbedingt erforderlich. Das friihzeitige Entfernen durch Zentrifugation wirkte
sch nicht negativ auf Matilitdt und Akrosomintegritdt nach dem Auftauen aus. Der Autor
raumte sogar ein, dald ein moglicher positiver Effekt der frihen Abtrennung des Seminalplas-
mas durch die doppelte Zentrifugation eventuell kompensiert wurde.

Moore et a. (1976) verbinden die Abkihlung der Spermien in Seminalplasma mit eéinem nega-
tiven Effekt in Form von auftretenden Membranschaden. Dagegen konnten Romeny et al.
(1974) keine erwdhnenswerten schadigenden Einflisse des Coating-Effektes feststellen. Eine
erst nach zweistiindiger Haltezeit vorgenommene Verdinnung fuhrte zu einer geringen Steige-

rung des Anteils an Spermien mit normaler Kopfkappe bel gleichzeitiger Herabsetzung des
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Prozentanteiles beweglicher Spermien. Pagquignon (1985) erachtet das Fehlen oder Vorhanden-
sein des Seminalplasmas wahrend des Gefrierprozesses als unerheblich fur die Auftauqualitat.
Eine Entfernung ist jedoch aus technologischen Gesichtspunkten vorteilhaft, da durch das ge-
ringe Volumen Einfrier-, Lager- und Auftauprozesse erleichtert werden.

Wiederum von Interesse war Seminalplasma a's Auftau- bzw. Resuspensionsmedium. Carbo u.
Einarsson (1971) erreichten fur Tiefgefriersperma eine sehr hohe Trachtigkeitsrate von 79 %,
nachdem sie 11 Sauen mit in Seminalplasma aufgetauten Pellets besamt hatten. Eine Ursache
dafiir sahen Einarsson u. Viring (1973b) in der Steigerung der Uberlebenszeit der Samenzellen
im weiblichen Genitale, infolge des Schutzes der Spermien durch Anlagerung von Seminal-
plasmaproteinen an die Oberflache. Sie inseminierten 10 Mrd. tiefgefrorene Spermien und un-
tersuchten die Verteilung nach ein bis vier Stunden im Genitaltrakt. Dabei fanden sie deutlich
mehr Spermien nach vier Stunden im Eileiter, wenn diese in Seminalplasma aufgetaut worden
waren.

Bei Versuchen von Romeny et al. (1974) wurden as Auftaulésung Magermilch, Seminalplas-
ma-Verdunner (30 %ig) und Milch-Seminaplasma-Verdinner verwendet. Gegenliber den
Kontrollen waren die Anteile matiler und morphologisch normaler Spermien unmittelbar nach
dem Auftauen in den Medien mit biologischen Inhaltsstoffen signifikant erhodht, zum Teil ver-
doppelt. Die Uberlegenheit von seminalplasmahaltigen Auftaumedien beschéftigte auch We-
stendorf et al. (1975), Larsson u. Einarsson (1976a) und Andrade Moura (1988).

Der Frage, ob nach genereller intrazervikaler Applikation von Seminalplasma vor der Besa-
mung ein zusdtzlicher befruchtungsférdernder Effekt durch Seminalplasma as Resuspensions-
medium erreichbar ist, widmete sich Stampa (1989). Die Hélfte der Sauen wurde mit in rein
saliner Losung, die andere Halfte mit in 30 % Seminalplasma enthaltender Lésung resuspen-
dierten Spermien besamt. Hinsichtlich Spermientransport und Tréchtigkeitsrate und Fetenzahl
am 25. bis 30. Tag p.ins. gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen seminal plasmafreien
und -haltigen Medien. Stampa (1989) vermutet, dal3 Seminalplasma weniger die Spermienei-
genschaften an sich beeinfluf3t, viedmehr denn das Ovul ationsgeschehen.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Aufgabenstellung

Aus der Literaturibersicht wird deutlich, dal? das Seminalplasma des Ebers vidfaltige Wirkun-
gen auf die Spermienzellen und das weibliche Genitale ausiibt. Schluf¥folgernd daraus sollte
diesem Medium beim Verdinnungsproze in der Eberspermaproduktion mehr Beachtung ge-
schenkt werden.

Aufgabe dieser Arbait ist es, weitere Faktoren im Rahmen der Wirkungen des Seminal plasmas
auf die Spermienmatilitdt und den Befruchtungsvorgang zu prifen, um den Wissensstand Uber
die Einfllisse des Eberseminalplasmas zu erweitern. Dabel sollte in dieser Arbeit der Einflul3
des Seminalplasmas als Verdinnerzusatz eine besondere Rolle spiden. Es wird dazu unter-
sucht, wie sich ein erhdhter Antell Seminalplasma in konserviertem Ebersperma auf die Sper-
mienmotilitét in vitro sowie auf die Befruchtungsfahigkeit in vivo auswirkt. Besondere Beriick-

schtigung finden hierbei eberspezifische Aspekte.

Verschiedene Autoren (Tso u. Lee, 1980; Wicke u. Stahr, 1992, 1993; Nehring et al., 1994)
zeigten schon, dal3 Seminalplasma die Spermienmoatilitdt beeinflud und dabel eberspezifische
Effekte, die von stark hemmend bis stark steigernd reichten, existieren. Darauf aufbauend un-
tersuchten wir, welche Wirkungen ein Zusatz von homologem bzw. heterologem Seminalplas-
ma zu fliissgkonserviertem Sperma verschiedener Eber auf die Spermienmoctilitét im Thermo-
resistenztest hat.

Aus den Erkenntnissen zur Spermienmoatilitétsbeeinflussung und dem derzeitigen Wissen um
den ovulationsvorverlegenden Effekt des Seminal plasmas (Brutgans, 1983; Pefia Alfaro, 1988;
Willmen, 1989; Lotz, 1990; Rabeler, 1990; Weitze et al., 1990a;Weitze et al., 1990b; Nie-
mann, 1991; Siddhoff, 1994; Waberski, 1994; Waberski, 1995d) entstand die Frage, inwieweit
sich ein homologer bzw. heterologer Seminalplasmazusatz zum fllssigkonservierten Sperma
von guten bzw. schlechten Befruchtern auf die Befruchtungsergebnisse auswirken kann? Hier-
zu wurde ein Besamungsversuch mit 24 Jungsauen durchgefiihrt, der zudem die Ermittlung des
Progesteronprofils jeder Sau tiber 28 Tage hinweg enthielt, wodurch eventuelle Reaktionen des
Tieres auf die Applikation des Seminal plasmas gezeigt werden sollten. Zur Schonung der Tiere
erfolgte eine Bestimmung der P,- Progesteronausscheidung Uber den Kot.

Aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten ist es von Interesse, ob es zwischen mengenmaldig ver-

schiedenen Seminal plasmaanteilen im Verdinner Unterschiede hinschtlich der Wirkung auf die
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Motilitét fllissigkonservierter Spermien gibt, um Aussagen tber den optimalem Anteil von Se-
minalplasma oder Bestandteilen dessen im Verdinner machen zu kénnen. Zur Bearbeitung
dieser Problematik wurden Halte- und Thermores stenztests durchgefihrt. Weiterfihrend wur-
de gepriift, wie sich der Zusatz eines bestimmten Seminal plasmaanteils zum Verdiinnermedium
auf die Befruchtungsergebnisse und die Spermienmoatilitdt unter Praxisbedingungen auswirken

kann und ob dabei eberspezifische Unterschiede existieren.
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3.2 Material und Methode

3.2.1 Allgemeine Methodik

In diesem Abschnitt werden die Methoden erlautert, diein den verschiedenen Versuchen dieser

Arbeit wiederkehrend angewendet wurden.

Die Gewinnung von Sperma erfolgte am Phantom mit Hilfe einer kiinstlichen Vagina mit
Spermaauffangbeutel im Warmedammkorper. Das Ejakulat wurde anschlief3end zur Abtren-
nung des Bulbourethraldriisensekretes durch eine dreifache Gazelage in einen vorgewarmten
graduierten Mefzylinder filtriert. Daran schlol3 sich die Beurtellung hinsichtlich Aussehen,
Volumen, Matilitét, Konzentration und morphologisch abwel chenden Spermienformen an. Zur
Schétzung der Spermienkonzentration diente das Spermio-Densimeter nach Karras. Die Moti-
litét wurde durch eine erfahrene Laborantin mit Hilfe eines Phasenkontrastmikraoskopes bei 250
facher VergrofRerung ermittelt.

FlUss gkonservierte Spermaportionen wurden unabhéngig vom verwendeten Verdiinnermedium
bei 17°C und Dunkelheit gelagert.

Zur Seminalplasmagewinnung wurde das Sperma 10 min lang bel 770 g zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand ist dekantiert und einer weiteren 10 miniitigen Zentrifugation bei 3100
g ausgesetzt worden. Das danach Uberstehende Seminaplasma war nahezu spermienfrel. Es
wurde dekantiert, in 100 ml-Plastikflaschen gefiillt und bis zur weiteren Verwendung bel

-20°C eingefroren.

Die Beurteilung des Spermienmotilitétsverhaltens in den unterschiedlich aufbereiteten Sperm-
aportionen erfolgte nach einer Lagerungsdauer von 24 bzw. 72 Stunden im Halte- und/oder
Thermoresistenztest. Dabe ist der Prozentanteil motiler Spermien von einer erfahrenen Labo-
rantin ermittelt worden. Als motile Spermien werden vorwarts- und krei sbewegliche Spermien
bezeichnet.

Fur den Haltetest wurde aus bei 17°C gelagerten Spermaportionen mit einem Glasstab jeweils
ein Tropfen des fllissigkonservierten Spermas entnommen und auf einen vorgewarmten Ob-
jekttréger (40°C) gegeben. Nach Abdeckung durch ein vortemperiertes Deckglaschen (40°C)
wurde unter einem Phasenkontrastmikroskop bel 250 facher Vergrofierung die Spermienmoti-
litét beurteilt.
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Fur den Thermoresistenztest sind aus einer jeweiligen Probe 10 ml fllissigkonserviertes Sperma
in ein Reagenzglas pipettiert worden, welches anschliel}end in en temperiertes Wasserbad
(40°C) gestelt wurde. Nach einer Inkubationszeit von 5 min ist mit Hilfe eines Glasstabes je-
wells zu den Zetpunkten O, 30, 60, 120, 180, 240 und 300 min nach Ende der Inkubationszeit
nach Aufrihren des fliissigkonservierten Spermas ein Tropfen entnommen und auf einen vor-
temperierten Objekttrager (40°C) gegeben worden. Der Tropfen wurde mit einem vorge-
warmten Deckglaschen (40°C) abgedeckt. Anschlief3end erfolgte mittels Phasenkontrastmikro-
skopes bei 250 facher Vergrofierung die Beurteilung durch Ermittlung des Prozentanteils mo-

tiler Spermien.

Bei den zu den Versuchen verwendeten Sauen fuhrten wir eine Ovulationssynchronisation
durch. Sie wurden terminorientiert besamt. Zur Synchronisation der Ovulation der 24 Jungsau-
en erhidt jedes Tier Uber 15 Tage hinweg jeweils um 7°° Uhr 20 mg Altrenogest (Regumate®)
mit den Futter verabreicht. 24 Stunden nach der letzten Verabreichung von Regumate® wur-
den 1000 I.E. PMSG (Prolosan®) intramuskulér injiziert. 79 Stunden danach erfolgte eine
intramuskulére Injektion von 500 I.E. HCG (Ovogest®). 24 Stunden nach der HCG-
Applikation wurde die erste kiinstliche Besamung (KB 1), 15 Stunden spéter die zweite kinst-
liche Besamung (KB 1) durchgefuhrt.

Die Ovulationssynchronisation der 196 Altsauen wurde folgendermal3en durchgefihrt: 24
Stunden nach dem Absetzen der Ferkdl sind jeder Sau 1000 IE PMSG (Prolosan®) intramus-
kular appliziert worden. 58 Stunden nach der PMSG-Injektion wurden 50 pg D-Phe®-LHRH
(Gonavet®) intramuskulér injiziert. Die kinstlichen Besamungen der aler Altsauen fuhrte ein
Besamungstechniker durch. Die KB | erfolgte 24 Stunden, die KB 11 42 Stunden nach der Ap-
plikation von Gonavet®.
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3.2.2 Ve suchsreihel

Dieser Versuch besteht aus folgenden Abschnitten:

1. Vorversuch (Thermoresstenztest nach 72-stindiger Spermalagerung) zur Untersuchung
der Wirkung eines Zusatzes von homologem bzw. heterologem Seminalplasma zu flissig-
konserviertem Sperma auf die Spermienmotilitét

2. Besamungsversuch zur Feststellung der Wirkung eines homologen bzw. heterologen Se-
minal plasmazusatzes zum flissigkonservierten Sperma von guten bzw. schlechten Befruch-
tern auf die Befruchtungsergebnisse

3. Ps-Progesteronbestimmung zur Untersuchung der Existenz eines moglichen Zusammen-
hanges zwischen Seminalplasmazusatz zum Verdiinnermedium und P,-Progesterongehalt im
Kot der inseminierten Sau sowie der mit dieser Bestimmung e nhergehenden Mdglichkeiten,
die Reaktionen der Sau auf eine Ovulationssynchronisation zu kontrollieren und Zyklus-

anomalitdten zu erfassen

3.2.2.1 Vorversuch

Tiermaterial

Bel den Ebern, die fir die Untersuchungen mittels Thermoresistenztest genutzt wurden, han-
delte es sich um die Eber A und B aus dem Bestand des Instituts fur Fortpflanzung landwirt-
schaftlicher Nutztiere Schonow e.V.. Beide gehdrten zur Rasse Deutsches Edelschwein und
waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen zweieinhalb Jahre alt. Diese Eber wurden aufgrund
von Méngeln im Exterieur nicht fir die Zucht benutzt und waren aus dem Bestand einer
Eberaufzuchtstation selektiert worden. Die Haltung der Eber erfolgte in Einzelbuchten. Fur
den Eber A war charakteristisch, dal? seine Ejakulate stets einen Anteil motiler Spermien von
75 bis 85 % zeigten. Ejakulate des Ebers B wiesen Motilitétswerte zwischen 60 und 65 % auf.

Versuchsdurchfiihrung

Von Eber A und B wurden sieben bzw. sechs Ejakulate gewonnen und anschlief3end geteilt.
Eine Halfte des jewelligen Ejakulates wurde zur Seminal plasmagewinnung genutzt. Die zweite
Hélfte des gewonnenen Ejakulates wurde mit dem Verdiinner SCHONOW | versetzt, so dai
100 ml 6,0 Mrd. bewegliche Spermien enthielten. Nach 72-stiindiger Lagerung dieser Sperm-
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aportionen wurde Seminalplasma der Eber A und B bei 40°C im Wasserbad aufgetaut. Die

Spermaportionen sind dreigetellt und in drel Varianten nachverdiinnt worden:

1. Nachverdiinnung mit dem Verdiinner SCHONOW |1
2. Nachverdiinnung mit homologem Seminalplasma

3. Nachverdiinnung mit heterologem Semina plasma

Die Spermienkonzentration betrug danach 2,0 Mrd. bewegliche Spermien pro 100 ml. Die je-

weiligen Verdinnungsvarianten wurden anschlief3end in einem Thermores stenztest untersucht.

Tabdlle 3: Zusammensetzung des Verdiinners SCHONOW | und 11
(mod. nach Stdhr und Nehring, 1997)

Bestandteile (g/1) SCHONOW
I I
Glucose 40,0 3,0
EDTA 2,0
Natriumcitrat 3,7 18,0
Natriumhydrogencarbonat 1,2 21
Natriumchlorid 04
Cystein 0,051

tAcetylcystein, auBerdem Antibiotika
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3.2.2.2 Besamungsversuch

Tiermaterial

a) Eber

Bel den Besamungsebern und Seminalplasmaspendern fir den Besamungsversuch der Ver-
suchsreithe | handelte es sich um zwe Pietraineber einer Besamungseberstation. Beide Eber
waren zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns zwel Jahre alt. lhre Haltung erfolgte in Einzd-
buchten. Im routineméfdigen Arbeitsprozefd wurden die Eber wochentlich zwel- bis dreimal
abgesamt.

Der Eber F zeichnete sich durch besonders gute Befruchtungsergebnisse (FI: 756; AFR: 77,8
%; IGF/W: 10,7) aus. Der Eber V hingegen wies schlechte Befruchtungse stungen auf (Fi:
280; AFR: 30,0 %; IGF/W: 10,2).

Die Auswahl der Eber vollzog sich nach einer in Anhang A beschriebenen Verfahrensweise.

b) Sauen

Zur Besamung waren 24 Jungsauen; Hybridsauen aus Wechsalkreuzungen zwischen Deut-
schem Eddschwein und Deutscher Landrasse; mit einem Gewicht von 90 bis 110 kg von der
Schweinezuchtanlage L. zur Verfigung gestellt worden. Die Sauen wurden zu zweit in Lauf-
stallbuchten in den Stallgebauden der Tierklinik fir Fortpflanzung und Geburtshilfe der Freien
Universitét Berlin (Standort Mitte) untergebracht.

Seminalplasmagewinnung und -verarbeitung

Je vier Ejakulate der Vatertiere F und V dienten im Vorfeld des Besamungsversuches zur Se-
minal plasmagewinnung.

Alle gewonnenen Seminalplasmaportionen sind nochmals im Wasserbad bae 40°C aufgetaut
worden, um durch Vermischen der Chargen eines jeden Ebers zwel Pools herzustellen, welche

wiederum in Mengen von je 100 ml bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren (-20°C) wurden.

Aufbereitung der Besamungsportionen

Die Eber F und V wurden am Tage der KB | abgesamt. Zeitgleich tauten im Wasserbad (40°C)
300 ml Seminalplasma jedes Pools auf. Diese bildeten dann nach Vermischen mit jeweils 700
ml BTS die Verdinnermedien fir die Spermakonservierung. Den filtrierten Ejakulaten wurde
soviel Sperma entnommen, dal? davon pro Eber zehn Besamungsportionen (100 ml) mit je 1,0

Mrd. beweglichen Spermien herstellbar waren. Diese Menge wurden nochmals habiert, in &-
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nen vorgewarmten graduierten Mef3zylinder pipettiert. Danach erfolgte die Verdinnung mit
dem homologen bzw. dem heterologen Seminal plasma-BTS-Gemisch (30 % SP) ad 500 ml. Es

entstanden vier Varianten (jewells funf 100 ml-Portionen) flliss gkonservierten Spermas:

1. Spermades Ebers F + Seminalplasma, homolog (F/F)

2. Spermades Ebers F + Seminalplasma, heterolog (F/IV)
3. Spermades EbersV + Seminalplasma, heterolog (VIF)
4. Spermades EbersV + Seminalplasma, homolog (VIV)

Tabdle 4: Zusammensetzung von BTS (mod. nach Stahr und Nehring, 1997)

Bestandteile (g/1)
Glucose 37,0
EDTA 1,25
Natriumcitrat 6,0
Natriumhydrogencarbonat 1,25
Kaliumchlorid 0,75

In den drel aufeinanderfolgenden Besamungsdurchgangen (mit je acht Sauen) wurden pro Va

riante zwel Sauen besamt. Jeweils eine Spermaportion diente als Reserve.

Gewinnung und Differenzierung der Embryonen- und Eizellen, Ermittlung des Befruch-
tungserfolges
68 bis 96 Stunden nach KB | wurden die Embryonen bzw. Eizellen durch Spilung der Eileiter
und Uterushornspitzen gewonnen. Die Embryonengewinnung erfolgte chirurgisch durch Lapa-
rotomiein der Linea aba mit folgenden Arbeitsschritten:
1. Pramedikation mit Stresnil (10 mg /kg Korpergewicht)
2. Legen eines Ohrvenenkatheters
3. Intraventse Injektion von Thiopental (5 mg/kg Korpergewicht), bel Bedarf bis zu 1/3
nachinjiziert
4. Fixierung der Tierein Riuckenlage
5. Erdffnung der Bauchhohle in der Linea alba zwischen den letzten beiden Zitzenpaaren
auf ca. 15 cm, Unterbindung grofRerer Unterhautgefalle
6. Vorlagerung von Uterushornspitze, Eileiter und Eierstock einer Seite
7. Unterbindung groRRerer Gefél3e, Absetzen von Eierstock, Eileiter und 15 cm Gebéarmut-

terhornspitze (mit Darmklemme verschlossen)
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8. exenterierte Organe bzw. -telle wurden in einer Nierenschale mit 37°C warmer NaCl-
Losung in das benachbarte Labor verbracht

9. mit Uterushornspitze, Eileiter und Eierstock der anderen Seite wurde wie unter (6) bis
(8) beschrieben verfahren

10. Verschlul? der Uterus- und Laparotomiewunde antibiotische Versorgung

11. im Labor erfolgte das Absetzen der Ovarien und nach griindlicher Spilung mit NaCl ei-
ne Beurteilung des Funktionszustandes und Zahlung der Corpora lutea

12. Eileiter und Uterushornspitze wurden ebenfalls mit NaCl abgespllt und vorsichtig ab-
getupft

13. Einfuhrung einer Knopfkanile in das Ostium abdominale tubae, Entfernung der Darm-
klemme vom abgesetzten Ende des Uterushornes und Fixation dieses mit Hilfe zweier
Tuchklemmen Uber einer Petrischale

14. Injektion von 2 x 20 ml einer 39°C warmen, phosphatgepufferten Salzlésung (PBS)
durch die Knopfkanile, Rickgewinnung der Spllfliissigkeit unter leichter Massage des
Eileiters und des Uterushornes in zwel Petrischalen be Vermeidung von Blutbeimi-

schung.

