4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch

4.1.1 Beurteilung der Vorwartsbeweglichkeit vor und nach der Kryokonservierung

Im Nativsperma betrug die mittlere Vorwartsbeweglichkeit des Spermas der drei
Hengste des Vorversuchs zwischen 26,3 und 40,0%, nach dem Tiefgefrieren nur
noch 6,7 bis 34,0%. Mit Ausnahme des Hengstes 2 war die Vorwartsbeweglichkeit
des nativen Spermas deutlich und statistisch signifikant héher als die des tiefgekuhl-
ten Spermas (Abbildung 1, S. 41).

Alle drei Hengste wiesen einen direkten Zusammenhang zwischen der Vorwartsbe-
weglichkeit des nativen und des tiefgeklhlten Spermas auf. Samtliche Spear-
man’schen Rangkorrelationskoeffizienten R waren positiv (Tabelle 1), d.h. dass mit
zunehmender Vorwartsbeweglichkeit des nativen Spermas auch die Vorwartsbeweg-
lichkeit des tiefgekihlten Spermas zunahm. Allerdings erreichte dieser Zusammen-
hang nur flr Hengst 3 die Schwelle zur statistischen Signifikanz.
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Tabelle 1:

bei den drei Hengsten des Vorversuches

Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien vor und nach dem Tiefgefrieren

Nativ- Tiefgefrier- | Wilcoxon- Spearman’scher
sperma sperma Test Rangkorrelations-
koeffizient
p R p
Hengst1 (n=9) | 28,9+12,7 6,7+5,0 <0,01 0,36 n.s
Hengst2 (n=8) | 40,0+5,3 340174 n.s. 0,24 n.s
Hengst3(n=8)| 26,3+7,4 20,0 £ 10,3 < 0,05 0,79 < 0,05
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Abbildung 1: Anteil vorwartsbeweglicher Spermien in Nativ- und Tiefgefriersperma bei den
drei Hengsten des Vorversuchs
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4.1.2 Mukuspenetrationstest

Im Vorversuch wurden die Ergebnisse des Mukuspenetrationstests an Nativ- und
verdinntem Sperma denjenigen an Tiefgefriersperma gegenubergestellt.

Im Nativsperma legten die Spermien durchschnittlich zwischen 24,5 + 7,0 (Hengst 1)
und 67,1 £ 2,6 mm (Hengst 3) zurlck. Im verdinnten Sperma waren die zurtickge-
legten Strecken geringfugig langer (Tabelle 2). Im Tiefgefriersperma war bei den
Hengsten 1 und 3, jedoch nicht bei Hengst 2, eine signifikante Abnahme der Penet-
rationsstrecken gegeniber dem Nativsperma zu verzeichnen. Gegenlber dem ver-
dinnten Sperma fielen die Penetrationsstrecken im tiefgefroreren Sperma bei
Hengst 1 signifikant kirzer, bei Hengst 2 signifikant langer aus (Abbildung 2).

Bei Anwendung des Wilcoxon-Tests zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Nativ- und verdinntem Sperma (p > 0,05).
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Tabelle 2:

des Vorversuchs

Penetrationsstrecken (mm) im Mukuspenetrationstest bei den drei Hengsten

Nativ- verdinntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma
Hengst1 (n=9) 24,5+ 7,0° 34,2 + 17,2b 42+111°
Hengst 2 (n = 8) 56,3+ 14,1 65,6 + 4,4OI 67,1 +5,2°
Hengst 3 (n = 8) 67,1+ 2,6f 694+18 39,1 + 30,3°
Wilcoxon-Test: a:c:p<0,01
b:c,d:e,f:g: p<0,05
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Abbildung 2: Zuriickgelegte Strecken im Mukuspenetrationsversuch bei den drei Hengsten
des Vorversuchs