Tabdle 5: Zusammensetzung der phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) (in mg)

NaCl 8000
cl 200
MgCl2 100
CaCl2 100
Na2 HPO4 1000
NaH2 PO4 150
KH2 PO4 200
Glucose 1000
Na-Pyruvat 36
Na-Penicillin C 20
Streptomycin 40
Aqua bidest ad 1000 ml

Unmittelbar nach der Spilung kamen die aufgefangenen Embryonen/Eizellen unter einem Ste-
reomikroskop bei 25-60 facher Vergrolerung zur Untersuchung. Beurteilt wurde die Anzahl
der gefundenen Eizellen und Embryonen sowie deren Teilungsstadien und Integritét. Eizellen
im Einblastomeren-Stadium oder mit Fragmentation galten als unbefruchtet. Embryonen, die
im Vergleich zu den Ubrigen eine retardierte Entwicklung oder Anzeichen einer Degeneration

der Blastomeren bzw. Alterationen der Zona pellucida aufwiesen, wurden als anomal dekla-
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riert. Fr die Ermittlung des Befruchtungserfolges kamen lediglich die als normal bezeichneten
Embryonen in Betracht, die nach den von Andrade Moura (1988) zusammengefalden Kriterien
beurteilt wurden:

1. gleichméliig perivitdliner Raum und gleichméaldig vertellte Blastomeren (Hancock, 1961,
Hunter, 1974; Niemann, 1987; Pefia Alfaro, 1988; Andrade Moura, 1988),

2. Anwesenheit akzessorischer Spermien in der Zona pellucida (Polge, 1982; Niemann, 1987,
Pefia Alfaro, 1988; Andrade Moura, 1988),

3. Entwicklungsstadien entsprechend der Zeit zwischen Besamung und Spulung (Hunter,
1974; Peia Alfaro, 1988).

Als Befruchtungsrate wurde danach der Anteil normal entwickelter Embryonen an der Ge-

samtzahl gefundener Eizellen und Embryonen bezeichnet.
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3.2.2.3 Progesterongehalt im Kot

Von den 24 Jungsauen des Besamungsversuches wurden Kotproben gesasmmelt. Die rektale
Entnahme erfolgte jeweils um 16°°Uhr

am Tage der Eingtallung (Tag -24)

an funf Tagen wahrend der Regumate-Gabe (Tage -20, -16, -11, -8 und -6)

taglich ab der PMSG-Injektion bis zum vierten Tag nach KB | (Tage -5 bis 3)
Dabe entsprach der Tag 0 dem Tag, an welchem im Rahmen der Ovulationssynchronisation
die Freisetzung der Eizellen erwartet wurde.
Die Kotproben lagerten bis zur Bestimmung des P,-Progesterongehaltes (4-Pregnen-3,20-
Dione) mittels Enzymimmunoessay (EIA) bel -20°C. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
im Labor der Tierklinik fir Fortpflanzung und Geburtshilfe der Frelen Universitét Berlin
(Standort Mitte) nach einer anschlief3end schematisch dargestellten Verfahrensweise:

0,5gKot + 2,5ml H,O + 3,0 ml 100 % Methanol
R
Geschittelt 30 min (Multi-Vortex)
R
Zentrifugation 15 min bel 2500 bis 3000 U/min
R
Vorverdinnung
(kleinste Verdlinnung 1:5)

R

10 wl in Mef3vertiefung

(Coating Antikdrper 1)

R
100 pl Antikdrper 2 und Enzymlabel
R
24 h bei 4-6°C im Schttler bei 200 U/min inkubiert und viermal gewaschen
R
250 pl Biotin-Assaypufferldsung (TMB)
R
50 pl Schwefelsdure (2 mol/l) Emzymreaktion gestoppt
R

Extinktion im Photometer (Antos HT 1) bei 10 mm Schichtdicke und 450 nm gemessen

Konzentration von P,-Progesteron mittel s Standardkurve bestimmt
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3.2.3 Vesuchsreihell

Dieser Versuch besteht aus folgende Abschnitten:

1. Vorversuch (Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung, Thermoresistenztests nach 24-
sowie 72-stiindiger Spermalagerung) zur Untersuchung der Wirkung verschiedener Semi-
nalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die Motilitét flissigkonservierter Spermien

2. Feldversuch zur Untersuchung der Wirkung eines bestimmten Seminalplasmaanteils im
Verdinner auf die Befruchtungsergebnisse in praxi unter Berticksichtigung einer méglichen
Eberspezifitét; parallelaufende Labortests (Haltetests nach 24- sowie 72-stiindiger Sper-
malagerung, Thermoresistenztests nach 24- sowie 72-stindiger Spermalagerung) zur Unter-

suchung des o0.g. auf die Spermienmotilitdt unter Praxisbedingungen

3.2.3.1 Vorversuch

Tiermaterial

Zur Durchftihrung dieser Untersuchungen wurden finf Eber des Instituts fur Fortpflanzung
landwirtschaftlicher Nutztiere Schonow eV. als Sperma- und Seminalplasmaspender verwen-
det. Sie waren Vertreter der Rassen Deutsches Edelschwein (zwei Eber), Pietrain (zwel Eber)
und Deutsches Sattelschwein (ein Eber). Hierbel handelte es sich um Selektionseber einer
Eberaufzuchtstation, die aufgrund ihrer Mange im Exterieur nicht fir die Zucht benutzt wer-
den konnten. Die Tiere hatten ein Alter von ein bis zwea Jahren. Ihre Haltung erfolgte in Ein-
zelbuchten. Die Ejakulate dieser Eber wiesen kontinuierlich hohe Spermienmotilitétswerte
(zwischen 75 und 90 %) auf.

Versuchsdurchfiihrung

25 Ejakulate der Versuchseber dienten der Seminalplasmagewinnung. Das Seminalplasma
wurde zum Zwecke der Poolung aller Chargen nochmals bel 40°C im Wasserbad aufgetaut und
anschliefRend in 50 ml-Portionen wiederum bel -20°C gdlagert.

Von den finf Ebern wurden an finf Tagen weiterhin insgesamt 21 Ejakulate gewonnen und
von jedem Ejakulat eine Spermaportion (mit 2,0 Mrd. beweglichen Spermien in 100 ml) je
Verdinnervariante (A, B, C, D) hergestellt.
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Zur Herstellung der Varianten wurde am jeweiligen Tag ein Teil des Seminalplasmapools auf-
getaut. Folgende Verdiinnervarianten wurden hinschtlich ihrer Wirkung auf die Spermienmoati-
litét im Haltetest nach 72-stiindiger sowie im Thermoresistenztest nach 24- und 72-stiindiger
Lagerungsdauer untersucht:

- A = BTS ohne Seminal plasmaanteil

- B =BTSmit 10 % Seminal plasmaanteil

- C=BTSmit 20 % Seminal plasmaanteil

- D = BTS mit 40 % Seminal plasmaanteil
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3.2.3.2 Feldversuch

Tiermaterial

a) Eber

Als Seminalplasmaspender wurden aus dem Bestand einer Besamungseberstation neun Vater-
tiere mit besonders guten Befruchtungdestungen im Feld (FI, AFR, IGF/W) ausgewahlt. (s.
Tabdle 25 im Anhang B). FUnf Tiere waren Hybrideber, die vier anderen gehdrten der Rasse
Pietrain an. Sieben Eber hatten ein Alter von eineinhalb bis zweienhab Jahren, zwei Hybride-
ber waren vier Jahre alt. Die Haltung der Vatertiere erfolgte in Einzelbuchten. Im routinemaf3i-
gen Arbeitsprozeld wurden die Eber zwei- bis dreimal wochentlich abgesamt.

Aus dem Bestand des Institutes fur Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere Schénow e.V.
wurde als weiterer Seminalplasmaspender ein Eber der Rasse Pietrain ausgewahlt, der sich in
friheren Untersuchungen (Wicke, 1995) konstant durch eine deutliche motilitatsverbessernde
Wirkung seines Seminalplasmas auf heterologe Spermien auszeichnete. Zudem wiesen seine
Ejakulate stetig Spermienmoctilitétswerte von 80 bis 90 % auf. Infolge von Fehlern an den
Gliedmafen konnte er nicht fir die Zucht genutzt werden und war aus den Bestand einer
Eberaufzuchtstation selektiert worden. Der Eber war zum Versuchszeitpunkt zweieinhalb Jah-

realt. Er wurdein einer Einzelbuchte gehalten.

Zur Herstellung der Inseminationsportionen lieferten 20 weitere Vatertiere der Besamungse-
berstation im routinemafdigen Produktionsprozef3 an acht verschiedenen Tagen 21 Ejakulate.
Darunter befanden sich Pietrain- und Hybrideber sowie ein Tier der Belgischen Landrasse. Die-
se Eber hatten ein Alter von en bis zweieinhalb Jahren und wurden in Einzelbuchten gehalten.

Ihre Absamung erfolgte zwei- bis dreimal wochentlich.

b) Sauen

Im Rahmen des Feldversuches wurden 196 Altsauen einer Schweinezuchtanlage G. besamt.
Die Tiere waren Sauen aus Kreuzungen der Rassen Deutsches Edelschwein und Deutsche
Landrasse bzw. Masthybriden. Sie hatten jewells ein bis sechs Wiirfe erbracht. Ihre Haltung

erfolgte im Kastenstand.
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Seminalplasmagewinnung und -verarbeitung

Zur Seminal plasmagewinnung dienten je vier Ejakulate der neun Vatertieren der BES sowie 17
Ejakulate des Ebers des IFN. Zum Anlegen zweier Pools wurde das Seminalplasma bei 40°C
im Wasserbad aufgetaut. Der grofRere Pool (= Pool 1) (8 Liter) enthielt danach Seminalplasma
der neun Vatertiere der BES, der kleinere (= Pool 2) (2 Liter) das Seminalplasma des Ebers
vom IFN. Nach Einfullen des gepoolten Seminalplasmas in 100 ml-Plastikflaschen lagerte die-

ses bel -20°C bis zu seiner Verwendung als Verdinnerzusatz.

Aufbereitung der Besamungsportionen
Die Gewinnung der Ejakulate zur Herstellung der Besamungsportionen erfolgte am Tag der
KB |. Zetgleich wurde eine zur Aufbereitung der vom Versuchsbetrieb bestellten Anzahl
Spermaportionen benétigte Menge Seminalplasma des Pools 1 bzw. 2 bel 40°C im Wasserbad
aufgetaut und dem BTS-Medium bis zu einem Volumenanteil von 40 % zugesetzt. Es kamen
im Feldversuch folgende Varianten zum Einsatz:

E=BTS

F = BTS mit 40 % Seminal plasma des Pools 1 (SP der neun Eber der BES)

G = BTS mit 40 % Seminalplasma des Pools 2 (SP des Ebers des IFN)
Die mittels dieser Verdinnervarianten hergestellten Spermaportionen (100 ml) enthielten 2,0
Mrd. motile Spermien.

Der Feldversuch gliederte sich folgendermal3en in zwel Telle:
An sechs Absamtagen wurden 18 Ejakulate von 17 Vatertieren nach dem Split-sample-
Verfahren mit den Verdunnervarianten E und F (Versuchsteil 1),
an zwel Absamtagen drel Ejakulate von drei Ebern mit den Verdunnervarianten E und
G (Versuchsteil 2) verdinnt.

Im Rahmen des Versuchsteils 1 wurden je Variante (E und F) insgesamt 77 Sauen besamt, im
Rahmen des Versuchsteils 2 (Varianten E und G) je 21 Sauen. Wéhrend der Versuchsdurch-
fuhrung wurde auf eine gleichméfdige Verteillung der Spermaportionen, welche mit BTS bzw.
BTS mit 40%igem Seminalplasmazusatz konserviert worden sind, auf die Sauen hinsichtlich
der Anzahl ihrer bisherigen Wiirfe (ein bis sechs) geachtet.
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L aboruntersuchungen

Jaweils eine Probe aller Spermaportionsvarianten wurde im Haltetest und im Thermores-
stenztest nach 24- bzw. 72-stiindiger Spermalagerung hinsichtlich des Anteils motiler Spermien
beurteilt.

Befruchtungsergebnisse

Mit Hilfe des Programmes ,, KW-Supersau IV* wurden in der Schweinezuchtanlage G. die ent-
sprechenden Daten fir jede Sauengruppe erfaldt. Die Spermaportionen waren mit verschlis-
selten Kennzeichen vor der Ebernummer versehen worden, so dal3 die Varianten eindeutig zu-
geordnet werden konnten. Es gelangten die Fruchtbarkeitsdaten AFR, und IGF/W in die Aus-
wertung. Zusétzlich wurde fur diesen Versuch die Mal3zahl IGF/W x AFR geschaffen.
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3.2.4 Statistische Methoden

Die Dateneingabe und -organisation erfolgte mit dem Datenbankbetriebssystem dBASE 1V,
Verson 1.5. Die statistische Auswertung der Daten wurde unter Nutzung des Programmpa-
ketes SPSS for Windows, Verson 6.0 durchgefiihrt. Die graphischen Darstellungen sind mit
Hilfe des Programmes Microsoft Word, Version 6.0 erstellt worden.

Die Verfahren der schlief3enden Statistik sind in dieser Arbeit lediglich im Sinne einer beschrei-
benden Statistik verwendet worden. Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen daher Verall-
gemeinerungen nicht bedenkenlos zu.

Fur die in den jeweiligen Haltetests ermittelten Spermienmoatilitétswerte wurde das arithmeti-
sche Mittd (y),die Standardabwei chung (s) sowie das 0,95-Konfidenzintervall (W, , Ho) flr den
Erwartungswert i der Grundgesamtheit berechnet. Desgleichen erfolgte eine Bestimmung des
arithmetischen Mittels fir die Spermienmoatilitétswerte einer jeden Versuchsvariante zu den
jewelligen Untersuchungszeitpunkten im Thermoresistenztest. Desweiteren sind fur die Ovula-
tions- und Befruchtungsraten des Besamungsversuches der Versuchsrethe | und dem Parame-
ter IGF/W des Feldversuches Mittelwert und Standardabweichung (y = s) berechnet worden.
Da die P,-Progesteronwerte eine schiefe Vertellung aufwiesen, erfolgte eine Transformation
dieser durch dekadisches Logarithmieren, wodurch sich eine Vertellung ergab, die anndhernd
normal ist. Zu weitere Analysen und fir graphische Darstellungen wurden das arithmetische
Mitte (y) und die Standardabweichung (s) der transformierten Werte genutzt. Bei der Be-
schreibung der Ergebnisse sowie bel deren Diskusson wurden jedoch die antilogarithmierten
Werte (10Y (1075 10779)) verwendet.

Die statistische Auswertung der Spermienmotilitétswerte der Thermoresistenztests der Vorver-
suche der beiden Versuchsrethen ist mit Hilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (? = 0,05)
hingchtlich der Faktoren Seminalplasmaantell und Zeit durchgefihrt worden. Zusétzlich er-
folgten, da jeweils mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, mittels SCHEFFE-
Test (? = 0,05) paarweise Vergleiche der Einzelwerte zu den bestimmten Untersuchungszeit-
punkten.

Zur Analyse der Ergebnisse der Haltetests des Vorversuches der Versuchsreihe 1l diente die
einfaktorielle Varianzanalyse (? = 0,05). Paarweise Vergleiche der Einzelgruppen erfolgten
wiederum mit Hilfe des SCHEFFE-Tests (? = 0,05).

Obwohl die Werte der Variable Spermienmoatilitét (%) zwischen 0 und 100 nicht in jedem Falle
um 50 liegen und somit eigentlich nicht von einer Normalverteilung gesprochen werden kann,
ist als statistische Methode die Varianzanalyse verwendet worden. Grund daflr ist die sehr
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komplexe Versuchsanstellung, bei der sich in der Beschreibung der Variable keine Auswertung
auf einer vertellungsfreien Basis machen 183, AulRerdem kann im allgemeinen davon ausge-
gangen werden, dal3 die Varianzanalyse robust gegen die Verletzung der Vertellungsannahme
reagiert, wenn die Gruppenumfange nicht allzu gering sind.

Als statistische Methode zur Analyse der Ergebnisse der Halte- und Thermoresistenztests der
Laboruntersuchungen im Feldversuch (Versuchsreihe 1) sowie der Resultate (IGF/W) der Be-
samungen im Feldversuch diente der t-Test (? = 0,05).

Die Auswertung der P,- Progesteronkonzentration in Abh&ngigkeit von der Zeit (Tag) erfolgte
Uber die logarithmisch transformierten Werte mit Hilfe ener einfaktoridlen Varianzanayse (?
= 0,05). Zum Vergleich der Ergebnisse der Kotprogesteronausscheidung zwischen den einzel-
nen Sauengruppen in Abhangigkeit vom Seminalplasmazusatz wurden die einfaktoriele Vari-
anzanalyse (? = 0,05) sowie nachfolgend paarweise Vergleiche der Einzelwerte an den Tage O
bis 3 unter Verwendung des SCHEFFE-Tests (? = 0,05) genutzt.

Bel der Variable Befruchtungsrate im Besamungsversuch der Versuchsreihe | kann nicht von
ener symmetrischen Verteillung ausgegangen werden. Obwohl aus diesem Grunde die Analy-
sen unter Verwendung der Medianwerte zuziglich oberem und unterem Quartil aussagekafti-
ger wéren, erfolgten diese in Anbetracht einer besseren Vergleichbarkeit mit fachlich dhnlich
gelagerten Arbeiten dennoch anhand des arithmetischen Mittels (y) und der Standardabwei-
chung (s). Die statistische Auswertung dieses Merkmals erfolgte mit Hilfe des KRUSKAL-
WALLIS Test (? = 0,05).
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3.3 Ergebnisse
3.3.1 Versuchsreihel
3.3.1.1 Vorversuch

?Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Die Spermien des Ebers A zeigten be Nachverdinnung mit dem homologen Seminalplasma
(Eber A/Var. 2) ab dem Untersuchungszeitpunkt 30 min des Thermoresistenztests stetig Moti-
litdtswerte, die deutlich Gber 50 % lagen. Vom Beginn des Thermores stenztests bis zum Un-
tersuchungszeitpunkt 180 min erfolgte ein Anstieg des Anteils motiler Spermien auf 56,7 %.
Bis zum Ende des Thermores stenztests kam es dann zu eéinem leichten Absinken der Spermi-

enmotilitatswerte auf 54,6 %.
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Abbildung 1: EinfluR verschiedener Nachverdiinnungsmedien (Verdiinner SCHONOW |1, ho-
mologes bzw. heterologes Seminalplasma) auf die mittlere Motilitét?%? der Spermien des
Ebers A im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermal agerung

Bel Nachverdinnung mit heterologem Seminalplasma (Eber A/Var. 3) wiesen die Spermien
des Ebers A Uiber den Zeitraum von 300 min hinweg relativ gleichbleibende Matilitatswerte um
50 % auf (47,4 bis 51,0 %). In letzterer Variante waren somit zu jedem Zeitpunkt des Thermo-
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resistenztests geringfiigig weniger Spermien motil alsin der Nachverdiinnungsvariante mit ho-
mologem Seminalplasma (Eber A/Var. 2). Die geringste Differenz zwischen den Anteilen mo-
tiler Spermien dieser beiden Varianten besteht zu Beginn des Thermores stenztests mit 1,9 %,
die grofdte zum Zeitpunkt 120 min mit 8,7 %. Die Differenzen zwischen den Prozentanteilen
motiler Spermien dieser Nachverdiinnungsvarianten zu den Ubrigen Untersuchungzeitpunkten
des Thermoresistenztests bewegen sich zwischen 4,9 und 7,0 %. Die Unterschiede sind zu kei-
nem Zeitpunkt signifikant (? = 0,05). Im Vergleich mit den Matilitétswerten bel Nachverdin-
nung mit homologem (Eber A/Var.2) und heterologem Seminalplasma (Eber A/Var. 3) e-
brachten die Spermien des Ebers A geringere Prozentanteile motiler Spermien, wenn sie mit
dem Verdiinner SCHONOW |1 (Eber A/Var. 1) versetzt wurden. Zwar waren zu Beginn des
Thermoresistenztestes mit 50,7 % bei Nachverdiinnung mit dem Verdiinner SCHONOW ||
(Eber A/Var. 1) mehr Spermien beweglich as bel Nachverdinnung mit homologem (Eber
ANar. 2) bzw. heterologem Seminalplasma (Eber A/Var. 3) (49,3 bzw. 47,4 %), so sank aber
dann die Spermienmoatilitét in ersterer Nachverdiinnungsvariante (Eber A/Var. 1) bis zum Ende
des Thermoresistenztests bis auf 30,3 % stetig herab. Schon nach 60 min des Thermoresi-
genztests waren bei Nachverdiinnung mit dem Verdiinner SCHONOW 11 (Eber A/Var. 1) nur
weniger als 40 % der Spermien matil (39,3 %); die Spermienmoatilitétswerte in der homol ogen
Nachverdinnungsvariante (Eber A/Var. 2) waren zu diesem Zeitpunkt deutlich héher (55,0
%). Bis zum Ende des Thermoresistenztests vergrof3erte sich die Differenz zwischen den
Spermienmatilitdtswverten beider Varianten auf 24,3 %. Statistisch abzusichern (? = 0,05) wa-
ren die Unterschiede zwischen den Antellen motiler Spermien bei Nachverdiinnung mit homo-
logem Seminalplasma (Eber A/Var.2) und dem Verdiinner SCHONOW II (Eber A/Var.1) ab
dem Untersuchungszeitpunkt 60 min des Thermores stenztests (s. Tabelle 6 und Abbildung 1).

Tabelle 6: EinfluR verschiedener Nachverdiinnungsmedien (Verdiinner SCHONOW |1, homo-
loges bzw. heterologes Seminalplasma) auf die Spermienmotilitét (y)?%? im Thermores-
stenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Eber | Variante | Proben- | Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
anzahl
n
A 1 7 50,7 | 43,6 39,3 35,7 33,6 33,0 30,3
A 2 7 49,3 | 52,9 55,0 56,7 56,7 56,0 54,6
A 3 7 47,4 | 48,0 49,0 48,0 51,0 49,0 48,9
B 1 6 475 | 38,3 28,3 26,0 23,3 19,7 17,0
B 2 6 450 | 375 33,3 26,3 23,6 18,3 14,2
B 3 6 427 | 43,7 41,7 35,3 38,3 32,0 27,2
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Die Spermien des Ebers B zeigten im Vergleich zu den Spermien des Ebers A in jeder Nach-
verdinnungsvariante geringere Mcatilitétswerte (s. Tabelle 6). Auffallend ist auch der stetige
Abfall der Matilitétswerte der Spermien des Ebers B bis zum Ende des Thermores stenztestes
in allen drei Nachverdinnungsvarianten. Dabel sanken die Matilitétswerte bei Nachverdiinnung
mit dem Verdiinner SCHONOW 11 (Eber B/Var. 1) von 47,5 % bis zum Ende des Thermoresi-
stenztests auf 17,0 % und bei Nachverdiinnung mit homologem Seminalplasma (Eber B/Var.
2) von 45,0 % auf 14,2 % herab.
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Abbildung 2: EinfluR verschiedener Nachverdiinnungsmedien (Verdiinner SCHONOW |1, ho-
mol oges bzw. heterologes Seminalplasma auf die mittlere Matilitét[%] der Spermien des Ebers
B im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Bei Nachverdiinnung mit heterologem Seminalplasma (Eber B, Var. 3) konnten im Vergleich
zu den anderen beiden Varianten bessere Ergebnisse hinschtlich der Spermienmoatilitét erzielt
werden. Der Abfall der Spermienmotilitétswerte bis zum Ende des Thermoresi stenztests betrug
lediglich 15,5 %. Nach 300 min waren noch 27,2 % der Spermien motil. Damit waren zum
Ende des Thermoresi stenztests bei Nachverdiinnung des Spermas des Ebers B mit heterologem
Seminaplasma (Eber B/Var. 3) fast doppelt so vide Spermien wie bei Nachverdiinnung mit
homologem Seminalplasma (Eber B/Var. 2) matil. Verdeutlichung findet dies auch in der gra-
phischen Dargtellung (s. Abbildung 2). Die Unterschiede zwischen den Nachverdinnungsvari-
anten beziglich der Mctilitét der Spermien des Ebers B sind statistisch nicht zu sichern (? =
0,05).
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3.3.1.2 Besamungsversuch

Insgesamt wurden bel 23 Jungsauen 567 Corpora lutea gezahlt. Dies entspricht einer Ovulati-
onsrate von 24,6 (? 7,9) pro Sau. Durch Besamungen mit Sperma, welches einen zusétzlichen
Antell Seminalplasma des guten Befruchters enthielt, wurden in beiden Sauengruppen durch-
schnittlich Gber 25 Ovulationen je Tier erreicht (F/F. 25,2 (? 9,4); VIF. 25,4 (? 6,1)). Sauen,
die Sperma des schlechten Befruchters mit homologem Seminal plasmaanteil (V/V) im Verdin-
ner erhielten, zeigten eine mittlere Ovulationsrate von 24,5 (? 11,2). Mit 23,7 (? 5,1) erzidten
die Sauen, die Sperma des guten Befruchters mit heterologem Seminalplasmaantell (F/V) im
Verdinner erhielten, die geringste durchschnittliche Ovulationsrate. Zwischen den vier Sauen-
gruppen gibt es diesbeziiglich jedoch keine signifikanten Unterschiede (? = 0,05). Durch Spu-
lung der Eileiter und Uterushornspitzen konnten 385 normal entwickelte (? 3 Blastomeren)
und 64 anomale Embryonen und 94 Eizellen zuriickgewonnen werden (s. Tabelle 7 sowie Ta-
belle 24 im Anhang B). Die auf Basis der Anzahl gezdhlter Corpora lutea errechnete Wieder-
findungsrate betréagt 95,7 %.

Tabelle 7: Einflul3 des Seminal plasmaaustausches bei fllissigkonservierten Spermaportionen auf
die Befruchtungsergebnisse

Variante | Sauen | tragende C.I Eizellen | anom. Emb. | norm. Emb. BR
Sauen [%0]
n n (y?9 n n n (y?9

FIF 6 252?94 22 20 98 70,17 31,3
FIv 6 237?51 52 9 79 53,07 34,7
V/IF 5* 5 2547 6,1 9 23 94 77,7? 19,6
VIV 6 6 2457 11,2 11 12 114 82,97 29,2
ges. 23 23 246?79 94 64 385 70,67 29,9

*Eine Sau (Nr. 14) dieser Gruppe erbrachte nur unbefruchtete Eizellen. Sie wurde aus Griinden der besseren
Vergleichbarkeit zur Berechnung der Werte dieses Versuches nicht herangezogen.

Insgesamt konnte eine Befruchtungsrate von 70,6 (? 29,9) % erreicht werden. In der Gruppe
der Sauen, die mit Sperma des schlechten Befruchters mit homologem Seminal plasmazusatz
zum Verdinner (V/V) besamt wurden, konnte mit 82,9 (? 29,2) % die héchste Befruchtungs-
rate erreicht werden. Drel der sechs Sauen dieser Gruppe (Nr. 19, 23, 24) wiesen keine unbe-
fruchteten Eizellen bzw. anomalen Embryonen auf. Die Befruchtungsraten der Sauen Nr. 22
und 20 lagen mit 94,4 % bzw. 76,5 % ebenfalls Uber dem Durchschnitt der Ergebnisse aller 23
Sauen.
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Die Befruchtungsrate in der Sauengruppe, die Sperma desselben Ebers (V) mit Zusatz des Se-
minalplasmas des guten Befruchters (V/F) erhidt, lag mit 77,7 (? 19,6) % unter der der Sau-
engruppe, die mit Spermaportionen der Variante V/V besamt wurden. Ein Tier dieser Gruppe
(Sau Nr. 16) erreichte eine Befruchtungsrate von 100,0 %, zwei mit 94,4 bzw. 71,9 % Uber
dem Gesamtdurchschnitt aller Sauen liegende Werte.

Nach Besamungen mit Sperma des guten Befruchters unter Zusatz des homologen Seminal-
plasmas (F/F) konnte eine Befruchtungsrate von 70,1 (? 31,3) % erzielt werden. Auch von
diesen sechs Tieren wies eins eine Befruchtungsrate von 100,0 % auf. Zwel Tiere (Nr. 1 und 2)
erbrachten nur 30,0 bzw 32,4 % normal entwickelte Embryonen, alle anderen Uber der im Ge-
samtdurchschnitt der 23 Sauen (70,6 (? 29,9) %) liegende Befruchtungsraten.

Im Vergleich mit den anderen Sauengruppen ene geringere Befruchtungsrate von 53,0 (?
34,7) % erbrachten die Besamungen mit Sperma des guten Befruchters mit Zusatz des hetero-
logen Seminalplasmas (F/VV) zum Verdinner. Keines der Tiere der Gruppe wies ene Befruch-
tungsrate von 100,0 % auf, lediglich zwei Sauen erzielten mit 95,5 % (Nr. 8) bzw. 87,5 % (Nr.
12) Uber dem Gesamtdurchschnitt aler Probandinnen liegende Werte.
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Abbildung 3: Einflul3 des Seminal plasmaaustausches bei fllissigkonservierten Spermaportionen
auf die Hohe der Befruchtungsrate (y ? s) ?%7?

Mit Ausnahme der Gruppe der Sauen, die Sperma des guten Befruchters mit Seminal plasmazu-

satz des schlechten Befruchters (F/V) zum Verdinner erhielten, wurden in jeder Jungsauen-
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gruppe Befruchtungsraten von tber 70 % erziet. In dieser Gruppe ist auch im Vergleich mit
den anderen die niedrigste Ovulationsrate (23,7 (? 5,1)) zu verzeichnen. Auffallend ist die ho-
he Standardabwei chung des Merkmals Befruchtungsrate. Zwischen den vier Verdinnervarian-
ten konnten hingchtlich dieses Parameters mittels Kruskal-WallisTest (? = 0,05) keine stati-

stisch gesicherten Unterschiede ermittelt werden.

3.3.1.3 Progesterongehalt im Kot

Die im Mittel hochsten Progesteronkonzentrationen im Kot der Jungsauen wurden am Tag 3
nach der Ovulation (Tag 0) gefunden. Der Durchschnitt der an diesem Tag erhobenen Ps-
Progesteronwerte betrug 321,8 (137,5; 753,2) ng/g. Der Mittelwert des Kotprogesteronge-
haltesam Tag 2 ist mit 156,4 (56,3; 434,7) ng/g fast doppelt so grol3 wie der am Tag 1 (80,2
(32,3; 199,0) ng/g) und weniger as halb so grol3 wie der am Tag 3 (321,8 (137,5; 753,2)
ng/g). Der Ps,-Progesteronwert am Tag 3 ist signifikant (? = 0,05) verschieden von denen am
Tag 0, -1, -2, -4 und -6. So war en stetiger Anstieg des Progesterongehaltes im Kot vom Tag
der Ovulation an zu beobachten (s. Abbildung 4 und Tabelle 26 im Anhang B). Zwischen den
Progesteronkonzentrationen, die an den anderen Tagen ermittelt wurden, gibt es keine stati-

stisch gesicherten Differenzen (? = 0,05).
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Abbildung 4: P,-Progesterongehalt (dekadisch logarithmiert) (y £ s) im Kot der Jungsauen
(Tag 0 = Tag der Ovulation)
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Geringere Mittelwerte konnten vom Ende der regumate®-Gabe (Tag -8) mit 73,9 (21,6;
225,6) ng/g biszum Tag 1 p.ovul. (80,2 (32,3; 199,0) ng/g) gefunden werden, wobei der nied-
rigste am Tag -4 (41,5 (22,7; 75,8) ng/g), somit einen Tag nach der PMSG-Applikation, erho-
ben wurde.

Hinsichtlich des Kotprogesterongehaltes bestehen zwischen einigen Einzeltieren grof3e Unter-
schiede. Die Werte schwanken am Tag 3 zwischen 84,9 und 1263,0 ng/g. Fast allen unter-
suchten Jungsauen gemein ist der Anstieg der Kotprogesteronwerte ab dem Tag der induzier-
ten Ovulation (Tag 0). Ein Teil dieser Tiere (Sauen 1; 2; 3; 5; 7; 8; 17; 20; 23) zeigte zwischen
den Werten der einzelnen Mefdtage zuvor (-24 bis -1) kaum Unterschiede. Die anderen (Sauen
4; 6; 10; 11; 12; 15; 16; 18; 19; 22 und 24) lassen hingegen einige Schwankungen ihrer Kot-
progesteronkonzentration im Zeitraum vor der Ovulation erkennen. Dabe weist die Sau Nr. 22
sogar drei Gipfel auf, die verschieden grof3 sind und sich an den Tagen -8; -5 und -3 befinden.
Auch die Sau Nr. 19 zeigt drel Gipfd im Verlauf ihrer P, -Progesteronwerte, die sich an den
Tagen -20, -11 und 3 befinden. An den Eiersttcken dieser Tiere fanden wir bel unseren Unter-
suchungen 18 bzw. 34 Gelbkdrper. Der ausgesprochen hohe Kotprogesterongehalt der Sau 4
an den Tagen -24 und -20 (1067,7 ng/g bzw. 2343,9 ng/g) sinkt bis zum Tag -8 (32,6 ng/Q)
herab. Nach folgendem leichten Anstieg bis Tag -4 fallen die Werte wiederum bis zum Tag der
Ovulation (19 C.l.), um dann erneut anzusteigen.

Ein Anwachsen der Kotprogesteronwerte schon ab dem Tag -2 konnte bel den Sauen 13 (30
C.l.) und 14 (8 C.l.) ermittelt werden. Die Probandinnen 9 und 21 zeigten nach sehr wechsd-
haften Konzentrationen keine Anstiege um den Ovulationszeitpunkt (Tage -2 bis 2), bei 20
bzw. 8 Ovulationen. Darstellungen der Progesteronprofile fir die Einzeltiere befinden sich im
Anhang B (Abbildungen 14 bis 37).

Vergleicht man die mittleren P, -Progesteronkonzentrationen der vier Sauengruppen miteinan-
der (s. Abbildung 5) zeigt sich folgendes Ergebnis. Die Ausgangswerte am Tag der Einstallung
(-24) waren in den beiden Gruppen, die Sperma mit Seminalplasma des guten Befruchters er-
hidten, hoher als in den anderen zwel Gruppen (F/F. 448,1 ng/g; V/F. 267,2 ng/g gegentiber
F/V: 45,4 ng/g und V/V: 99,5 ng/g).
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Abbildung 5: Mittlerer P, -Progesterongehalt (dekadisch logarithmiert) im Kot der vier
Jungsauengruppen

Wahrend des weiteren zetlichen Verlaufs der P, -Progesteronkonzentrationen war aufféllig,
dai3 die Mittelwerte der Sauengruppe, die Sperma der Variante F/V erhidt, biszum Tag 1 ste-
tig unter 100,0 ng/g lagen. Erst danach wurden, im Gegensatz zu allen anderen Sauengruppen,
dartiberliegende Kotprogesteronkonzentrationen erreicht (Tag 2: 229,2 ng/g; Tag 3: 260,2
ng/g). In allen Sauengruppen zeigte sich en deutlicher Anstieg des Kotprogesterongehaltes
vom Tag der erwarteten Ovulation (Tag 0) biszum Tag 3.

Am Tag 0 erreichten die Sauen, die Sperma des schlechten Befruchters mit zusédtzlichem Antell
Seminal plasma des guten Befruchters (V/F) im Verdinner erhielten, mit 316,0 ng/g den hoch-
sten Mittelwert aller Sauengruppen. Dementsprechende Verhéltnisse lagen auch an den Tagen
1 und 2 vor, wobei jedoch die zahlenmalRigen Unterschiede der mittleren Kotprogesteronkon-
zentrationen zwischen den einzelnen Sauengruppen am Tag 2 geringer waren. Am Tag 3 er-
brachten die Sauengruppen, die Sperma mit einem zusdtzlichen Seminalplasmaantell des guten
Befruchters (F/F, V/F) im Verdinner erhielten mit 629,0 bzw. 519,5 ng/g (25,2 (= 9,4) bzw.
25,4 (£ 6,1) C.l.) hohere P, -Progesterongehalte als die Sauengruppen, die Sperma mit Semi-
nalplasmazusatz des schlechten Befruchters (F/V, V/V) inseminiert bekamen (260,2 bzw.
400,1 ng/g) (23,7 (£ 5,1) bzw. 24,5 (= 11,2) C.l.). Zwischen den Sauengruppen liel}en sich
mittels SCHEFFE-Test (? = 0,05) jedoch an keinem Tag der Untersuchung signifikante Unter-
schiede (? = 0,05) hinsichtlich des P, -Progesterongehaltes im Kot finden.
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3.3.2 Vesuchsreihell

3.3.2.1 Vorversuch

—Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung
—Thermoresistenztest nach 24-stlindiger Spermalagerung
—Thermoresistenztest nach 72-stlindiger Spermalagerung

Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Die Spermienmctilitdt in der Variante ohne Seminalplasmazusatz zum Verdinner (A) war im
Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung mit 57,7 (? 9,5) % signifikant (? = 0,05) niedri-
ger asin den Varianten mit seminaplasmahaltigen Verdinnermedien (B, C, D). Be den Pro-
ben mit 10, 20 und 40 % Seminalplasmaim Verdinner war ein Ansteigen des Mittelwertes der
Spermienmoatilitdt mit wachsenden Seminalplasmaanteil zu verzeichnen (s. Tabelle 8 und Ab-
bildung 6) . Die Unterschiede zwischen den drel Varianten mit seminal plasmahaltigem Verdin-
nermedium sind jedoch statistisch nicht zu sichern (? = 0,05).

Tabdle 8: Einflu’ verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die Spermi-
enmotilitét im Haltetest nach 72-stindiger Spermal agerung

Variante | SP-Anteil im Verdinner (%) Probenanzahl Spermienmotilitét?%? | Wy Mo
n (y?9)
A 0 21 57,7?95 a 55,0 | 60,2
B 10 21 638?90 b 61,4 | 66,2
C 20 21 6547 10,2b 63,1 | 67,7
D 40 21 676?86 b 65,5 | 69,8

a, b: Werte mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (? = 0,05)
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Abbildung 6: Einflu3 verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die Sper-
mienmotilitéat (y = s)?%? im Haltetest nach 72-sttindiger Spermalagerung

Thermoresistenztest nach 24 stiindiger Spermalagerung

Im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung war in allen vier Spermaportions-
varianten (A, B, C, D) die Spermienmoctilitdt tber 300 min hinweg mit Werten um 70 % und

darliber sehr hoch. Anzumerken ist auch, dal3 der Anteill motiler Spermien in alen Varianten,

im Vergleich zum Beginn, zum Ende des Thermoresistenztests hoher war (s. Tabelle 9 und

Abbildung 7).

Tabdle 9: Einflul} verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die Spermi-
enmotilitét (y)?%? im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung

Variante | SP-Anteill im | Proben- | Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdunner anzahl
(%) n
A 0 21 65,6 65,6 70,6 71,7 70,6 72,8 73,3
B 10 21 70,0 73,9 75,6 76,7 75,6 75,6 76,7
C 20 21 70,6 72,8 75,6 76,7 77,2 77,8 78,3
D 40 21 72,2 73,3 75,6 76,7 77,2 77,8 77,8
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In den Proben mit seminalplasmafreiem Verdinnermedium (A) war die Spermienmatilitét zu
jedem Testzeitpunkt aber deutlich geringer als die in den Proben mit Seminal plasmazugabe (B,
C, D). Die Unterschiede zwischen ersterer Variante (A) und jeder weiteren erwiesen sich als
ggnifikant (? = 0,05). Zu den Untersuchungszeitpunkten 60 und 120 min lagen in allen dre
Varianten mit seminalplasmahaltigen Verdinnern gleiche Spermienmoatilitétswerte vor (75,6 %
bzw. 76,7 %). In den Proben, die 10 % Seminaplasma im Verdunner enthielten, kam es bis
zum Ende des Thermoresistenztests nicht zu einer weiteren Erhéhung der Spermienmotilitét,
wohingegen in den Varianten mit 20 bzw. 40 %igem Seminalplasmaantell im Verdinner en
weiterer Anstieg des Anteils motiler Spermien erfolgte. Mit 78,3 % war die Spermienmotilitét
in der Variante mit 20 % Seminaplasma im Verdinner (C) zum Abschlul3 des Thermores-
stenztests geringfiigig héher alsin der Variante mit 40 % Seminalplasmaanteil (D) (77,8 %).

Zwischen den Varianten mit 10, 20 und 40 % Seminalplasmaanteil im Verdinner (B, C, D)

existieren zu keinem Zeitpunkt des Thermoresi stenztests signifikante Unterschiede (? = 0,05).
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Abbildung 7: Einfluf3 verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die mittle-
re Spermienmotilitét?%? im Thermores stenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung



Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung war die Spermienmotilitét mit

Werten zwischen 60 und 73 % in allen vier Versuchsvarianten (A, B, C, D) recht hoch. Auch

lag am Ende dieses Thermores stenztestes ein hoherer Antell motiler Spermien als zum Beginn
des Testsvor. (s.Tabelle 10 und Abbildung 8).