Die Untersuchung der Zusammenhange zwischen den unterschiedlich aufbereiteten
Spermaproben mittels Spearman’schem Rangkorrelationskoeffizienten R gibt die
folgende Tabelle 3 wieder. Alle drei Hengste wiesen einen indirekten Zusammen-
hang zwischen der Penetrationsstrecke des nativen und des tiefgekihlten Spermas
auf. Mit zunehmender Penetrationsstrecke im Nativsperma nahm die Strecke im tief-
gekuhlten Sperma ab. Allerdings war dieser Zusammenhang nur fir Hengst 3 statis-
tisch signifikant (Abbildung 3).
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Tabelle 3: Mukuspenetrationstest: Zusammenhange zwischen unterschiedlich aufberei-
tetem Sperma bei 3 Hengsten des Vorversuches, Spearman’scher Rangkor-

relationskoeffizient

Nativsperma/ Nativsperma/ Tiefgefriersperma/
Tiefgefriersperma | verdlinntes Sperma | verdinntes Sperma
Hengst 1 (n =9) R=-0,16 R =0,05 R=-0,09
n.s. p < 0,05 n.s.
Hengst 2 (n = 8) R =-0,58 R=0,73 R=-0,51
n.s. p < 0,05 n.s.
Hengst 3 (n = 8) R=-0,78 R =-0,42 R=0,51
p < 0,05 n.s. n.s.
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Abbildung 3: Zusammenhang zwischen Penetrationsstrecke in Nativsperma (=nativ) und
Tiefgefriersperma (= TG) bei Hengst 3
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4.1.3 Akrosinbestimmung mittels Gelatinolyse

4.1.3.1 Prozentualer Anteil der Spermien mit Halobildung

Auch bei der Akrosinbestimmung mittels Gelatinolyse wurden die Ergebnisse bei
Nativ- und verdinntem Sperma denjenigen von Tiefgefriersperma gegenubergestellt
(Abbildung 4). Im Nativsperma zeigten zwischen 40,2 +4,4% (Hengst 3) und
83,2 £1,2% (Hengst 2) der Spermien eine Halobildung. Die Werte im verdinnten
Sperma wichen nur geringfligig hiervon ab. Bei allen drei Hengsten war im Tiefge-
friersperma der Anteil der Spermien mit Halo deutlich geringer. Mittels Wilcoxon-Test
waren diese Unterschiede bei Hengst 1 und 2 statistisch signifikant (Tabelle 4). Bei
keinem der drei Hengste bestanden zwischen Nativ- und verdiinntem Sperma signi-
fikante Unterschiede.

45



Tabelle 4:

des Vorversuchs

Prozentualer Anteil der Spermien mit einer Halobildung bei den drei Hengsten

Nativ- verdinntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma
Hengst1 (n=9) 67,0+ 11,7% 62,3 + 12,0b 30,4 +18,3°
Hengst 2 (n = 8) 83,2 = 1.2¢ 81,6 + 3,8° 72,7+1,6
Hengst 3 (n = 8) 40,2 +44 42,2 £ 5,7 37,5+35
Wilcoxon-Test: a:c,b:c,d:f,e:fp<0,05
100+
90 Nativsperma
80— B Verdiinntes Sperma
703
] Tiefgefriersperma
ol (]
[} 3
E 50-5- .|,
2 403 I
304
204
104
O 3

Hengst 1 Hengst 2 Hengst 3

Abbildung 4: Anteil der Spermien mit Halobildung bei der Akrosinbestimmung mittels Gela-
tinolyse bei den drei Hengsten des Vorversuchs
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Zur Aufdeckung der Zusammenhénge zwischen Halobildung und Art des verwende-
ten Spermas wurde der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient R eingesetzt
(Tabelle 5). Bei keinem der drei Hengste bestand ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen nativem und tiefgekihltem Sperma. Die Richtung des Zu-
sammenhangs war zudem nicht einheitlich: bei Hengst 1 und 2 war der Korrelations-
koeffizient positiv, bei Hengst 3 negativ, so dass aufgrund der vorliegenden Daten
keine Aussagen hinsichtlich eines Zusammenhangs méglich sind.