Tabdle 10: Einfluld verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die Spermi-
enmotilitét (y)?%? im Thermores stenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Variante | SP-Anteill im | Proben-[ Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdunner anzahl
(%) n
A 0 21 60,2 61,7 63,6 65,0 66,4 66,0 66,7
B 10 21 67,4 69,0 70,2 71,1 71,4 72,6 72,9
C 20 21 67,4 68,1 69,3 70,5 70,7 70,7 71,0
D 40 21 68,3 69,3 71,2 71,2 72,9 72,9 72,9

Die Spermienmoatilitét in den Proben der Variante mit seminalplasmafreem Verdinnermedium

(A) war zu jedem Zeitpunkt geringer as die in den Proben der Varianten mit seminalplasma-

haltigen Verdunnern (B, C, D). Die Unterschiede zwischen der Variante A und den Varianten
mit 10, 20 bzw. 40 % Seminalplasmazusatz zum Verdinner sind satistisch abgesichert (? =

0,05).
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Abbildung 8: Einfluf3 verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium auf die mittle-
re Spermienmotilitét?%? im Thermoresi stenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung
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Mit Ausnahme des Beginns des Thermoresistenztests (0 min) war der Anteill motiler Spermien
in den Proben der Variante mit 20 % Seminaplasma (C) im Verdinner stets etwas geringer als
der in den Proben der zwel anderen Varianten mit Seminalplasmaantell im Verdinner (B, D).
Zum Ende des Thermoresistenztests lagen in den Varianten mit 10 und 40 % Seminalplasma-
zusatz zum BT S-Medium identische Spermienmotilitétswerte vor (72,9 %). Zwischen den Va
rianten mit seminalplasmahaltigen Verdinnermedien (B, C, D) existieren hingchtlich der
Spermienmoatilitdtswerte zu keinem Zeitpunkt des Thermoresistenztests signifikante Unter-
schiede (? = 0,05).
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3.3.2.2 Feldversuch
L aboruntersuchungen zum Feldversuch

—Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung
—Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung
—Thermoresi stenztest nach 24-stiindiger Spermal agerung
—Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung

Versuchseil 1

Im Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung ist die Spermienmatilitét in den Proben der
Variante mit seminaplasmafreéiem Verdinner (E) mit 52,0 (? 12,5) % geringfuigig hoher alsin
denen der Variante mit einem Antell von 40 % des Seminal plasmagemisches aus Ejakulaten
von neun guten Befruchtern (F) (48,9 (? 16,4)) (s. Tabelle 11). Der Unterschied ist nicht Si-
gnifikant (? = 0,05).

Tabelle 11: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmotilitét im Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung (SP aus Pool 1)

Variante | SP-Anteil im Verdinner | Probenanzahl | Spermienmotilitét?%? | 1, Mo
(%) n (y?9
0 18 52,0? 12,5 45,7 | 58,1
F 40 18 4897 16,4 40,7 | 57,0

Im Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung wiesen die Proben der Variante mit semi-
nalplasmafreiem Verdinnermedium (E) mit 40,6 (? 17,2) % deutlich héhere Matilitétswerte
auf as die der Variante mit Seminalplasmaanteil (F) (s. Tabelle 12 und Abbildung 9). Der Un-
terschied konnte statistisch gesichert werden (? = 0,05).

Die Matilitét der Spermien in der Verdinnervariante F sank in den zwischen den beiden Tests
liegenden 48 Stunden deutlicher ab als die der Variante E. Die Differenzen der Mittelwerte
betragen 21,5 bzw. 11,4.

67



Tabelle 12: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmotilitét im Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung (SP aus Pool 1)

Variante | SP-Antell im Verdinner | Probenanzahl | Spermienmotilitét?%? | Ho
(%) n (y?9
0 18 40,67 17,2a 32,0 | 49,1
F 40 18 27,4? 150b 195 351

a, b: Werte mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (? = 0,05)
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Abbildung 9: Einflul? enes seminaplasmafreen bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die
Spermienmatilitét (y £ 5)?%7? im Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung (SP aus Poal 1)
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Im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung waren die Matilitétswerte der
Spermien in der Variante F (mit Seminalplasmazusatz) zu jedem Untersuchungszeitpunkt ho-
her als die der Samenzellen in der Variante ohne Seminalplasmazusatz zum Verdinner (E) (s.
Tabelle 13 und Abbildung 10). Die Unterschiede sind signifikant (? = 0,05). In beiden Varian-
ten war jewells ein starker Abfall des Anteils maotiler Spermien bis zum Ende des Thermores-
stenztests zu verzeichnen. Weniger als die Hélfte der jeweilig anfanglich motilen Samenzellen
waren in der Variante mit seminalplasmafreiem Verdiunner (E) nach 120 Minuten, in der Vari-
ante mit Seminalplasmazusatz zum Verdinnermedium (F) nach 180 Minuten noch beweglich.
Zum Ende des Thermoresistenztests fanden sich in den Proben beider Varianten kaum noch
motile Spermien (Variante E: 3,9 %; Variante F. 8,9 %).

Tabelle 13: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmoatilitét (y)?%? im Thermores stenztest nach 24-stiindiger Spermal agerung (SP aus Pool
1)

Variante SP-Anteil im Proben- | Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdinner anzahl
(%) n
0 18 46,1 43,9 29,4 22,2 16,7 7,8 39
F 40 18 52,8 49,4 35,6 31,7 25,6 19,4 8,9
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Abbildung 10: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -hatigen Verdinnermediums auf die
mittlere Spermienmotilitdt?%? im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung (SP
aus Poal 1)
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Im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung (s. Tabelle 14 und Abbildung
11) waren die Spermienmotilitdtswerte in den Proben der Variante mit seminalplasmafreiem
Verdunnermedium (E) zu jedem Zetpunkt hoher as in denen der Variante mit seminalplasma-
haltigem Verdiinner (F). Die Unterschiede sind signifikant (? = 0,05).

Die Spermienmotilitétswerte waren bereits zu Beginn des Thermoresistenztests in beiden Vari-
anten mit 39,4 bzw. 26,2 % relativ gering. Auffallend war auch in diesem Test der starke Ab-
fall der Matilitatswerte bis zum Ende des Thermoresistenztests. In den Proben der Variante E
waren zum Abschlul? des Thermortes stenztests nach 72-stiindiger Spermalagerung noch 20,6
% der Spermien matil. In der Variante mit 40 % Seminalplasma im Verdinnermedium (F) wa-
ren schon 60 min nach Beginn des Thermoresistenztests weniger als 20 % der Spermien be-
weglich. Bis zum Ende sank die Spermienmoatilitét in den Proben letzterer Variante auf 7,7 %
herab.

Tabelle 14: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmoatilitét (y)?%? im Thermores stenztest nach 72-stiindiger Spermal agerung (SP aus Pool
1)

Variante | SP-Antell im | Proben- | Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdinner anzahl
(%) n
E 0 18 39,4 36,8 33,5 28,8 26,2 23,8 20,6
F 40 18 26,2 20,9 17,4 14,4 12,1 9,7 77
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Abbildung 11: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -hatigen Verdinnermediums auf die
mittlere Spermienmotilitdt?%? im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung (SP
aus Poal 1)
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Versuchsteil 2

Die Variante G mit 40 %igem Antell Seminalplasma aus Ejakulaten eines ausgewahlten Ebers
im Verdinner (s. 3.2.2.2 - Tiermaterial/Eber) wies im Haltetest nach 24- und 72-stiindiger
Spermalagerung hinsichtlich der Spermienmctilitét héhere Werte auf als die Variante mit se-
minalplasmafreiem Verdinnermedium (E). Der Unterschied zeigte sich im Haltetest nach 24-
stindiger Lagerung deutlicher (s. Tabelle 15). Hier waren in den Proben der Variante E 41,7
(? 7,6) % und in denen der Variante G 56,6 (? 7,6) % der Spermien motil. Bis zum Haltetest
nach 72-stiindiger Spermalagerung veranderte sich der Spermienmoctilitétswert der Variante E
kaum (40,0 (? 17,3) %), in der Variante G waren hingegen zu dem Zeitpunkt weniger Spermi-
en matil alsim Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung (45,0 (? 5,0) %) (s. Tabelle 16).
Die Unterschiede zwischen den Varianten hinsichtlich der Spermienmoatilitdt waren in keinem
der Haltetests signifikant (? = 0,05).

Tabelle 15: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmotilitét im Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung (SP aus Poal 2)

Variante SP-Antell im Verdinner Probenanzahl | Spermienmotilitét?%? | Wy Mo
(%) n (y?9
E 0 3 41,7? 7,6 22,7; | 60,6
G 40 3 56,6 ? 7,6 37,7; | 75,7

Tabelle 16: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmotilitét im Haltetest nach 72-stiindiger Spermalagerung (SP aus Poal 2)

Variante SP-Antell im Verdinner Probenanzahl | Spermienmotilitdt?%? | Wy Mo
(%) n (y?9
E 0 3 40,07 17,3 3,0 | 830
G 40 3 45,07 5,0 32,6 | 57,4
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Im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung waren die Matilitétswerte der
Spermien in den Proben der Variante mit 40 %igem Seminalplasmaanteil im Verdinner (G) zu
jedem Zeitpunkt der Untersuchung hoher als die der Spermien in den Proben der Variante mit
seminalplasmafreem Verdinner (E). (s. Tabelle 17 sowie Abbildung 12). Die Unterschiede
snd datistisch gesichert (? = 0,05).

In beiden Varianten sanken die Spermienmotilitétswerte vom Beginn bis zum Ende des Ther-
moresi stenztests nahezu paralld ab. So waren zu Beginn des Thermoresistenztests in den Pro-
ben der Variante mit seminalplasmahaltigem Verdinner (G) 60,0 % der Spermien moatil und
zum Ende 46,7 %, in den Proben der Variante mit seminalplasmafreiem Verdinner waren es
41,7 bzw. 25,0 %. Die Spermienmoatilitdtswerte in der Variante G lagen stetig tUber 45 %, die
der Variante E Uber 25 %.

Tabelle 17: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmoatilitét (y)?%? im Thermores stenztest nach 24-stiindiger Spermal agerung (SP aus Pool
2)

Variante SP-Anteil im Proben- | Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdinner anzahl
(%) n
E 0 3 41,7 31,7 30,0 25,0 26,7 25,0 25,0
G 40 3 60,0 55,0 46,7 46,7 50,0 48,3 46,7
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Abbildung 12: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -hatigen Verdinnermediums auf die
mittlere Spermienmotilitdt?%? im Thermoresistenztest nach 24-stiindiger Spermalagerung (SP
aus Poal 2)
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Im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung waren in der Variante mit se-

minalplasmahaltigem Verdinner (G) zu jedem Zeitpunkt mehr Spermien motil alsin der Vari-

ante mit seminalplasmafreéiem Verdinner (E). Die Unterschiede sind statistisch gesichert (? =

0,05). Die Spermienmoatilitdtswerte fallen stetig nahezu paralld vom Beginn des Thermores-

stenztests bis zum Ende ab. In den Proben der Variante mit seminalplasmahaltigem Verdinner

waren zum Beginn des Thermoresistenztests 51,7 % der Spermien moatil, zum Ende 33,3 %; in

den Proben der Variante mit seminalplasmafreiem Verdiinnermedium waren es 40,0 bzw. 16,7
% (s. Tabelle 18 und Abbildung 13).

Tabelle 18: Einflul3 eines seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Sper-
mienmoatilitét (y)?%? im Thermores stenztest nach 72-stiindiger Spermal agerung (SP aus Pool

2)
Variante | SP-Anteill im | Proben-| Omin | 30 min | 60 min | 120 min | 180 min | 240 min | 300 min
Verdinner anzahl
(%) n
E 0 3 40,0 36,7 30,0 23,3 20,0 16,7 16,7
G 40 3 51,7 48,3 43,3 36,7 35,0 33,3 33,3
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Abbildung 13: Einfluf? eines seminal plasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die
mittlere Spermienmotilitdt?%? im Thermoresistenztest nach 72-stiindiger Spermalagerung (SP

aus Poal 2)
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Befruchtungsergebnisse

Versuchseil 1

Von den 77 Altsauen, die mit Spermaportionen, welche mit einem seminalplasmafreien Ver-
dinner (E) konserviert worden waren, besamt wurden, ferkelten 88,3 % ab. Pro Wurf wurden
in dieser Gruppe durchschnittlich 9,7 (? 4,6) Ferkel geboren. Bezogen auf 100 Erstbesamun-
gen wéren dies 856,5 Ferkd. Von 77 mit seminalplasmahaltigem Verdinner (SP aus Pool 1)
konservierten Spermaportionen (F) besamten Altsauen ferkelten 85,7 % ab. Diese Sauen er-
brachten eine durchschnittliche Wurfgrofie von 9,3 (? 4,7) Ferkeln.

Tabdle 19: Einflul} enes seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Be-
fruchtungsergebnisse (SP aus Pool 1)

Variante | SP-Antell im | Anzahl EB | Abferkdrate | IGF/W x AFR | IGFHW
Verdinner (%) n 2047 (yl ? S)

E 0 77 88,3 856,5 9,7?4,6

F 40 77 85,7 797,0 937?47

Bezieht man diese Ergebnisse auf 100 Erstbesamungen, so entsprache dies 797,0 und damit
59,5 Ferkeln weniger als mit Besamungen unter Nutzung eines Verdinners ohne zusétzlichen
Seminalplasmaanteil geboren wurden. Somit sind die Befruchtungsergebnisse, die mit den
Spermaportionen der Variante E erreicht wurden, in allen erfaldten bzw. berechneten Parame-
tern geringfigig héher as die der Variante mit Seminalplasmazusatz zum Verdinnermedium

(F). Die Unterschiede sind statistisch nicht zu sichern (? = 0,05).

74



Versuchsteil 2

Im Versuchstell 2 konnte in der Gruppe der Sauen, welche mit Sperma mit seminal plasma-
freiem Verdinner (E) besamt wurden, eine Abferkelrate von 90,5 % erreicht werden. Von den
21 Sauen, die mit seminalplasmahaltigem Verdinner (SP aus Pool 2) konservierten Sperma
(G) besamt wurden, ferkelten 85,7 % ab. In letzterer Sauengruppe wurden je Wurf im Durch-
schnitt 1,1 Ferkel mehr geboren als in der Gruppe der Sauen, die Spermaportionen der Vari-
ante E erhidten (9,5 (? 4,8) bzw. 8,4 (? 4,0) Ferkd).

Tabdle 20: Einflul3 eénes seminalplasmafreien bzw. -haltigen Verdinnermediums auf die Be-
fruchtungsergebnisse (SP aus Pool 2)

Variante | SP-Antell im | Anzahl EB | Abferkdrate | IGF/W x AFR | IGFHW
Verdinner (%) n 2047 (yl ? S)

E 0 21 90,5 760,2 8,474,0

G 40 21 85,7 814,2 9574,8

Die hoheren Zahlen insgesamt geborener Ferkd je Wurf in der Versuchsgruppe, die Sperma
mit seminalplasmahaltigem Verdinner (G) erhielten, bewirkten, dal} auch der Parameter
IGF/W x AFR in dieser Sauengruppe héhere Werte aufweist (814,2 gegenliber 760,2). Nach
Besamungen mit Sperma unter Nutzung des seminalplasmahaltigen Verdinners (G) wurden,
bezogen auf 100 Erstbesamungen, 54,0 Ferkel mehr geboren als nach Besamungen mit Sper-
ma, welches mit seminalplasmafreiem Verdinner konserviert worden war. Die Differenzen sind
satistisch nicht zu sichern (? = 0,05).
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4 Diskussion

Seminalplasma sollte bel der Ausverdiinnung der Ejakulate in der Eberspermaproduktion mehr
Beachtung geschenkt werden. Der Verdinnungsgrad flUssigkonservierten Spermas wird Ubli-
cherwese auf der Grundlage der im Ejakulat vorhandenen Spermien und der erwiinschten Zahl
an Spermien pro Besamungsdoss errechnet. Derzeit werden etwa zwei bzw. drei Milliarden
Spermien pro Portion verwendet. Bel diesem Vorgang bleibt jedoch unberiicksichtigt, dal3 der
Seminalplasmaantell erheblich reduziert wird und darin enthaltene aktive Substanzen mit aus-
verdinnt werden. Den vidfaltigen Wirkungen des Seminalplasmas (Waberski, 1995d) sind
folglich enge Grenzen gesetzt. Moglicherweise ist sogar nicht die reduzierte Spermienzahl,
sondern der verringerte Seminalplasmaanteil der limitierende Faktor der Ejakulatverdiinnung
(Waberski, 1994).

Dariiber hinaus kommt es auch darauf an, nach den Ursachen der Seminalplasmaeffekte zu
forschen. Betrachtung fanden hierbel die verschiedensten Inhaltsstoffe des Seminalplasmas. So
gab es umfangreiche Untersuchungen zur Bedeutung des hohen Seminal Gstrogenanteils. Zu-
mindest partiell sind diese Substanzen an den Vorgangen im weiblichen Genitale beteiligt, die
den zeitlichen Ablauf der Befruchtung regulieren. Dazu gehdren ovulationsinduzierende und
spermienmotilitétsbeschleunigende Wirkungen (Houang-Vu, 1987; Claus et al., 1987; Zdttl,
1988; Waberski, 1994). Zum anderen untersuchten Tso u. Lee (1980), Mann u. Lutwak-Mann
(1981), Tso et al. (1987) sowie Jeng et al. (1993) verschiedene Substanzen hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Spermienmotilitat. Uber die Effekte der seit neuerem im Mittel punkt der Be-
trachtung stehenden Spermadhesine des Ebers exigtiert ein noch |lckenhaftes Wissen. Offen-
schtlich spiden diese lectinghnlichen Molekile eine wesentliche Rolle in der Kette der Ereig-
nisse, die zur Befruchtung fihren (Jondkova et al., 1991; Calvete et a., 1993; Calvete et al.,
1994b; Topfer-Petersen et al., 1994; Calvete et al., 1995a; Calvete et al., 1996).

Grunde fur die Notwendigkeit der Weiterfihrung der Untersuchungen ergeben sich aus den
noch vorhandenen Wissendiicken auf diesem Gebiet sowie den Fragen aus den Reihen der
Spermaproduzenten hingichtlich praxisrelevanter Konsequenzen. Bel letzterem spielen beson-
ders die noch wenig erforschten Wirkungen des Seminalplasmas bel der Konservierung von
Ebersperma sowie die beim Einsatz von Mischsperma beobachteten Effekte eine Rolle.

Die eigenen Untersuchungen hatten daraus folgend das Zidl, weitere Faktoren im Rahmen der

Wirkungen des Seminalplasmas auf die Spermienmoatilitdt und den Befruchtungsvorgang zu
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prifen, womit ein Beitrag zur Vervollkommnung des Wissens auf diesem Gebiet geleistet wer-
den soll. Von Interesse war der Einflul3 von Seminalplasma als Verdinnerzusatz, wobei die
Eberspezifitét besonders beriicksi chtigt wurde.

Zur Beurteilung der Effekte des Seminal plasmazusatzes zum Verdinner auf die Spermienmoti-
litét dienten Schatzungen dieser in Halte- und Thermoresistenztests. Die Spermienmotilitét ist
ein Hinweis fur den ungestdrten Ablauf verschiedener Stoffwechsel vorgange und eine Voraus-
setzung fur die Fahigkeit zur Befruchtung. Da Sperma des Ebersim Vergleich zu dem anderer
Spezies einen hoheren Antell kreisheweglicher Spermien aufwelst, empfiehlt sich die Schétzung
des Anteils motiler Spermien aller Bewegungsformen (Stahr u. Nehring, 1997).

Ein weterer Untersuchungsgegenstand beschéftigte sich mit der Frage der Wirkung eines zu-
sdtzlichen Seminalplasmaanteils im Verdinner auf das Befruchtungsvermogen derartig fllssig-
konservierten Spermas. Als Parameter dienten hierbe die Befruchtungsrate, die sich aus dem
Antell normal entwickelter Embryonen an der Gesamtheit wiedergefundener Embryonen und
Eizellen ergab, sowie die Abferkerate und die Anzahl insgesamt geborener Ferkel je Wurf.

AulRerdem war von Interesse, inwieweit die Insemination von Sperma mit zusétzlichem Antell
von Seminalplasma guter bzw. schlechter Befruchter im Verdinner an der Einstellung der Pro-
gesteronkonzentration im Kot beteiligt sein kann. Dazu dienten Bestimmungen des P,- Proge-

sterongehaltes mittels Enzymimmunoessay.

Die methodischen Voraussetzungen fur die Durchfihrung der Versuche waren glnstig, da far
die Auswahl des méannlichen und weiblichen Tiermaterials jewells zahlenméal3ig grol3e Bestdnde
mit umfangreichem Datenmaterial zur Verfiigung standen. Jedoch sind den Aussagen der Un-
tersuchungen auch Grenzen gesetzt. Als solche sind die in einigen Versuchgellen aus wirt-
schaftlichen Griinden geringen Stichprobenumfange zu nennen.

Aufgrund der Vidféltigkeit und Heterogenitét der einzelnen Versuche in Durchfiihrung und
verwendetem Tiermaterial soll die Diskusson in Abschnitte gegliedert und dadurch Uniiber-

schtlichket vermieden werden.

Im Vorversuch der Versuchsreihe | erwies sich das Seminalplasma des Ebers, dessen Ejaku-
late stets hohe Matilitatswerte (75 bis 85 %) aufwiesen, sowohl as homologer sowie auch als

heterologer Zusatz zum fliiss gkonservierten Sperma als am deutlichsten motilitétsstimulierend.
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In homologer Nachverdiinnung ergaben sich teilwe se signifikant hohere Matilitétswerte asin
der Nachverdiinnungsvariante mit industriemaRig hergestelltem Verdiinner SCHONOW 1.