Tabelle 5: Anteil der Spermien mit Halobildung bei der Akrosinbestimmung mittels Gela-
tinolyse. Zusammenhange zwischen unterschiedlich aufbereitetem Sperma

bei 3 Hengsten des Vorversuches, Spearman’scher Rangkorrelationskoeffi-

zient
Nativsperma/ Nativsperma/ Tiefgefriersperma/
Tiefgefriersperma | verdlinntes Sperma | verdinntes Sperma
Hengst1 (n =9) R=0,21 R=0,75 R =0,32
n. s. p < 0,05 n. s.
Hengst 2 (n = 8) R=0,31 R=0,51 R =0,06
n. s. n. s. n. s.
Hengst 3 (n = 8) R =-0,20 R=0,24 R=-0,14
n. s. n. s. n. s.

4.1.3.2 Messfehleranalyse des Halodurchmessers

Die folgenden Abbildungen zeigen den Verlauf der Fehlerperzentilen fir die Bestim-
mung des Halodurchmessers der drei Hengste fur unterschiedlich aufbereitetes bzw.
Nativ-Sperma.

Fur das native Sperma des Hengstes 1 (Abbildung 5) ist bei der Bestimmung des
Halodurchmessers aus nur einer Messung mit einer Wahrscheinlichkeit von 99%
(obere Linie) ein Fehler von hochstens 11,5 um zu erwarten. Mit 50%iger Wahr-
scheinlichkeit liegt der Fehler unter 2,2 um (Linie mit ausgefillten Quadraten) und
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ein Fehler kleiner als 5 um kann in etwa 80 von 100 Messungen erwartet werden
(Interpolation zwischen den Punkten 75% und 95%).

Bestimmt man den Halodurchmesser als Mittelwert aus allen 10 Messungen eines
Objekttragers, dann wird der Fehler kleiner. So ist mit einer Wahrscheinlichkeit von
99% ein Fehler Kkleiner als etwa 9,5 um und mit einer Wahrscheinlichkeit von 50%
ein Fehler kleiner als etwa 1,4 um zu erwarten, und ein Fehler von 5 pm wird mit
rund 90 %iger Wahrscheinlichkeit nicht Uberschritten.

Mit zunehmender Anzahl der einbezogenen Messungen gehen die Messfehler weiter
zuruck.

Der Vergleich zwischen den verschiedenen Spermakonditionen des Hengstes 1
zeigt, dass sich die Grossenordnungen der Fehler fur natives (Abbildung 5), ver-
dunntes (Abbildung 6) und tiefgefrorenes Sperma (Abbildung 7) nur geringflgig un-
terscheiden.

Auch die Grossenordnungen der Messfehler des Nativspermas fiur die Hengste 2
(Abbildung 8) und 3 (Abbildung 9) unterscheiden sich nur geringfiigig. FUr den
Hengst 1 sind dagegen — insbesondere im Bereich der 95%- und der 99%-Perzentile
— héhere Fehler festzustellen.
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Abbildung 5: Hengst 1, Nativsperma. Entwicklung der Messfehler-Perzentilen in Abhangig-
keit von der Anzahl der Messungen
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Abbildung 6: Hengst 1, verdiinntes Sperma. Entwicklung der Messfehler-Perzentilen in Ab-
hangigkeit von der Anzahl der Messungen
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Abbildung 7: Hengst 1, Tiefgefriersperma. Entwicklung der Messfehler-Perzentilen in Ab-
hangigkeit von der Anzahl der Messungen
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Abbildung 8: Hengst 2, Nativsperma. Entwicklung der Messfehler-Perzentilen in Abhangig-
keit von der Anzahl der Messungen
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Abbildung 9: Hengst 3, Nativsperma. Entwicklung der Messfehler-Perzentilen in Abhangig-
keit von der Anzahl der Messungen
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4.1.3.3 Halodurchmesser

Der Halodurchmesser bei der Bestimmung der Akrosinaktivitat durch Gelatinolyse
betrug zwischen 24,6 £ 3,9 um (Hengst 1) und 31,3 £ 3,9 um (Hengst 2). Bei allen
drei Hengsten fiel der mittlere Durchmesser im verdiinnten Sperma geringftigig grés-
ser aus (Tabelle 6). Nach dem Tiefgefrieren waren bei den drei Hengsten grossere
Durchmesser als im Nativsperma zu verzeichnen. Gegeniber dem verdinnten
Sperma waren die Durchmesser bei Hengst 2 (p < 0,05) und Hengst 3 im Tiefgefrier-
sperma grosser, wahrend bei Hengst 1 eine leichte Abnahme auftrat (Abbildung 10).