Bel Zugabe dieses Seminalplasmas zu flUssigkonserviertem Sperma eines Ebers, dessen Ejaku-
late geringere Spermienmotilitétswerte (60 bis 65 %) aufwiesen, wurde zu fast jedem Untersu-
chungszeitpunkt des Thermoresistenztests deutlich mehr motile Spermien ermittelt as in ho-
mologer Nachverdiinnungsvariante der Ejakulate bzw. nach Zugabe von industiemal3dig herge-
gelltem Verdinner SCHONOW I1. Diese Unterschiede waren statistisch aber nicht signifikant.
Auffallend war bei diesen Untersuchungen die wesentlich bessere Uberlebensdauer der Spermi-
en, wenn ihnen Seminalplasma aus Ejakulaten mit hohen Matilitdtswerten zugegeben wurde.
Zeigte sich in homologer Nachverdinnung mit diesem Seminalplasma von Anfang bis zum
Ende des Thermores stenztestes sogar ein leichter Anstieg der Spermienmotilitét, so wiesen die
Spermien des ,,schlechten” Ebers be heterologer Nachverdiinnung einen deutlich geringeren
Spermienmoctilitétsabfall auf als bei homologer bzw. Nachverdinnung mit dem Verdinner
SCHONOW 1.

Diese Versuche lassen die Aussage zu, dal3 heterologes Seminaplasma im Vergleich zu ho-
mologem den Anteil motiler Spermien unterschiedlich beeinflussen kann und Seminalplasma
aus Ejakulaten mit hohen Moatilitétswerten steigernde Effekte auf die Bewegungsaktivitat der
Samenzellen besitzt. Seminalplasmafreien Medien ist derartiges Seminalplasma deutlich Uberle-

gen.

Methodisch &hnliche Versuche fuhrten Wicke u. Stahr (1992, 1993) sowie Nehring et al.
(1994) durch. Wicke u. Stéhr (1992, 1993) stellten in ihren Untersuchungen an der CASA fest,
dal3 Seminalplasma matilitétsférdernd sein kann. Wurden Ejakulate mit Seminalplasma statt
Verdunner versetzt, ergaben sich beim Antell matiler und linear beweglicher Spermien signifi-
kant hohere Werte. Weitere Versuche bewiesen, dald diese motilitétsbeanflussende Wirkung
des Seminalplasmas eberspezifisch ist. Spermien aus Ejakulaten mit schlechter Spermienmoti-
litét zeigten nach Zugabe von Seminalplasma aus Ejakulaten mit guter Matilitét signifikant
hoéhere Matilitdtswerte. Auch die Spermien der ,,guten” Ejakulate lief3en sich durch heterologes
»Schlechtes® Seminalplasma hinsichtlich ihrer Beweglichkeit beeinflussen, dieser hemmende
Effekt war jedoch weniger ausgepragt as der matilitétsfordernde des Seminalplasmas aus Eja-
kulaten mit guter Matilitdt. Auch Nehring et al. (1994) bestdtigten die eberspezifischen Ver-
héltnisse. Heterologes Seminalplasma wirkte sich auf den Anteil motiler Spermien und deren

Geschwindigkeit anders aus als homologes. Sowohl stark hemmende als auch stark steigernde
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Effekte traten auf. Die Ergebnisse unserer Versuche konnten die von Wicke u. Stahr (1992,
1993) und Nehring et al. (1994) untermauern.

Es ist bekannt, dal? es Unterschiede in der Zusammensetzung des Seminalplasmas zwischen
Ebern gibt (Mann u. Lutwak-Mann, 1981; Claus et al., 1983; Claus et al., 1987). Diese kdnnen
qualitativer als auch quantitativer Natur sein. Dabei existieren Bestandteile, die die Matilitét
fordern, zum anderen solche, die die Matilitét hemmen. Es liegt somit der Gedanke nahe, daf
das zugefiigte Seminal plasma fordernde Komponenten in mehr oder minderer Quantitét besitzt
und folglich die Spermienmoctilitdt unterschiedlich beeinflussen kann. Zu denken wére hierbei
an katalytisch aktive Stoffe, wie lonen, Nukleotide und Nahrstoffe (Fruktose, Milchsdure)
(Mann u. Lutwak-Mann, 1981) oder spezielle Proteine, wie das Sperm Forward Matility Pro-
tein (Acott u. Hoskins, 1978). Tso et a. (1987) machten Monosaccharide fur die Motilitéts-
stimulation verantwortlich, wogegen sie Trisaccharide als beweglichkeitshemmende Substan-
zen enstuften. So konnten also voneinander abweichende Monosaccharid-Trisaccharid-
Verhdtnisse des Seminalplasmas zweier Eber Unterschiede hingchtlich der Wirkung auf die
Spermienmotilitét bedingen. Zum anderen ist bekannt, dal? Sekrete der Prostata des Menschen
motilitdtsstimulierend wirken, die der Samenblasenfliissigkeit motilitétshemmend. Sollte dies
auch fur das Schwein gelten, wirden Differenzen in den Prozentanteilen dieser Faktoren unter-
schiedliche Wirkungen auf die Spermienmotilitét hervorrufen.

Die deutliche Uberlegenheit von Seminalplasma aus Ejakulaten mit hohen Moatilitatswerten
gegentber industriemdldig hergestdlten Verdinnern hinsichtlich der Spermienmotilitatsstimu-
lation sowie der Uberlebensdauer der Spermien im Thermoresistenztest konnte Resultat be-
simmter nattrlicher Wirkstoffe des Seminalplasmas sein. Die Spermienmotilitét ist Ausdruck
eines ungestort ablaufenden Stoffwechsels der Samenzelle (Stéhr u. Nehring, 1997). Substan-
zen des Seminalplasmas tragen maoglicherweise zur Optimierung des Stoffwechsdls bei, sai es
durch Bereitstellung natirlicher Néhrstoffe, die ein industrieméldig hergestellter Verdinner
nicht enthadlt, durch katalytisch wirksame Substanzen oder solchen, die sich aus dem endoge-
nen Stoffwechsel ergeben. Die eigenen Versuche zeigten auch, dal’3 Seminalplasma aus Ejaku-
laten mit niedriger Spermienmotilitét lediglich bl Zugabe zu Spermien aus Ejakulaten mit ho-
her Matilitdt dem industriemaldig hergestellten Verdinner hinsichtlich der Spermienmotilitéts-
siimulation Uberlegen sein kann. Dabel spiden vermutlich Seminal plasmaproteine an der Ober-
fléache dieser Spermien eine Rolle, die zum grofiten Teil die Rezeptoren bedecken und und den
motilitdtshemmende Effekt des Seminalplasmas aus Ejakulaten mit niedriger Spermienmotilitét

abschwéchen. Ein spateres Hinzufligen von fremden Seminal plasma mit qualitativ oder quanti-
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tativ anderen Bestandteilen erachtete Vitt (1996) nach Versuchen beim Rind aufgrund des
Kontaktes der Spermien mit eéigenem Seminalplasma nach der Ejakulation und der daraus fol-
genden Besetzung der Oberflachenrezeptoren durch dieses as wirkungdos. Diese Aussage
kann fur Eberseminalplasma nicht bestétigt werden. Daraus resultiert die Notwendigkeit weite-

rer Untersuchungen zur Klassifizierung der Matilitatsstimulatoren im Seminal plasma.

Der Besamungsversuch diente der Untersuchung, ob Unterschiede in der Wirkung homolo-
gen und heterologen Seminalplasmas, wie se fir die Spermienmotilitét aufgezeigt wurden,
auch fur das Befruchtungsvermogen existieren. Zur Reduzierung der routineméaldig verwende-
ten 2,0 Mrd. beweglichen Spermien je Besamungsportion um die Halfte (1,0 Mrd.) bewegten
uns folgende Gedanken: Ein Verdecken mdglicher Unterschiede im Befruchtungsvermégen
zwischen den eingesetzten Spermaportionsvarianten durch eine hohe Spermienkonzentration
sollte verhindert werden. Bel einer Insemination mit einer hohen Zahl verfigbarer Spermien
wirden genligend Samenzellen in der notwendigen Zeit zum Ort der Fertilisation gelangen, um
die dort vorhandenen Eizellen zu befruchten. Einflisse des Seminalplasmas guter bzw.
schlechter Befruchter auf Spermientransport und Befruchtungsvorgang wéaren somit schlecht
zu quantifizieren. Mit derartig herabgesetzten Spermienzahlen arbeiteten schon Pefia Alfaro
(1988), Rath et al. (1989) und Willmen (1989). Durch die in den Versuchen 0.g. Autoren
(Pena Alfaro, 1988; Rath et al., 1989; Willmen, 1989) erreichten signifikant htheren Spermien-
rickgewinnungsraten bei Besamungen mit 0,5 Mrd. Spermien bel zusétzlicher intrazervikaler
Applikation von Seminalplasma gegentiber Besamungen mit 2,0 Mrd. Spermien bel Verwen-
dung von Verdinner konnte der Seminal plasmaeffekt auf den Spermientransport im weiblichen
Genitale deutlich herausgestel It werden.

In den eigenen Versuchen wurde eine Oulationsrate von 12,3 Follikeln pro Eierstock und 24,6
pro Tier erreicht. Von den in der Spiilflissigkeit wiedergefundenen Stadien waren 97 Eizellen,
385 normal entwickelte (? 3 Blastomeren) und 64 anomale Embryonen. Die durchschnittliche
Befruchtungsrate aller Sauengruppen betrug 70,6 (? 29,9) %.

In der Gruppe der Sauen, die mit Sperma des schlechten Befruchters mit homologem Seminal-
plasmazusatz zum Verdinner besamt wurden, konnte mit 82,9 (? 29,2) % die hiéchste Be-
fruchtungsrate erreicht werden. Die Befruchtungsrate der Sauengruppe, die Sperma desselben
Ebers mit Zusatz des Seminalplasmas des guten Befruchters erhidt, lag mit 77,9 (? 19,6) %
darunter. Nach Besamungen mit Sperma des guten Befruchters unter Zusatz des homologen

Seminalplasmas konnte eine Befruchtungsrate von 70,1 (? 31,3) % erziet werden. Im Ver-
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gleich mit den anderen Sauengruppen eine deutlich geringere Befruchtungsrate von 53,0 (?
34,7) % erbrachten die Besamungen mit Sperma des guten Befruchters mit Zusatz des Semi-
nal plasmas des schlechten Befruchters zum Verdinner. Zudem wies diese Sauengruppe eéneim

Vergleich mit den anderen geringere Ovulationsrate (23,7 (? 5,1)) auf.

Das Merkmal Befruchtungsrate ist nicht normalverteilt und weist gerade bel diesem geringen
Stichprobenumfang eine hohe Standardabweichung auf. Die Unterschiede zwischen den Gru-

pen hingchtlich der Befruchtungsrate konnten daher nicht abgesichert werden.

Besonders vide der wiedergefundenen Embryonen befanden sich im 4-Zedlstadium. Bezlglich
der normal entwickelten waren 74,0 % in dieser Phase. Bal Cheng (1981) waren am vierten
Tag nach Besamung 55 % aller gewonnenen Embryonen 4-Zédller. Die auffallende Haufung der
4-Zdlstadien stimmt mit den Beobachtungen von Alanko (1974) Uberein. Auch Mc Laren
(1980) bettétigte eine aul3erst lange Verwelldauer in dieser Phase mit 24 bis 48 Stunden, wo-
gegen folgende Zd Itellungen im Abstand von 12 Stunden erfolgten.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Wirkung homologen und heterologen Seminal plasmas
auf das Befruchtungsvermdgen lassen sich nur unter Betrachtung mehrerer Einflul3faktoren
interpretieren.

Voranzustellen wére, dal? der Stichprobenumfang von 23 (24) Sauen fir weitergehende Aus-
sagen als zu gering einzuschétzen ist. Pro Variante wurden sechs Sauen besamt, die durch die
Ovulationssynchronisation zwar einen einhetlichen Zyklusstand aufwiesen, aber aufgrund
anatomischer, histologischer, endokrinologischer und verhaltensbiologischer Eigenheiten un-
terschiedlich auf die Behandlungen reagieren konnen. So schlégt sich auch die Tatsache, dai3
zwel Sauen (Nr. 1 und 2) der Gruppe, die Sperma des guten Befruchters mit homologem Se-
minalplasmazusatz zum Verdunner erhielt, nur Befruchtungsraten von 30,0 bzw. 32,4 % auf-
wiesen, gravierend auf das Durchschnittsergebnis der Gruppe (70,1 (? 31,3) % nieder. Die
Wiederfindungsrate der Sau Nr. 1 betrug nur 58,8 %. Ein methodischer Fehler beim Spilen
und Aufsuchen der Eizellen/Embryonen liegt in diesem Falle nahe. Beide Sauen zeigten; um
diese Ergebnisse schon einmal vorwegzunehmen; im P,- Progesteronprofil einen deutlichen
Angtieg der Werte ab dem Tag 0O, eine termingerechte Ovulation scheint demnach stattgefun-
den zu haben. Der Besamungstermin war demzufolge zeitlich so gelagert, dal3 eine erfolgreiche
Befruchtung einer grofReren Anzahl von Eizellen moglich gewesen wére. Weshalb die Be-
fruchtungsraten der Sauen Nr. 1 und 2 so niedrig waren, ist im Rahmen dieser Arbeit nicht
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mehr im Einzelnen zu rekongtruieren. Dieser Umstand sollte aber bel der Betrachtung der Er-
gebni sse berticksi chtigt werden.

Eine Sau (Nr. 14) der Gruppe, die Spermaportionen der Variante V/F erhidt, hatte nur unbe-
fruchtete Eizellen. Lediglich acht Corpora lutea konnten an den Eierstocken gezahlt werden.
Auch zeigte sch im P,- Progesteronprofil schon ab dem Tag -2 en deutlicher Anstieg der
Werte. Esist aso zu vermuten, dal3 die Ovulation trotz der Synchronisation schon friher als
erwartet eintrat. Zudem wurde eine nur geringe Anzahl Eizellen ovuliert. Die Besamung er-
folgte somit in diesem Falle zu spét, um eine erfolgreiche Befruchtung zu erziden. Aufgrund
dieser individuellen Besonderheiten der Sau Nr. 14 und der Tatsache, dal3 eine Reaktion der
Probandin auf die Seminalplasmaapplikation unter diesen Umstanden nicht zu beurtellen war,
wurden deren Ergebnisse nicht mit in die Auswertung e nbezogen.

Wir verwendeten in unserem Versuch lediglich Sperma und Seminalplasma zweier Eber. M6g-
licherweise wirken sich homologes und heterologes Seminalplasma nur unwesentlich verschie-
den auf Eigenschaften der Spermien dieser beiden Eber und die Vorgange im weiblichen Geni-
tale aus. Langfistige Laborversuche im Vorfeld mit Ejakulaten dieser Vatertiere waren aus or-
ganisatorischen Grunden nicht moglich. Die Eigenmoatilitdt der Samenzellen ist nur ein Be-
standteil des Faktorenkomplexes, von dem der Befruchtungserfolg abhangt. Die Beweglichkeit
der Spermien spiet lediglich innerhalb des Eileiters und bel der Durchdringung der Eizelle eine
entscheildende Rolle in der Kette der Ereignisse, die zur Befruchtung fuhren. Einflureicher
hinschtlich des Transportes der Samenzelen im welblichen Genitale sind passve Mechanismen
(Mann et a., 1956; Alanko, 1974; Blandau u. Gaddum-Rosse, 1974; Viring u. Einarsson,
1980a,b; Claus et al., 1987; Houang-Vu, 1987; Andrade Moura, 1988; Pefia Alfaro, 1988;
Rath et a., 1989; Willmen, 1989; Rabeler, 1990; Waberski, 1994; Guilen Soares, 1995; Stahr
u. Nehring, 1997). Fur eberspezifische Wirkungen gibt es diesbeziiglich noch keine Erkenntnis-

Se.

Unter Mitbeachtung des Vorangestellten lassen sich folgende Aussagen treffen: Die durch Be-
samungen mit fllssigkonserviertem Sperma, welches einen zusétzlichen Antell Seminalplasma
guter Befruchter im Verdinner enthielt, erreichten hohen Befruchtungs- und Trachtigkeitsraten
weisen eine Eignung eines derartigen Verdinnerzusatzes aus. Die natirlichen Inhaltsstoffe des
Seminalplasmas beeinflussen das Befruchtungsgeschehen im weiblichen Genitale positiv. So
wiesen schon Alanko (1974), Viring u. Einarsson (1980 ab), Claus et al., (1987), Andrade
Moura (1988), Pefia Alfaro (1988), Rath et al. (1989), Weitze et al. (1989), Willmen (1989),
Rabeer (1990) und Waberski (1994) nach, dal’ Seminalplasmain der Lageist, durch Anregung
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der Uterusmotorik und Erschlaffung des Eileteristhmus den passiven Spermientransport zum
Ort der Befruchtung zu fordern. Dabel spielen Seminal Gstrogene eine besondere Rolle (Hoang-
Vu, 1987; Claus et a., 1987; Dierkes, 1991; Wilkes, 1991). Inwieweit andere Inhaltsstoffe
wirksam sind, 1&% sich mit derzeitigen Erkenntnissen noch nicht eindeutig sagen. Vermutlich
sind aber auch Nahrstoffe, die nur in der natirlichen Substanz Seminal plasma vorkommen, von
Bedeutung. Sie wéaren durch eine optimalere Ernghrung des Spermiums in der Lage, dieses
beim Vorgang der Befruchtung der Eizelle zu unterstiitzen, wo die aktive Bewegung en ent-
scheidendes Kriterium ist. Damit wirkt das Seminaplasma guter Befruchter regulativ auf den
zeitlichen Ablauf des Befruchtungsvorganges und fordert das Zusammentreffen von Ei- und
Samenzelleim Stadium ihrer vollen Befruchtungsfahigket.

Aber auch Seminalplasma schlechter Befruchter konnte in unserem Versuch als Zusatz zum
Eberspermafl Uissigverdinner positive Einfliisse auf das Befruchtungsgeschehen erweisen, unter
der Voraussetzung, dal® nur homologe Spermien damit konserviert wurden. Die hohe Be-
fruchtungsrate von 82,9 (£ 29,2) %, die durch Besamungen mit Spermien eines im Feld
schlechten Befruchters, welche mittels FHissigverdiinner mit Zusatz von eigenem Seminalplas-
ma (V/V) konserviert worden sind, erreicht werden konnten, sind moglicherweise Resultat des
Vorhandenseins eines wesentlich héheren Seminalplasmaanteils in der Spermaportion als bel
routinemal3iger Verdinnung von Ejakulaten. Es ist denkbar, dal3 die Ursache der schlechten
Befruchtungdeistungen von einigen Ebern in der hohen Ausverdinnung des eigenen Seminal-
plasmas liegt. Den Spermien dieser Eber konnten bel Konservierung mit industriemal3ig herge-
sellten Medien fur ihren Stoffwechsel wichtige Substanzen fehlen. Das daraus entstehende
Energiedefizit beeintréchtigt das Befruchtungsvermdgen dieser Spermien. Es ist nicht auszu-
schlief3en, dal’3 Spermien schlechter Befruchter empfindlicher auf die hohe Ausverdiinnung von
Seminalplasma reagieren a's Spermien guter Befruchter.

Befruchtungsraten von lediglich 53,0 (+ 34,7) % konnten in unserem Versuch erreicht werden,
wenn heterologe Spermien mit enem Verdinner, der enen Zusatz von Seminalplasma
schlechter Befruchter (F/V) enthielt, konserviert wurden. Dabei konnten Wechsawirkungen
zwischen den Spermien und dem heterologen Seminalplasma eine Rolle spielen, wie sie schon
Heydorn u. Pauffler (1976), Heydorn et al. (1977), Conrad u. Zeuner (1978) und Seidl u. Hey-
dorn (1978) in verschiedenen Mischspermakombinationen schilderten. Dabel soll es sich um
Reaktionen individual spezifischer Faktoren der Spermien mit korrespondierenden Faktoren des
Plasmas handeln. Derartige Vorgange wirden die Eigenmotilitét und Stoffwechse prozesse der
Spermien und somit eine erfolgreiche Befruchtung der Eizelle hemmen. Die Verwendung von

Seminalplasma als Verdinnerzusaiz bedarf demnach gezielter Eberkombinationen. Weitere
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Untersuchungen mufdten folgen, um zu prifen, ob das Seminal plasma guter Befruchter generell
einen positiven Einfluf? auf das Befruchtungsgeschehen ausiibt oder ob nach weiteren Kriterien

gesucht werden muf3, die ein as Verdinnerzusatz geel gnetes Seminal plasma auszei chnen.