Tabelle 6: Halodurchmesser (um) bei den drei Hengsten des Vorversuchs
Nativ- verdinntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma
Hengst1 (n=9) 24,6 + 3,9 31,6 +11,0 26,0+6,5
Hengst 2 (n = 8) 31,3+3,9 31,4+ 3,8° 40,3 + 7,2b
Hengst 3 (n = 8) 27,3+ 3,8 28451 314+44
Wilcoxon-Test: a:b:p<0,05
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Abbildung 10: Halodurchmesser bei den drei Hengsten des Vorversuchs

Mittels Spearman’schem Rangkorrelationskoeffizienten R konnten keine Zusam-
menhange zwischen dem Halodurchmesser und der Art des verwendeten Spermas
nachgewiesen werden, zudem traten Wechsel zwischen positiven und negativen
Rangkorrelationskoeffizienten auf (Tabelle 7).

Tabelle 7:

Halodurchmesser bei der Akrosinbestimmung mittels Gelatinolyse. Zusam-

menhange zwischen unterschiedlich aufbereitetem Sperma bei 3 Hengsten

des Vorversuches, Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient

Nativsperma/ Nativsperma/ Tiefgefriersperma/
Tiefgefriersperma | verdinntes Sperma | verdinntes Sperma
Hengst 1 (n =9) R =-0,37 R=0,41 R =0,29
n.s. n.s. n.s.
Hengst 2 (n = 8) R =0,03 R=0,43 R=0,43
n.s. n.s. n.s.
Hengst 3 (n = 8) R=-0,14 R=0,55 R =-0,09
n.s. n.s. n.s.
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4.2 Hauptversuch

4.2.1 Vorwartsbeweglichkeit vor und nach der Kryokonservierung

Im Hauptversuch wurden 25 Ejakulate von 13 Hengsten ausgewertet. Hier betrug der
mittlere Anteil vorwartsbeweglicher Spermien im Nativsperma 31,6 + 10,7%. Nach
dem Tiefklhlen zeigten nur noch 19,6 £ 13,6% der Spermien eine Vorwartsbewe-
gung (Wilcoxon-Test, p < 0,01).

Es bestand jedoch kein Zusammenhang zwischen der Vorwartsbeweglichkeit vor
und nach dem Tiefgefrieren (Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient
R =0,26, p > 0,05).

Tabelle 8: Prozentualer Anteil vorwartsbeweglicher Spermien vor und nach dem Tiefge-
frieren bei 25 Ejakulaten von 13 Hengsten des Hauptversuchs

Nativsperma | Tiefgefriersperma

Hauptversuch (n = 25) 28,9+ 127°% 6,7 +5,0°

Wilcoxon-Test: a: b p <0,01
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil vorwartsbeweglicher Spermien vor und nach dem Tiefge-
frieren bei 25 Ejakulaten von 13 Hengsten des Hauptversuchs
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4.2.2 Mukuspenetrationstest

Im Nativsperma betrug die durchschnittliche Penetrationsstrecke 48,5 £ 20,9 mm, im
verdinnten Sperma 55,5 + 19,3 mm (Abbildung 12). Durch das Tiefgefrieren kam es
gegenuber diesen beiden Werten zu einer statistisch signifikanten Reduzierung auf
35,5 £ 31,9 mm (Wilcoxon-Test, p < 0,001).

Tabelle 9: Penetrationsstrecken (mm) im Mukuspenetrationstest bei 25 Ejakulaten
von 13 Hengsten des Hauptversuchs

Nativ- Verdlnntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma

Hauptversuch (n = 25) | 48,5 + 20,9° 55,5 + 19,3" 35,5+ 31,9°

Wilcoxon-Test: a:c, b:cp<0,001
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Abbildung 12: Penetrationsstrecken im Mukuspenetrationstest bei 25 Ejakulaten
von 13 Hengsten des Hauptversuchs
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Zwischen den Penetrationsstrecken im nativen und im Tiefgefriersperma zeigte sich
ein statistisch signifikanter Zusammenhang (R = 0,76, p < 0,001), d. h. je langer die
Penetrationsstrecken vor dem Tiefgefrieren waren, desto langer fielen sie auch nach
dem Tiefgefrieren aus (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Zusammenhang zwischen Penetrationsstrecken des nativen und tiefgefrore-
nenem (TG) Sperma
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4.2.3 Akrosinbestimmung mittels Gelatinolyse