Diein unserem Versuch erreichten Befruchtungsraten sind mit denen anderer Arbeiten (Andra-
de Moura, 1988; Pefia Alfaro, 1988; Willmen, 1989; Rabeler, 1990; Guilen Soares, 1995) nur
unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen Methoden vergleichbar. Wir verwendeten Semi-
nalplasma als Verdinnerzusatz (mit einem Anteil von 30 %) und inseminierten derartig fliissg-
konserviertes Sperma; Andrade Moura (1988), Pefia Alfaro (1988), Willmen (1989), Rabeler
(1990) und Guilen Soares (1995) infundierten 50 bzw. 60 ml Seminalplasma vor der eigentli-
chen Insemination. Sie erreichten mit diesem Verfahren, ungeachtet zum Teil unterschiedlicher
Spermiendosierungen, Befruchtungsraten von 92,1; 90,0; 95,0; 85,2 bzw. 94,5 %, die somit
weit Uber der in eilgenen Versuchen erzielten (70,6 %) liegen. Auch die Gruppe mit der hoch-
sten Befruchtungsrate (82,9 %) erlangt nicht die Werte die 0.g. Autoren (Andrade Moura,
1988; Pefia Alfaro, 1988; Willmen, 1989; Rabeler, 1990; Guilen Soares, 1995) ermittelten.

Dabe hat mit Wahrscheinlichkeit auch die Anwendung der Ovulationssynchronisation zu Un-
terschieden zwischen den von uns und den von o.g. Autoren (Andrade Moura, 1988; Pefia
Alfaro, 1988; Willmen, 1989; Rabeler, 1990; Guilen Soares, 1995) erreichten Befruchtungsra-
ten gefuhrt. So erbringen hormonbehandelte Sauen zwar eine héhere Ovulationsrate a's spon-
tanrauschende (Jacob u. Elze, 1989), jedoch ist dadurch der Ovulationszeitraum verléngert
(Cheng, 1981), was mit einem Anstieg der Anzahl der degenerierten und von der Norm abwel-
chenden Embryonen, insbesondere in den ersten drei Tagen p.ovul. einhergeht (Dziuk u. Polge,
1962; Jacob u. Elze, 1989). Bel Tieren mit mehr as 36 Ovulationen stellte Hunter (1966) am
vierten Tag p.c. starke Embryonenverluste fest. Fur synchronisierte Jungsauen geben Jacob u.
Elze (1989) im Mitte 19,7 Ovulationen an, fir spontan rauschende 14,7. Cheng (1981) nennt
fur hormonbehandelte Jungsauen Durchschnittswerte von 22,6 (? 10,6) Ovulationen. Pefia
Alfaro (1988), Willmen (1989), Rabder (1990) und Guilen Soares (1995) besamten Jungsauen
in natdrlicher Rausche und ermittelten 183 C. I. bei 18 Sauen (entspr.10,2 Ovul./Sau), 372 C. .
bei 30 Sauen (entspr. 12,4 Ovul./Sau), 231 C. |. bei 18 Sauen (entspr. 12,8 Ovul./Sau) bzw.
13,9 Ovulationen pro Sau, wir hingegen 24,6; wodurch die Einfluf3grof3e ,, Ovulationssynchro-
nisation® deutlich gemacht wird. Die geringere Befruchtungsrate, die wir in unserem Versuch
erzidten, kann moglicherwe se durch den aufgrund der hohen Ovulationsrate hervorgerufenen

Angtieg der Anzahl der anomalen Embryonen bedingt sein und wére dann nur relativ.



Denkbare Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse der eigenen und anderer Arbeiten
(Andrade Moura, 1988; Pefia Alfaro, 1988; Willmen, 1989; Rabder, 1990; Guilen Soares,
1995) ist auch die Sperma- und Seminal plasmaapplikation. Da wir Seminalplasma als Verdin-
nerzusatz verwendeten, kamen Spermien und heterologes Seminal plasma unmittelbar in Beriih-
rung, was laut Heydorn u. Pauffler (1976) sowie Seidl u. Heydorn (1978) Wechselwirkungen
einschliel}en kann. Durch die zeitlich getrennte Verabreichung von Spermien und Seminalplas-
ma in den Versuchen von Andrade Moura (1988), Pefia Alfaro (1988), Willmen (1989), Rabe-
ler (1990) und Guilen Soares (1995) war ein direkter Kontakt zwischen beiden Komponenten
verhindert worden.

Zid der Arbeiten 0.g. Autoren (Andrade Moura, 1988; Pefia Alfaro, 1988; Willmen, 1989;
Rabeler, 1990; Guilen Soares, 1995) und Grund deren methodischen Herangehensweise war
die Untersuchung des Einflusses des Seminalplasmas auf die Ovulationsvorverlegung. Eine
solche ist lediglich be intrazervikaler Seminalplasmaapplikation zu Beginn der stehenden Rau-
sche zu erwarten; spéter laufen die Vorgange, die zur Ovulation fihren, schon automatisiert ab
(Weitze et al., 1990; Waberski, 1995). Eine getrennte Verabreichung von Sperma und Semi-
nalplasma besitzt jedoch keine Praxisrelevanz, da ein zu grof3er Aufwand gefordert wére. Die
Bedeutung von Seminalplasma bzw. Bestandteile dessen als Verdinnerzusatz in der Praxis war
hingegen Anliegen unserer Untersuchungen. Es mifdten also welterfiihrende Forschungen ge-
tétigt werden, um unsere Ergebnisse zu Uberprifen und damit umfassendere Antworten auf die

aus der Praxis kommenden Fragen geben zu konnen.

Desweiteren erfolgte eine rektale Kotprobenentnahme bel den 24 Jungsauen des Besamungs-
versuches. Ziel war es, mogliche differenzierte Reaktionen der Sauen auf die Applikation von
Seminaplasma guter bzw. schlechter Befruchter darstellen zu kénnen, eventudle Zyklus-
anomalien zu erfassen und den Verlauf von Progesteronkonzentrationen im Kot von synchroni-
serten Jungsauen zu charakteriseren. Die Untersuchungen erfolgten durch Bestimmung von
P,-Progesteron. Bisher gibt es zu Progesteronwerten beim Schwein in erster Linie Angaben,
die aus dem Gehalt im Blutplasma ermittelt wurden (Stabenfeldt et al., 1969; Hendricks et al.,
1972; Van de Wid et a., 1981; Elsaesser, 1982; Helmond et al., 1986; Thilander u. Rodri-
guez-Martinez, 1989; Dierkes, 1991; Wilkes, 1991).

Die Hormonanalyse lief3 einen auf die beginnende Gelbkoérperaktivitét zuriickzufihrenden An-
stieg der mittleren P,-Progesteronwerte aller Sauen ab dem Tag O (Ovulation) verzeichnen. Im
peripheren Blut stellten Van de Wid et al. (1982) bereits am zweiten Tag nach dem LH-Peak
erhohte Progesteronwerte fest. Stabenfeldt et al. (1969) sprachen von einem Anstieg am drit-
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ten und vierten Tag nach Ostrusbeginn, welchem ein steiles Anwachsen der Werte am sieben-
ten und achten Tag folgt.

Ein Vergleich der durchschnittlichen P,-Progesteron-Konzentrationen der vier Sauengruppen
unseres Versuches zeigte, dal3 die Werte der Sauengruppe, die Sperma der Variante F/V er-
hidt, stets niedriger waren als die der anderen Gruppen. Erst ab dem Tag 1 wurden in dieser
Sauengruppe im Mittel mehr als 100,0 ng P,- Progesteron pro g Kot erreicht. Interessant ist in
diesem Zusammenhang, dal die Sauen, die Sperma der Variante F/V erhielten, zudem die von
allen niedrigste Ovulations- und Befruchtungsrate erzidten. Es scheinen zuféllig in dieser
Gruppe mehrere Tiere mit einem individud |l niedrigen Progesteronspiegel zu sein, was auch mit
der Erscheinung der geringen Ovulationsrate einhergeht. Ob die zudem geringe Befruchtungs-
rate unter anderem auch eine Reaktion auf die Applikation des Spermas des guten Befruchters
unter Zusatz des Seminalplasmas schlechter Befruchter zum Verdinner sein kann, 18/ sich
anhand dieser Untersuchungen kaum sagen. Bel ener niedrigen Ovulationsrate wére eine ge-
ringe Anzahl anomaler Embryonen zu vermuten (Dziuk u. Polge, 1962; Jacob u. Elze, 1989),
was folglich eine hohere Befruchtungsrate bewirken wirde. Die trotzdem geringe Befruch-
tungsrate konnte eine Antwort auf die Applikation dieser Sperma-Seminal plasma-Kombination
sein. Jedoch ist auch daran zu denken, dal? die Probandinnen dieser Sauengruppe eine grof3e
Anzahl befruchtungsunfahiger Eizellen freigesetzt haben kodnnten. Die Sauengruppen, die
Sperma mit zusatzlichem Seminalplasmaanteil guter Befruchter (F/F, V/F) im Verdinner er-
hielten, erbrachten mit 629,0 bzw. 519,5 ng/G die hdchsten P,- Progesteronwerte am Tag 3.
Aus der Literatur ist bekannt, das ene intrauterine Infuson von Seminalplasma zu eéinem An-
stieg der PGF2?-Konzentrationen in der Uterusvene fihrt (Claus et a., 1987; Zattl, 1988,
Dierkes, 1991; Wilkes, 1991). Dies wurde als spezifischer Effekt der im Seminalplasma ent-
haltenen Ostrogene eklart. Diese kénnen die Wirkung der intrafollikular gebildeten
Prostaglandine auf die Ovulationsaud 6sung verstarken (Zéttl, 1988; Claus, 1989), jedoch ist
en derartiger Mechanismus nur bei Seminal plasmaapplikationen zum Zeitpunkt des Beginns
der Brunst wirksam (Weitze et al., 1990a; Waberski, 1995). Die Seminalplasmagaben in unse-
rem Versuch hétten, um die Ovulation und damit die Gelbkorperbildung sowie Progesteronse-
kretion entscheidender beeinflussen zu konnen, 24 Stunden friher erfolgen missen. Dabel wé
re aber eine Aussage Uber die Wirkungen des Seminalplasmas als Verdinnerzusatz nicht mog-
lich gewesen. Dabei wére es vidleicht von Nutzen, wenn der Ostrogenanteil im Seminalplasma
der eingesetzten Eber bestimmt werden wirde, da dieser nach jetzigen Erkenntnissen eine we-
sentliche Rolle bel den Seminal plasmaeffekten spielt (Houang-Vu, 1987; Claus et al., 1987,
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Zottl, 1988, Claus, 1989; Everwand, 1990; Weitze et al., 1990b; Dierkes, 1991; Niemann,
1991; Wilkes, 1991; Waberski, 1994).

Die zwischen den Einzdtieren sich unterscheidenden Progesteronprofile sind Ergebnis der
nicht enheitlichen Ausgangspositionen hinsichtlich des Zyklusstandes. Nach Ovulationssyn-
chronisation der Tiere wurde letzterer auf ein relativ Ubereinstimmendes Niveau gebracht, wo-
bel jedoch individudle Einfllsse nicht vollig zu diminieren snd. Die Sau Nr. 9 zeigte keinen
Anstieg der Progesteronwerte um den Tag O herum. Die von diesem Tier erreichte Befruch-
tungsrate liegt mit 57,9 % unter dem Durchschnitt. Von den 19 wiedergefundenen Eizd-
len/Embryonen waren aber 11 normal entwickelt. Eine entsprechend dem Ovulationsregime
zeitgerechte Freisetzung der Eizellen hat somit stattgefunden. Ein gleiches Verhalten der Pro-
gesteronwerte um den Tag O war bel der Sau Nr. 21 zu beobachten. In deren Progesteronprofil
sind jedoch dre ausgesprochen hohe Gipfd zu sehen. Die niedrige Befruchtungsrate von 26,3
% deutet in diesem Fall auf eine im Rahmen der Ovulationssynchronisation nicht terminge-
rechte Freisetzung der Eizellen hin. Ein Ansteigen der Progesteronwerte schon ab dem Tag -2
war bel den Sauen Nr. 13 und 14 zu beobachten. Die Probandin Nr. 13 wies eine Befruch-
tungsrate von 51,7 % auf. Eine verfrihte Ovulation wére demnach zu vermuten. Keine der
acht ovulierten Eizellen der Sau Nr. 14 war befruchtet. Dies deutet auf eine abweichende Re-
aktion der Sau auf die Ovulationssynchronisation hin. Individuele Besonderheiten in physiolo-
gischer bzw. endokrinologischer Hinsicht sind wahrscheinlich. Das abweichende Verhalten des
Progesteronanstieges um den Ovulationszeitpunkt herum bel den Probanden (Sauen Nr. 9, 13,
14, 21) kann kaum als eine Reaktion auf die Applikation von Seminalplasma guter bzw.
schlechter Befruchter gewertet werden. Auch hierfir sind als Ursachen individudle Faktoren
anzunehmen. Die Bestimmung des Kotprogesterongehaltes ist aber als geeignete Methode an-
zusehen, mit welcher das Zyklusgeschehen der Sau kontrolliert werden kann.

Desweiteren ist aufgrund der zum Teil recht betréchtlichen Schwankungen des Progesteron-
piegels einzener Tiere innerhalb kurzer Zeitrdume; auch nur eines Tages, zu vermuten, dal3
Progesteron mit dem Kot nicht kontinuierlich ausgeschieden wird. Deshalb wére es fur folgen-
de Versuche ratsam, mit grof3eren Stichprobenumféngen zu arbeiten und die Kotproben in kiir-
zeren Absténden zu entnehmen, um moglicherweise so den Verlauf detailierter untersuchen zu

konnen.
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Zid des Vorversuches der Versuchsreithe Il war es zu untersuchen, ob Unterschiede hin-
schtlich der Wirkung verschiedener Seminalplasmaanteile im Verdinnermedium (O, 10, 20
bzw. 40 %) auf die Spermienmoatilitét existieren.

Die Spermienmcatilitét in den Proben, die mittels Verdiinner mit Seminalplasmazusatz (B, C
und D) konserviert worden sind, war nach 72-stiindiger Spermalagerung im Haltetest signifi-
kant hoher alsin denen, die Verdinner ohne Seminalplasmaanteil (A) enthieten. Zwischen den
Varianten mit Seminalplasmaanteil im Verdinner gab es hinschtlich des Anteils maotiler Sper-
mien keine statistisch gesicherten Unterschiede. Dementsprechende Ergebnisse lieferten auch
die Thermoresi stenztests nach 24- bzw. 72-stiindiger Spermalagerung. Hier zeigte die Variante
ohne Seminalplasmazusatz zum Verdinnermedium (A) zu jedem Zeitpunkt der Untersuchun-
gen signifikant geringere Matilitdtswerte as die Varianten mit Seminal plasmaanteil, zwischen
denen es wiederum keine statistisch gesicherten Unterschiede gibt.

In Anbetracht dieser Ergebnisse scheint eéin Seminalplasmazusatz zum Eberspermaverdiinner
beziiglich der Konservierbarkeit und der Erhaltung der Spermienmoatilitét Gber 72 Stunden po-
gtiv wirksam zu sein; vorausgesetzt, das Seminaplasma ssammt aus Ejakulaten mit hohen
Motilitétswerten. Eine weitere Verbesserung durch Erhéhung des Seminal plasmaanteils von 10
auf 20 bzw. 40 % konnte nicht erreicht werden. Bestimmte natiirliche Inhaltsstoffe des Semi-
nalplasmas scheinen somit in der Lage zu sein, den Stoffwechsd der Eberspermien tiber einen
langeren Zeitraum zu aktivieren und eine erhthte Matilitét zu induzieren. Dies beweisen auch
die hohen Matilitdtswerte im Halte- (60 % und mehr) sowie im Thermores stenztest (Werte um
70 %) nach 72-stuindiger Lagerung.

Hinweise auf einen konzentrationsabhangigen Einflufld von Seminaplasma im Verdinner gaben
schon Tso u. Lee (1980). Durch Waschen in Tris-HCl immotil gewordene Eberspermien ver-
setzten se mit Puffern, die unterschiedliche Seminalplasmaanteile enthielten. Der Effekt der
Motilitatswiederherstellung setzte bereits bel 0,1 % der origindren Seminal plasmakonzentration
ein, die urspringliche Matilitat wurde aber erst bei 10 % erreicht.

Thematisch den eigenen dhnlich gelagerte Versuche gibt es von Ahlemeyer et al. (1991), Braun
et a. (1994) und Rommel et al. (1995) mit Sperma vom Hengst. Bel Ahlemeyer et al. (1991)
nahm die Auftaumctilitat mit zunehmendem Seminalplasmaantel (5 %, 10 %, 15 %) sgnifikant
ab, aber auch das Absaugen des gesamten Flissigkeitsiiberstandes (98 %, somit 2 % Seminal-
plasma) wirkte sich @nlich reduzierend auf die Beweglichkeit der Spermien aus. Bei Braun et
al. (1994) zeigte die Variante mit dem hochsten Seminalplasmaantell (0 %, 5 %, 25 %) Uber
den gesamten Kontrollzeitraum (48 h) hinweg bessere Matilitétswerte als die anderen. Rommel
et a. (1995) stellten bel enem Seminalplasmaanteil von 25 % im Verdiunner eine Erhéhung der
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Geschwindigkeit der Vorwartsbewegung fest. Vitt (1996) konnte bei Versuchen mit gefrier-
konserviertem Bullensperma eine Verbesserung der Spermienmoatilitdt durch Seminal plasmazu-
satz erreichen.

In Auswertung unserer Versuche 183 sich vermuten, dal? ein Anteil von 10 % Seminaplasma
im Verdinner schon ausreichend ist, um diesen motilitétsstimulierenden Effekt zu provozieren.
Die Ergebnisse der Untersuchungen unterstreichen die Forderung, dal3 man in der Ebersperm-
aproduktion beim Verdinnungsproze3 der Ejakulate dem Seminalplasma mehr Beachtung
schenken sollte. Weitere Forschungen zur Konzentrationsabhéngigkeit der moatilitétsstimulie-
renden Wirkung waren mit Sicherheit von praktischem Interesse. Ob aber ein direkter Semi-
nalplasmazusatz zum Verdinner praktische Bedeutung erlangen kann, ist fraglich. Dabei spie-
len mit hoher Wahrscheinlichkeit 6konomische und hygienische Gesichtspunkte eine Rolle.

An dieser Stelle sai aber der Einsatz des Bovinen Serumalbumins in der Ebersamentl tissigkon-
servierung erwahnt, der den bisher grofiten Erfolg bei den Bemiihungen, die Uberlebensrate
der Spermien in flussigkonserviertem Sperma zu verbessern, darstellt (Stéhr u. Nehring, 1997).
Infolge ener Rethe von Untersuchungen kann dem BSA eine matilitétsstimulierende und -
konservierende Wirkung zugeschrieben werden (Lindholmer u. Eliasson, 1974; Baas et al.,
1983; Shannon et al., 1983; Schaap, 1987; Waberski, 1988; Dirksen, 1991). Aufgrund des
Vergleichs des BSA mit vitalen Seminalplasmakomponenten (Lindholmer, 1974; Harrison et
al., 1982; Schaap, 1987) ist am ehesten vorstelbar, dal? man nach Identifizierung der motili-
tatsstimulierenden Faktoren des Seminalplasmas, diese synthetisiert und dem Flissigverdinner
beigibt (Waberski, 1996) und so moglicherweise einen weiteren bedeutsamen Schritt in der

Entwicklung der Konservierungsmedien fir Ebersperma gehen kann.

Der Besamungsversuch der Versuchsreihe Il (Feldversuch) diente der Untersuchung der Wir-
kungen eines bestimmten Seminalplasmaanteils im Verdinnermedium auf die Befruchtungser-
gebnisse unter Praxisbedingungen. In Anbetracht der Resultate des Vorversuches wurden
hierfir als Versuchsverdinnervarianten das BTS-Medium ohne sowie mit 40 % Seminalplas-
maanteil ausgewahlt. Zwar ergaben sich zwischen den verschiedenen Seminalplasmakonzen-
trationen (10 %, 20 %, 40 %) in vitro keine signifikanten Unterschiede, aufgrund einer Ver-
deutlichung mdglicher In-vivo-Unterschiede zwischen dem Verdinner ohne und dem mit Se-
minal plasma fiihrten wir den Feldversuch mit diesen Varianten durch.

Zudem wurde jeweils eine Probe jeder Spermaportionsvariante im Haltetest und im Thermore-

sstenztest jeweils nach 24- bzw. 72-stiindiger Spermalagerung untersucht, um parallel zu den
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Besamungsergebnissen, Hinweise zum Moatilitétsverhalten derartig konservierter Spermien
unter Praxisbedingungen zu erhalten.

Im Versuchsteil 1 (Varianten E und F) waren die Mctilitétswerte der Variante ohne Seminal-
plasmazusatz zum Verdiunner (E) im Haltetest nach 24-stiindiger Spermalagerung geringflgig
besser als die der Variante mit 40 %igem Seminalplasmaanteil (F) (Seminalplasma von guten
Befruchtern im Feld). Die Unterschiede (? = 0,05) waren jedoch nicht statistisch zu sichern.
Nach 72-stiindiger Spermalagerung waren jedoch in den Proben der Variante ohne Seminal-
plasmazusatz zum Verdinner (E) signifikant mehr Spermien beweglich as in denen der Vari-
ante mit Seminalplasmaanteil (F).

Im Thermoresistenztest nach einer Lagerungsdauer von 24 Stunden hingegen erbrachten die
Proben der Versuchsvariante mit Seminalplasmazusatz zum Verdinner (F) zu jedem Untersu-
chungszeitpunkt héhere Spermienmotilitétswerte als die der Spermaproben, die mit dem semi-
nalplasmafreien Verdinner (E) konserviert worden waren. Die Unterschiede sind statistisch
gesichert (? = 0,05). Ein anderes Ergebnis wurde nach 72-stiindiger Spermalagerung erreicht,
wo die Matilitétswerte in der Variante mit seminalplasmafreiem Verdinner (E) signifikant ho-
her waren asdie der Vergleichsvariante (F).

Auffallend war der starke Abfall der Matilitdtswerte der Spermien in beiden Varianten vom
Beginn bis zum Ende des Thermoresistenztests. Lediglich im Thermoresistenztest nach 72-
stiindiger Spermalagerung war eine relativ lange Uberlebensdauer der Spermien bei Konservie-
rung mit BTS ohne zusétzlichen Seminaplasmaantell ersichtlich. Dabe ist aber zu beachten,
daf3 die Spermienmoatilitdt schon zu Beginn des Thermoresi stenztests mit 39,4 % (E) bzw. 26,2
% (F) recht niedrig war.

Moglicherweise waren in dem zugesetzten Seminalplasma dieser Eber nur geringe Mengen der
Substanzen enthalten, die die Matilitdt stimulieren und aufrechterhalten. Nach 72-stiindiger
Lagerung war gegeniber der Variante ohne zustzlichen Seminalplasmaantell im Verdinner
kein positiver Effekt mehr erkennbar. Die stimulierenden Stoffe, Nahrstoffe oder Katalysato-
ren, waren zu diesem Zeitpunkt aufgebraucht. Es ist jedoch auch zu erwéhnen, dal3 das Semi-
nalplasma von Ebern ssammt, die aufgrund ihrer guten Befruchtungsergebnisse im Feld und
nicht ihrer Spermienmoctilitétswerte salektiert wurden. Es wére also denkbar, dal3 in diesem
Seminalplasma spermienmotilitétsstimulierende Stoffe nicht in dem Mal3 vorhanden waren,
um Fremdspermien ausreichend zu aktivieren. Die relativ niedrigen Motilitdtswerte der Sper-
mien in beden Verdunnervarianten sowohl im Halte- als auch in den Thermoresstenztests
deutet aber auch auf eine nicht zufriedenstellende Spermaqualitéat hin. Dies verdeutlicht auch

der Vergleich mit Ergebnissen der anderen Laboruntersuchungen dieser Arbeit. Ob dies durch
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eine zu hohe Belastung der Besamungseber oder mdglicherweise Mange in der Fltterung be-
grindet ist, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden.

Der Grund fur die tendentiell gegensétzlichen Ergebnisse des Halte- und des Thermoresistenz-
tests nach 24-stiindiger Spermalagerung ist am ehesten in der unterschiedlichen Methode zu
suchen. Im Haltetest werden die Spermien aus der bei 17°C gelagerten Probe enthommen und
auf ein bel 40°C vortemperierten Objekttrager gegeben; im Thermoresistenztest erfolgt letzte-
res nach langerer Inkubation der Spermien bel 40°C. Die Reaktionen der Spermien auf diese
Einflisse konnen demnach unterschiedlich sein. Die Ergebnisse der Thermores stenztests soll-
ten als aussagekréftiger betrachtet werden als die der Haltetests, da sie unter dem Milieu im
weiblichen Genitale mehr entsprechenderen Bedingungen ermittelt worden sind.

Etwas anders stellten sich die Ergebnisse im Versuchstell 2 (Varianten E und G) dar. Hier
wies die Variante mit Seminalplasmazusatz zum Verdinner (G) (Seminalplasma aus Ejakul aten
eines Ebers mit hohen Spermienmoatilitétswerten) sowohl im Haltetest nach 24- als auch nach
72-stindiger Spermal agerung hohere Matilitatswerte auf a's die ohne Seminalplasmaanteil (E).
Die Differenzen sind aber statistisch nicht abzusichern (? = 0,05). Im Thermoresistenztest ist
der Antell motiler Spermien in den Proben der Variante mit Seminalplasmaanteil im Verdinner
(G) sowohl nach 24- als auch nach 72-stindiger Spermal agerung signifikant héher alsin denen
der Variante E. Die Spermienmoatilitdtswerte in diesem Versuchsteil waren relativ hoch. Zwar
fidlen die Werte in beiden Thermoresistenztests vom Beginn bis zum Ende ab, die Uberlebens-
dauer ist aber dennoch als gut zu beurteilen.

Das Seminalplasma firr diesen Versuchsteil ssammt von einem Eber, der Ejakulate mit Spermi-
enmotilitdtswerten zwischen 80 und 90 % lieferte. Dieses Seminalplasma erwies sich in der
Lage eine starke matilitdtsinitierende Wirkung auf Spermien in Fremdgakulaten auszuiiben.
Die bidang diskutierten spezifisch matilitétsstimulierenden Substanzen (Nehring et al., 1994)
scheinen somit in diesem Seminalplasma in ausreichenden Mengen enthalten zu sein, um Uber
léngere Zeit einen positiven Effekt auf die Spermienmoatilitét auszutiben.

Betrachtet man die Gesamtheit der Laborergebnisse dieser Versuchsreihe, so 18/% sich sagen,
dal3 auch unter Praxisbedingungen durch eine Konservierung des Spermas mit eéinem seminal-
plasmahaltigen Verdunner die Spermienmoctilitét tber einen Lagerungszeitraum von mindestens
24 Stunden verbessert werden kann. Ein dartiber hinaus anhaltender Effekt ( bis zu 72 Stun-
den) war aber nur mittels Seminalplasma bestimmter Eber zu erreichen. Dies deutet auf eber-
gpezifische Wirkungen hin.
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Die Befruchtungsergebnisse des Feldver suches lassen sich aufgrund der einheitlichen Voraus-
setzungen hingchtlich Besamungstermin und Besamer ohne Einschrankung miteinander ver-
gleichen. Durch die Anwendung der Ovulationssynchronisation wurde die Freisetzung der Ei-
zdlen zatlich gleichgeschaltet und die Besamung damit terminisiert. Dadurch entstanden gute
Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Befruchtung, was durch den Umstand, dal3 samtliche
Inseminationen von einem erfahrenen Besamer durchgefiihrt worden waren, beginstigt wur-
den.

Von den 77 Altsauen des Versuchsteils 1 (Varianten E und F), die Sperma, welches mit dem
seminalplasmafreien Verdinner (E) konserviert wurde, erhielten, ferkelten 88,3 % ab. Die Be-
samungen mit Spermaportionen, welche den seminalplasmahaltigen Verdinner (F) enthieten,
erbrachten eine etwas geringere Abferkerate von 85,7 %. Auch die Zahl der insgesamt gebo-
renen Ferkel je Wurf war in der Sauengruppe, die Sperma ohne Seminal plasmazusatz bekam,
etwas hoher als in der anderen Versuchsgruppe (9,7 (? 4,6) gegentiber 9,3 (? 4,7)). Bezogen
auf 100 Erstbesamungen wurden nach Besamungen mit Sperma, das mit seminalplasmafreiem
Verdinner konserviert worden war, in diesem Versuchstell 1 59,5 Ferkel mehr geboren als
nach Besamungen mit Sperma mit seminalplasmahaltigem Verdinner. Etwas anders verhielten
sch die Ergebnisseim Versuchsteil 2, wo zwar auch die Abferkelrate in der Sauengruppe, die
Sperma mit seminalplasmahaltigem Verdinner (G) erhielt, mit 85,7 % gegeniiber 90,5 % ge-
ringfligig niedriger ist, aber die WurfgrofRe in dieser Gruppe (G) mit 9,5 (? 4,8) gegenlber 8,4
(? 4,0) um 1,1 Ferkel hoher ist. Dadurch wurden, bezogen auf 100 Erstbesamungen, im Ver-
suchgteil 2 nach Besamungen mit Sperma, welches mittels seminalplasmahaltigem Verdinner
konserviert wurde, 54,0 Ferkel mehr geboren als nach Besamungen mit Sperma mit seminal-
plasmafreiem Verdinner. Es liegen jedoch in beiden Versuchsteilen keine sgnifikanten Unter-
schiede zwischen den Ergebnissen der jeweiligen Sauengruppen vor.

Letzteres liegt auch darin begrindet, dafd der Feldversuch in einem Bestand mit sehr stabilen
und hohen Fruchtbarkeitsergebnissen durchgefiihrt wurde. Die Kontroll-Tiere, die Sperma
ohne Seminalplasmazusatz erhidten, erbrachten mit Abferkeraten von 88,3 bzw. 90,5 % und
Ferkeindices von 838,6 bzw. 760,2 schon ausgespochen gute Ergebnisse, die nicht mehr deut-
lich verbessert werden kénnen. Zukinftige ahnliche Versuche sollten daher vidleicht an Pro-
blembestdnden oder in Zeiten verringerter Fruchtbarkeit (Sommermonate) durchgefiihrt wer-
den, um eventuelle Unterschiede deutlicher darstellen zu kénnen.

Bemerkenswert bleibt aber, dal? hinsichtlich der WurfgroRe (IGF/W) im Versuchstell 2 durch
den erhohten Seminalplasmaantell im Verdinner positive Tendenzen erkennbar sind. So wur-

den je Wurf 1,1 Ferkd mehr geboren, wenn mit Sperma besamt wurde, welches mit einem
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Verdinner konserviert war, der eéinen Seminalplasmaanteil von 40 % enthidt. Dieses Seminal-
plasma war durch einen starken motilitétsfordernden Effekt auf Spermien in Fremdeakulaten
charakterisert. Die hohere Eigenbeweglichkeit der Spermien und mdglicherweise auch die
zusétzliche Bereitstdlung natirlicher Nahrstoffe aus dem Seminalplasma tragen im positiven
Sinne zu einer erfolgreichen Befruchtung bel. Die dazu additiv wirkenden stimulierenden Ein-
fllisse von Seminalplasma auf das weibliche Genitale (Viring u. Einarsson, 1980a; Claus et al.,
1987; Houang-Vu, 1987; Z¢ttl, 1988) erziden in der Summe glnstige Voraussetzungen beim
Zusammentreffen von Ei- und Samenzelle im Zustand der vollen Befruchtungsfahigkeit. Dar-
aus resultiert die Moglichkeit, dald mehr ovulierte Eizellen erfolgreich befruchtet werden.

Hingegen hatte ein Zusatz von Seminalplasma von Ebern, die zwar gute Befruchtungsergebnis-
se im Feld gezeigt hatten, aber deren Seminalplasma nur kurzweilig (24 h) einen motilitatsfor-
dernden Effekt auf Spermien in anderen Ejakulaten aufwies, keinen positiven Einfluld auf die

Wurfgrofie. Die Ergebnisse sind durch weitere Untersuchungen zu tiberprifen.

Einen Seminalplasmaeinflul? auf die Trachtigkeitsrate und die Anzahl der Feten vermutet
Stampa (1989), schluf¥folgert jedoch aus ihren Ergebnissen, dal3 eine Seminalplasmaanwen-
dung weniger die Eigenschaften aufgetauter Spermien direkt als vielmehr den passiven Spermi-
entransport im weiblichen Genitale und das Ovul ationsgeschehen beainflufit.

In unseren Versuchen konnte ein Effekt von Seminalplasma auf Spermieneigenschaften nach-
gewiesen werden. Wir fihrten die Untersuchungen jedoch an flissigkonserviertem Sperma
durch. So konnte die Konservierungsform ein moglicher Grund fur die unterschiedlichen Er-
gebnisse sein. Hinwelse darauf erbrachte auch die Gegeniiberstellung von Ergebnissen der Ver-
suche, die Ahlemeyer et al. (1991), Braun et al. (1994) und Rommel et al. (1995) mit gefrier-
bzw. fllss gkonserviertem Hengstsperma durchfthrten.

Die generdle intrazervikale Seminalplasmaapplikation kann die Befruchtungsergebnisse bei
Stampa (1989) aber auch schon soweit positiv beeinflufét haben, dald ein Effekt des seminal-
plasmahaltigen Resuspensionsmediums nicht mehr deutlich werden konnte. Letzteres zeigte
sich be Untersuchungen von Romeney et a. (1974) seminalplasmafreéien Medien hinsichtlich
des Anteills matiler und morphologisch normaler Spermien Uberlegen. Auch Einarsson u. Vi-
ring (1973b) schrieben dem Seminalplasma eine Schutzfunktion durch Anlagerung von Protei-

nen an die Spermienoberflache zu.

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit in ihrer Gesamtheit, so zeigt sich, dal3 Seminal-

plasma aus Ejakulaten mit hohen Matilitétswerten eine steigernde Wirkung auf die Matilitét
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von Spermien aus Fremdgakulaten hat. Als Verdinnerzusatz hatte derartiges Seminalplasma
beziiglich der Spermakonservierung und Erhaltung der Spermienmotilitét Gber 72 Stunden
einen postiven Einflul. Dabel scheint eén Seminalplasmaantell von 10 % im industrieméldig
hergestellten Verdinner ausreichend zu sein. Seminalplasma aus Ejakulaten guter Befruchter
konnte al's Verdiinnerzusatz eine positive Wirkung auf die Spermienmoatilitét nur Uber 24 Stun-
den aufrechterhalten. Soweit die Ergebnisse die Aussage zulassen, ist ein Seminal plasmazusatz
zum industriem&ldig hergestellten Verdinner als positiv zu beurteilen. Inwieweit eine praktische
Relevanz vorliegt, oder welche spezifisch wirksamen Substanzen synthetisiert und zugesetzt
werden kénnten, miften weitere Untersuchungen ergeben.

In der Gesamtbetrachtung der Ergebnisse sollte aber auch bemerkt werden, dal3 die Werte der
Halte- und Thermoresistenztests zwischen den verschiedenen Versuchen tellweise stark
schwanken. Grinde dafir sind mit Wahrscheinlichkelt die Unterschiede im verwendeten Tier-
material.

Seminalplasma guter Befruchter als Zusatz zum Verdinner scheint die Befruchtungsrate posi-
tiv zu beeinflussen. Aber auch Seminalplasma schlechter Befruchter zeigte sich in unseren Ver-
suchen als geeignet, jedoch konnte mit letzterem nur in homologer Verdiinnungsvariante eine
hohe Befruchtungsrate erreicht werden. Es ist zu vermuten, dal3 Wechselwirkungen zwischen
Spermien und Seminalplasma existieren, die sich negativ auf den Befruchtungsvorgang auswir-
ken. Gleiches wurde bel Mischspermaeinsatz beobachtet, woraus die Forderung nach gezielten
Eberkombinationen entstand. Seminal plasma aus Ejakulaten mit hoher Spermienmoatilitdt zeigte
als Verdunnerzusatz positive Effekte auf die Wurfgroiie.

Die P,- Progesteronbestimmung im Kot erwies sich als geeignet, versuchsbegleitend die Zy-
klus- und Gelbkorperaktivitét der Sauen zu kontrollieren. Weitere Untersuchungen muf3ten
zeigen, ob es Zusammenhange zwischen der Seminalplasmaapplikation und der Progeste-
ronausscheidung mit dem Kot gibt, was sich in unseren Versuchen moglicherwei se bereits an-
deutete.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen folgende Schluf¥folgerungen fur die weitere Forschung
beztiglich der Wirkungen des Eberseminalplasmas zu. Es miissen auch kiinftig Untersuchungen
zum motilitatsinitiierenden Effekt und dessen Eberspezifitét durchgefihrt werden, um noch
vorhandene Wissendiicken zu schlief3en. Zudem sollte man versuchen, die Komponenten im
Seminalplasma zu finden, die die eberspezifischen Wirkungen im Moatilitétsverhalten bedingen.
Desweiteren wére zu prifen, inwieweit diese vermeintlichen Faktoren in der Lage sind, die

Befruchtungsfahigkeit von Sperma zu beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

Das Zid dieser Arbet bestand darin, weitere Hinweise zu Einflissen des Seminalplasmas auf
die Spermienmoatilitdt und das weibliche Genitale unter besonderer Berticksichtigung der Eber-
spezifitdt zu geben. Dabe wurde das Seminalplasma mit Hinblick auf praktische Anwen-
dungsmoglichkeiten as Zusatz zum Eberspermafllissigverdiinner getestet. Die Versuchsreihe |
diente der Untersuchung des Einflusses von Seminal plasmaaustausch zwischen den Ejakulaten
jewells zweler Eber auf die Spermienmatilitét in vitro und das Befruchtungsvermogen in vivo.
Die Wirkungen auf das Spermienmoatilitétsverhalten wurden in enem Thermoresistenztest
Uberprift. Desweiteren wurden Jungsauen mit Sperma eines guten bzw. schlechten Befruchters
mit Zusatz homo- oder heterologen Seminalplasmas zum Verdinnermedium besamt und an-
hand der wiedergefundenen Eizellen und Embryonen der Befruchtungserfolg ermittelt. Im
Verlaufe des Versuches sind den welblichen Tieren Kotproben zur Ermittlung des Ps-
Progesterongehaltes entnommen worden, um Reaktionen der Sauen auf die Applikation von
Seminalplasma guter bzw. schlechter Befruchter und die Ovulationssynchronisation beobachten
zu konnen. Zid der Versuchsreihe Il war es, die Wirkungen eines bestimmten Anteils Seminal-
plasma im flissigkonservierten Ebersperma auf die Matilitét der Spermien und die Befruch-
tungsergebnisse néher zu charakteriseren, wobel auch die Eberspezifitét Berticksichtigung
fand. Dazu dienten im Vorversuch Ejakulate von fiinf Ebern, die mit Verdinnern versetzt wur-
den, welche 0 %, 10 %, 20 % bzw. 40 % Seminalplasma enthielten. Im Feldversuch sind 196
Altsauen mit Sperma besamt worden, welches mittels seminalplasmafreien bzw. -haltigen (SP-
Anteil 40 %) Verdinnermedien konserviert war. Im ersten Versuchstell des Feldversuches kam
als Zusatz Seminalplasma von neun Vatertieren, die gute Befruchter im Feld waren, zur An-
wendung; im zweiten Versuchsteil Seminaplasma nur eines Ebers, welcher in vorhergehenden
Untersuchungen einen konstanten motilitatsstimulierenden Effekt seines Seminalplasmas auf

Fremdspermien aufwies.

Es wurden folgende Ergebnisse erzidt:
Heterologes Seminalplasma kann im Vergleich zu homologem den Anteill motiler Spermien
unterschiedlich beeinflussen. Dabel hatte Seminalplasma aus Ejakulaten mit guten Moatili-

tatswerten motilitétssteigernde Effekte und war hinsichtlich der Wirkung auf die Bewe-

gungsaktivitét von Samenzellen seminalplasmafreien Medien deutlich Uberlegen.
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Besamungen von Jungsauen mit Spermien von guten bzw. schlechten Befruchtern, die mit
einem Verdunner konserviert wurden, der eéinen 30 %igen Anteil Seminal plasma eines guten
Befruchters enthiet, erbrachten hohe Befruchtungsraten (70,1 (£ 31,3) % bzw. 77,7 (£
19,6) %). Wurde als Verdinnerzusatz Seminal plasma eines schlechten Befruchters verwen-
det, so erzielten nur die Besamungen mit derartig konserviertem homologen Spermien 8hn-
lich hohe Befruchtungsraten (82,9 (x 29,2) %). Die Befruchtungsrate der Sauen, die mit
letztgenanntem Seminalplasma-Verdinner-Gemisch konservierte heterologe Spermien er-
hidten, lag bel nur 53,0 (+ 34,7) %. Die Unterschiede sind statistisch nicht gesichert (? =
0,05).

Im Rahmen dieses Besamungsversuches konnte gezeigt werden, dal3 die Methode der Ps-
Progesteronbestimmung im Kot geeignet ist, Kenntnisse Uber die Zyklusaktivitéat der Sau zu
liefern und die Gelbkorperaktivitdt zu kontrollieren. Ein Zusammenhang zwischen der Se-
minal plasmaapplikation guter bzw. schlechter Befruchter und der Progesteronausscheidung
mit dem Kot lief3 sich nicht auffinden.

In Laborversuchen wirkte sich ein Seminalplasmazusatz zum Verdinner beziiglich der
Spermienmotilitét Uber eine Lagerungsdauer von 72 Stunden positiv aus. Dabel gab es zwi-
schen den verschiedenen Seminalplasmaanteilen (10 %, 20 % und 40 %) keine signifikanten
Unterschiede. Bel Verwendung von Ejakulaten aus der routinemal3igen Spermaproduktion
konnten generelle matilitdtsstimulierende Effekte eines Seminalplasmazusatzes zum Ver-
dinner (SP-Anteil 40 %) nur wahrend eines Lagerungszeitraumes von 24 Stunden regi-
gtriert werden. Einen signifikant positiven Einfluld Gber 72 Stunden hinweg hatte nur Semi-
nalplasma eines bestimmten Ebers, der bestandig deutlich spermienmotilitétsstimulierendes
Seminalplasma lieferte.

Die Besamung von Altsauen mit Sperma, welches mittels seminalplasmafreien bzw. -
haltigen Verdiinnermedien konserviert wurde, erbrachte hinsichtlich der Abferkdraten (Ver-
suchsteil 1: 88,3 % bzw. 85,7 %; Versuchstell 2: 90,5 % bzw. 85,7 %), der Ferkdindices
(Versuchgtell 1: 838,6 bzw. 762,7; Versuchstell 2: 760,2 bzw. 771,3), dem Produkt aus
AFR und IGF/W (Versuchstell 1: 856,5 bzw. 797,0; Versuchstell 2: 760,2 bzw. 814,2) gute
Ergebnisse. Signifikante Unterschiede existieren nicht. Tendentiell positive Einfllisse eines
Seminal plasmazusatzes zum Verdinnermedium sind nur bei der Wurfgroi3e (+ 1,1 Ferkel)

im zweiten Versuchstell zu erkennen.
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6 Summary

Effects of boars’ seminal plasma as an additive to semen diluents on sperm motility in
vitro and mating ability in vivo, while paying particular attention to boars characteri-

stics

The aim of this dissertation is to present further information on the effects of boars” seminal
plasma on sperm moetility and female genitals, while paying particular attention to the boars’
characteristics.

On this occasion the seminal plasma was tested with regard to practical applicability as an ad-
ditive to boar semen diluentsin liquid form.

The first series of tests served to analyse the effect of semina plasma exchange among gacu-
lates of two boars on the sperm moatility in vitro and mating ability in vivo. The effects on
sperm motility were examined in a thermostability test.

Furthermore, gilts were inseminated with sperm of either a good or a bad service boar with an
additive of homologous or heterologous seminal plasma in the diluent. Success of fertility was
determined by the number of recovered ova and embryos.

In the course of the test, faeces were taken from the gilts to determine the P,- progesterone-
content. That was carried out to observe reactions of gilts to the application of seminal plasma
from good or bad service boars and of ovulation synchronisation.

The objective of the second series of tests was to characterize the effect of a determinate part
of seminal plasma in the fluid-preserved semen of boars on sperm moatility and fertilisation re-
sults, whereby boar specificity was also considered. Ejacul ates from five boars were used in the
preliminary test for this, having first been treated with diluents containing 0 %, 10 %, 20 % or
40 % seminal plasma.

In field trials 196 sows were inseminated with semen, which had been preserved with diluents
containing ether some 40 % or no seminal plasma. In the first part of the trial we additionally
used seminal plasma from nine sires, which were good service boars in practice. In the second
part we used semina plasma from only one boar, whose seminal plasma in previous experi-

ments had shown a constant stimulating effect on the motility of foreign sperm.

We subsequently obtained the following results:
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Homologous and heterologous seminal plasma can have different effects on the portion of
movable sperms. Seminal plasma from gaculates with a high sperm motility enhanced the
motility of foreign sperms and was superior to diluents containing no seminal plasma with
regard to the effect on activity of movement by sperm cells.

Inseminations of gilts with the sperm of both good and poor service boars, which had been
preserved with diluents, which contained 30 % seminal plasma of a good service boar, re-
sulted in high conception rates (70,1 (? 31,3) %or rather 77,7 (?19,6) %). When semina
plasma from a poor service boar was used as an additive for diluents, only inseminations
with such preserved homologous sperms obtained similar high conception rates (82,9 (?
29,2) %). The conception rate of sows, which were inseminated with preserved homolog-
ous sperms through the above mentioned mix of seminal plasma and diluent, was only 53,0
(? 34,7) %. Differences have not been proved by statistics (? = 0,05).

These insemination attempts shared that with P,- progesterone-determination in faeces, it is
possible to obtain information about the cycle activity of sows and to check the activity of
corpus luteum. No connexion was found between the application of seminal plasma from
good and poor service boars and the excretion of progesterone through faeces.

In laboratory experiments the additive of seminal plasma to diluent showed a positive effect
on sperm motility when stored for 72 hours. In these studies no significant differences were
found between the various semina plasma portions in diluent (10 %, 20 %, 40 %). When
gaculates from routine sperm production were used, a generally stimulating effect of semi-
nal plasma additives to diluent (seminal plasma 40 %) on sperm motility could only be
shown during a storage period of about 24 hours. Only the seminal plasma of a determinate
boar which clearly and constantly stimulated sperm motility had a significantly positive ef-
fect after 72 hours.

The insemination of adult sows with semen, which had been preserved with diluents contai-
ning either some or no seminal plasma achieved good results as regards farrowing rates (ex-
perimental ratio 1: 88,3 % or rather 85,7 %; experimental ratio 2: 90,5 % or rather 85,7 %),
piglet indices (experimental ratio 1: 838,6 or rather 762,7; experimental ratio 2: 760,2 or
rather 771,3) and product of the farrowing rate and the size of the litter (experimental ratio
1. 856,5 or rather 797,0; experimental ratio 2: 760,2 or rather 814,2). There are no signifi-
cant differences. Tendentioudy positive effect of a seminal plasma additive to diluent were

only seen in the size of litter (+ 1,1) in the experimental ratio 2.
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8 Anhang

8.1 Anhang A

Selektion der Versuchseber fir den Besamungsversuch (Versuchsreihel)

Fur jeden der 60 Pietraineber des Bestandes wurden die Befruchtungsergebnisse (FI, AFR,
IGF/W) Uber einen einjahrigen Besamungszeitraum (6/1994 bis 6/1995) hinweg ermittelt. Da-
nach erfolgte die Selektion von 12 Ebern mit guten und vier Ebern mit auffallend schlechten
Ergebnissen. Dem Zwecke der weiteren Auswahl dienten je vier Ejakulaten dieser Eber aus
dem routinemaldigen Absamprozel3, denen 10 ml Sperma entnommen und zur Seminalplasma-
gewinnung fir eine Laboruntersuchung verwendet wurden. Das Sperma wurde 10 Minuten
lang lang bei 770 g zentrifugiert. Der Uberstand ist anschlielRend nochmals fir 10 Minuten bei
3100 g zentrifugiert worden. Zweimal zwei Milliliter des Uberstehenden Seminalplasmas la-
gerten dann bis zum Zeitpunkt der Untersuchung bel -20°C in kleinen Plastikampullen.

Die Laboruntersuchungen umfafden Thermoresistenztests (TRT) tber 300 min bei 40°C und
Tests mit Hilfe der computerassistierten Matilitétsanalyse (CASA). Dabel war die Wirkung der
jewelligen Seminalplasmacharge auf die Spermienmotilitét nach Zugabe zu Referenzegjakul aten
von Interesse. Dazu wurden die Seminal plasmachargen im Wasserbad bei 40°C aufgetaut.

Fur die Untersuchungen mittels Thermoresistenztest wurden zwel Referenzgiakulat von einem
Eber (TRT I und II) gewonnen. Eine Hélfte dessen wurde zentrifugiert (Ejakulat 10 min bel
770 g, Uberstand 10 min bei 3100 g). Der andere Teil ist originar belassen worden. Jeweils ein
Milliliter des originéren Teils des Referenzeakulates wurde mit eéinem Milliliter des zu testen-
den Seminalplasmas vermischt. Die Kontrolle stellte die Kombination aus Referenzgakulat und
homologem Seminalplasma dar. Nach einminitiger Inkubationszeit bei 40°C erfolgte eine
Nachverdinnung mit acht Millilitern BTS. Die Proben wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60,
120, 180, 240 und 300 min unter einem Phasenkontrastmikroskop hinsichtlich ihres Matilitéts-
verhaltens beurteilt.

Fur die Messungen an der CASA kam zwel Ejakulate eines weiteren Referenzebers (CASA |
und I11) zur Anwendung. Eine Halfte dessen war zweimal zehn Minuten bei 770 g bzw. 3100 g
zentrifugiert und anschliel3end en Volumenanteil des homologen Seminalplasmas mit einem
des origingren Spermas vermischt worden. 0,1 ml dieser Suspension und 1,0 ml des zu testen-
den Seminalplasmas wurden jeweils be 37°C fir eine Minute im Wasserbad inkubiert. Zur
Kontrolle diente die Kombination von 0,1 ml 0.g. Suspension und 1,0 ml homologem Seminal-

plasma. 5 pl der jeweiligen Probe kamen in eine vortemperierte Mel3kammer. Bel Bedarf wur-
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de die Charge mit dem entsprechenden Seminalplasma soweit nachverdinnt, dal3 sich 160 bis
220 Zdlen auf dem Bildschirm befanden, da sich diese Konzentration als gunstig fur die Mes-
sungen erwiesen hatte. Aufeinanderfolgend wurden sechs Gesichtsfelder eingestellt und durch
den Computer analysiert. Von primérem Interesse war der Anteil motiler Spermien.

Die Ermittlung der Wirkungen des Seminalplasmas auf das Matilitétsverhalten von Fremd-
spermien liefd anschlief3end die Auswahl zweier Eber zu, deren Befruchtungdeistungen im Feld
im Zeitraum 6/1994 bis 6/1995 sowie deren Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen weitge-
hend Ubereinstimmten. Die Tabdlen 21, 22 und 23 weisen die in das Auswahlverfahren einbe-
zogenen Ergebnisse aus.

In Abstimmung mit einigen organisatorischen Belangen der Besamungseberstation M. wurden
als Besamungseber und Seminal plasmaspender fir den Besamungsversuch die Eber Fussd =
Eber F (gute Befruchtungdeistung im Feld, spermienmoatilitétsstimulierende Wirkung des Se-
minalplasmas in vitro) und Volluto = Eber V (schlechte Befruchtungdeistung im Feld, keine

spermienmotilitétsstimulierend Wirkung des Seminalplasmas in vitro) ausgewahit.

Tabelle 21: Auswertung der Befruchtungsergebnisse zur Ebersalektion (Besamungsver-
such/Versuchsreihel)

Eber Fl AFR IGFHW
[%]

Caron 1060 90,0 13,8
Charmeur 731 76,9 10,3
Clodas 705 63,2 11,8
Fackel 693 68,1 11,0
Fanin 780 74,3 10,8
Fussd 756 77,8 10,7
Reinak 675 75,0 9,2
Romulus 77 76,9 0,3
Stochit 600 66,7 9,5
Stocker 647 68,4 11,3
Vokal 761 73,9 11,3
Vokus 650 77,8 11,4
Kayn 489 46,8 11,4
Indio 483 45,7 11,4
Volluto 280 30,0 10,2
Walross 385 35,0 12,2
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Tabelle 22: Anteile motiler Spermien [%] im TRT zur Ebersdektion (Besamungsver-
such/Versuchsreihel)

Eber Thermoresistenztest | Thermoresistenztest ||

0 30 60 | 120 | 180 | 240 | 300 0 30 60 | 120 | 180 | 240 | 300
min { mn | min | mn | min | mn | min [ mn | min | min | min | min | min { min

Caron 60 | 55 | 60 | 50 | 55 | 40 | 30 | 65 | 55 | 60 | S0 | 40 | 20 | 10

Charmeur 70 | 50 | 60 | 50 | 30 | 20 | 15 | 70 | 50 | 60 | 45 | 35 | 25 | 20

Clodas 60 | 55 | 50 [ 35 | 20 | 15 5 60 | 60 | 50 | 35 | 35 | 20 5

Fackel 65 | S0 | 60 | 50 | 30 | 20 | 10 | 65 | 65 | 50 | 45 | 35 | 30 | 15

Fanin 50 [ 55 | 55 | 50 | 40 | 20 5 70 [ 60 [ 55 | 45| 30 | 15 | 15

Fussdl 70 | 60 | 55 | 60 | 55 | 50 | 40 | 70 | 70 | 60 | S5 | 45 | 30 | 20

Reinak 60 [ 65 | 55 | 40 | 35 | 25 5 65 | 55 [ 50 | 40 | 35 | 25 | 15

Romulus 60 [ 60 | 50 | 50 | 50 | 35 | 35 | 65 | 70 | 60 | S5 | 45 | 30 | 25

Stochit 65 | 50 | 50 | 50 | 35 | 20 | 10 | 60 | 50 | 50 | 40 | 25 | 20 | 10

Stocker 55 | 60 | 50 [ 35 | 30 | 20 5 60 [ 55 [ 55 | 40 | 25 | 10 5

Vokal 60 | 65 | 60 | 50 | 35 | 20 | 10 | 70 | 60 | 60 | SO | 40 | 15 | 10

Vokus 55 (60 | 55| 35 | 25| 15 | 10 | 60 | 60 | 55 | 45 | 45 | 20 | 10

Kayn 50 [ S0 | 50 | 40 | 25 | 10 5 55 50 [ 60 | 45| 35 | 15 | 10

Indio 50 | 45| 45 | 50| 30 | 10 | 10 | 60 | 50 | 45 | 40 | 35 | 35 | 10

Voalluto 45 | 50 [ 50 [ 30 | 15 | 10 5 55 60 [ 45 | 35 | 25 | 20

Walross 50 [ S0 | 40 | 25 | 20 | 10 5 50 [ 55 ( 40 | 30 | 20 | 10 5

Referenzeber| 50 | 50 | 40 | 35 | 30 | 15 | 10 | 60 | 60 | 50 | 40 | 35 | 15 | 10
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Tabelle 23: Ergebnisse der CASA zur Eberselektion (Besamungsversuch/Versuchsreihe )

Eber CASA | CASA I
% motile % lineare % motile % lineare
Caron 58 9 53 22
Charmeur 54 15 61 19
Clodas 60 10 54 20
Fackel 54 13 54 17
Fanin 45 38 7
Fussdl 65 9 61

Reinak 59 15 55 2
Romulus 60 5 54 10
Stochit 51 17 64 32
Stocker 48 15 47 11
Vokal 51 20 43 22
Vokus 47 15 63 27
Kayn 53 29 48 17
Indio 60 7 55 8
Valluto 48 14 46 17
Walross 53 24 33 19
Referenzeber 60 27 57 36
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8.2 Anhang B

Tabelle 24: Einflu3 des Seminalplasmaaustausches bei fllissigkonservierten Besamungsportio-
nen auf die Befruchtungsergebnisse (Ergebnisse der Einzeltiere)

Variante | Sau | C.I.li. | C.l.re. | C.l.ges. | Eiz. | anom. norm. |Eiz/Emb| WR BR
Emb. Emb. ges.

n n n n n n n ?2%? ?2%?
FIF 1 11 6 17 7 0 3 10 58,8 30,0
FIF 2 23 14 37 10 15 12 37 100,0 324
F/F 3 8 16 0 12 12 75,0 100,0
F/F 4 10 19 0 16 19 100,0 84,2
F/F 5 14 22 36 0 35 36 100,0 97,2
FIF 6 11 17 26 5 20 26 100,0 76,9
FIv 7 11 11 22 17 1 4 22 100,0 18,2
FIv 8 11 12 23 1 21 22 97,0 95,5
FV 9 12 8 20 5 11 19 95,0 57,9
FIv 10 11 16 27 14 0 13 27 100,0 48,1
FV 11 9 9 18 16 0 2 18 100,0 111
FIv 12 20 12 32 2 2 28 32 100,0 87,5
V/IF 13 15 15 30 1 13 15 29 93,0 51,7
V/IF 14 5 8 3 0 0 3 37,5 0
V/IF 15 12 6 18 0 1 17 18 100,0 94,4
V/IF 16 9 11 20 0 0 20 20 100,0 100,0
V/IF 17 13 19 32 2 7 23 32 100,0 71,9
V/IF 18 14 13 27 6 2 19 27 100,0 70,4
VIV 19 17 17 34 0 0 34 34 100,0 100,0
VIV 20 22 17 39 7 1 26 34 87,0 76,5
VIV 21 11 8 19 3 11 5 19 100,0 26,3
VIV 22 11 18 1 0 17 18 100,0 94,4
VIV 23 2 9 0 4 4 44,0 100,0
VIV 24 13 15 28 0 28 28 100,0 100,0
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Tabelle 25: Auswertung der Befruchtungsergebnisse zur Eberselektion (Feldver-

such/Versuchsreihe I1)

Eber Fl AFR IGF/W
[%]

Aljoscha (Hy) 1000 88,9 9,8
Charlan (P) 797 77,1 10,4
Clemens (Pi) 833 77,8 10,4
Coburg (Pi) 790 79,6 10,1
Hapie 41 (Hy) 764 66,7 11,0
Hapie 43 (Hy) 783 69,9 11,2
Stons (Hy) 839 82,6 11,6
Unstock (Hy) 875 84,3 10,3
Windol (Pi) 861 72,2 11,9
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P4-Progesteronwerte* der Jungsauen der Versuchsreihel

* Werte in den graphischen Darstellungen sind dekadisch logarithmiert

Tabelle 26: P,-Progesterongehalt (ng/g) der ovulationssynchronisierten Jungsauen
(Tag 24 vor bis Tag 3 nach der induzierten Ovulation)

Tag Mittelwert Untergrenze | Obergrenze | Minimalwert | Maximalwert
10Y 107° 107 Yimin Yimax
-24 80,6 23,0 282,8 24,8 1319,5
-20 102,2 28,7 363,6 26,0 2343,7
-16 74,2 29,8 185,2 27,0 590,7
-11 118,5 35,6 394,5 294 1697,5
-8 73,9 21,6 252,6 3,0 17422
-6 62,4 b 24,2 160,8 21,8 740,1
-5 64,7 36,1 115,9 29,3 221,6
-4 415b 22,7 75,8 221 156,6
-3 80,5 29,5 219,5 26,7 1399,9
-2 46,9 b 19,4 113,3 3,0 158,0
-1 50,1b 19,0 132,2 20,7 1655,7
0 60,3 b 22,7 159,9 19,5 1711,2
1 80,2 32,3 199,0 19,9 1087,9
2 156,4 56,3 4347 28,7 1405,4
3 321,8a 137,5 753,2 84,3 1263,0

a, b: Werte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (? = 0,05)
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Abbildung 14: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 1
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Abbildung 15: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 2
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Abbildung 16: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 3
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Abbildung 17: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 4
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Abbildung 18: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 5

3,5

25 N
1g(PROG)

15

1

24 22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6
Teag

Abbildung 19: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 6
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Abbildung 20: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 7
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Abbildung 21: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 8
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Abbildung 22: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 9
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Abbildung 23: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 10
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Abbildung 24: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 11
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Abbildung 25: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 12
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Abbildung 26: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 13
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Abbildung 27: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 14
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Abbildung 28: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 15
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Abbildung 29: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 16
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Abbildung 30: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 17
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Abbildung 31: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 18
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Abbildung 32: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 19
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Abbildung 33: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 20
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Abbildung 34: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 21
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Abbildung 35: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 22
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Abbildung 36: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 23
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Abbildung 37: P,-Progesterongehalt* im Kot der Sau Nr. 24

135




Danksagung

Men herzlicher Dank gilt meinem Lehrer und Mentor, Herrn Prof. Dr. W. Busch, fur die

Uberlassung des Themas und die allzeit gewéhrte Férderung und Unterstiitzung.

Ebenso bedanke ich mich bei den Mitarbeitern des Hybridschwei nezuchtverbandes Nord/Ost,
insbesondere bei Herrn H. Schewe; sowie bei Herrn Dr. B. Stahr, Frau Dr. |. Wicke und A.
Retzlaff vom Ingtitut fur Fortpflanzung Landwirtschaftlicher Nutztiere Schonow eV., gleich-
zeitig bei allen Mitarbeitern der Tierklinik fur Fortpflanzung und Geburtshilfe der Freien Uni-
vergtédt Berlin (Standort Mitte), namentlich bel Dr. E. Sohst, Dr. T. Grif3, Dr. A. MUnnich,
Frau A. Forkmann und Frau Birkelbach fur die weitreichende Unterstiitzung bel der Durchfih-

rung der praktischen Versuche.

Frau Dr. G. Arndt und Herrn Dr. Th. Leopold danke ich fur die Beratung hinsichtlich der stati-
stischen Bearbeitung und Auswertung des Datenmaterials.

Ein besonderer Dank gilt meinem Lebenspartner Dr. R. Hinrichs fur seine Unterstiitzung und

Geduld sowie meinen Eltern und Frau M.- L. Hinrichs.

136



L ebendauf

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Eltern:
Nationalitét:

Familienstand:
Schulbildung:

Berufsausbildung:

Hochschul-/Univer-

Statsaushildung:

Berufstatigkeit:

Anke Ottensmeier

22.08. 1970

Stralsund

Ursula Ottensmeier, geb. Schewe

Kurt Ottensmeier

deutsch

ledig

1977 - 1987: Polytechnische Oberschule in Stralsund
Abschluf3: 10. Klasse

1987 - 1990: Berufsaushildung mit Abitur

im VEG(Z) Vegad, Krs. Stralsund

Abschluld: Abitur

1987 - 1990: Aushildung zum Facharbeiter fur Tierproduktion,
Spez. Rinderproduktion

1990 -1996: Studium der Veterinarmedizin an der Humbol dt-
Universitét zu Berlin bzw. der Freien Universitét Berlin
(Standort Mitte)

Juli 1996 :Erteilung der Approbation als Tierarzt

Juli 1996 - Juli 1997: Doktorandin

August 1997 - Januar 1998: Assistentin in der Praxis von

Dr. K. Jeddickein Kass

sat Januar 1998: Assistentin in der Praxisvon Dr. R. Hinrichs

in Wismar

137