4.2.3.1 Prozentualer Anteil der Spermien mit einer Halobildung

Der prozentuale Anteil an Spermien mit einer Halobildung fiel im Nativsperma und im
verdinnten Sperma nahezu gleich gross aus (Abbildung 14). Er betrug im Nativ-
sperma durchschnittlich 63,2 £ 19,1%, im verdinnten Sperma 63,8 £ 12,9%. Nach
dem Tiefgefrieren war der Anteil der Spermien mit Halobildung auf 45,3 + 21,9% ab-
gesunken (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Mit Hilfe des Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten liess sich kein Zusam-
menhang zwischen dem prozentualen Anteil der Spermien mit Halobildung und der
Art des Spermas nachweisen (R = 0,24, p > 0,05).
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Tabelle 10:  Prozentualer Anteil der Spermien mit Halobildung bei der Akrosinbestimmung
mittels Gelatinolyse bei 25 Ejakulaten von 13 Hengsten des Hauptversuchs

Nativ- Verdlnntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma

Hauptversuch (n =25) | 63,2 +19,1° 63,8 + 12,9° 45,3 +21,9°

Wilcoxon-Test: a:c,b:cp<0,05
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil der Spermien mit Halobildung bei der Akrosinbestimmung
mittels Gelatinolyse bei 25 Ejakulaten von 13 Hengsten des Hauptversuchs
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4.2.3.2 Halodurchmesser

Der Halodurchmesser betrug bei Spermien aus dem Nativsperma im Mittel
27,6 £ 4,6 um, im verdiunnten Sperma 30,5 £ 7,4um (Abbildung 15). Im Tiefgefrier-
sperma zeigte sich ein geringfiigig hoherer Durchmesser von durchschnittlich
31,9 £ 8,5um. Der Unterschied zwischen dem mittleren Durchmesser im Tiefgefrier-
und im Nativsperma war statistisch signifikant (Wilxocon-Test, p < 0,05).

Zusammenhange zwischen dem mittleren Halodurchmesser bei unterschiedlicher
Spermaaufbereitung bzw. Nativsperma konnten nicht nachgewiesen werden (Spear-
man’scher Rangkorrelationskoeffizient R = 0,27, p > 0,05).
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Tabelle 11:  Halodurchmesser (um) bei der Akrosinbestimmung durch Gelatinolyse bei 25
Ejakulaten von13 Hengsten des Hauptversuchs

Nativ- Verdunntes Tiefgefrier-
sperma Sperma sperma
Hauptversuch (n = 25) 27,6 + 4,6° 30,5+7,4 31,9 + 8,5
Wilcoxon-Test: a: b, p <0,05
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Abbildung 15: Halodurchmesser (um) bei der Akrosinbestimmung durch Gelatinolyse bei 25
Ejakulaten von13 Hengsten des Hauptversuchs
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4.3 Statistische Analyse der Zusammenh&nge zwischen
Vorwartsbeweglichkeit und Parametern des Mukuspenetrationstests bzw.
der Akrosinbestimmung mittels Gelatinolyse bei Nativ- und
Tiefgefriersperma

Es bestand ein statistisch signifikanter und direkter Zusammenhang zwischen der
Vorwartsbeweglichkeit und dem Anteil der Spermien mit Halobildung fur Tiefgefrier-
sperma (R =0,73, p < 0,01). Auch fiur natives Sperma war dieser Zusammenhang
vorhanden (R =0,47, p = 0,067), allerdings war hier die Schwelle zur statistischen
Signifikanz nicht ganz erreicht.

Fur Tiefgefriersperma war zudem ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwi-
schen der Vorwartsbeweglichkeit und der Penetrationsstrecke gegeben (R = 0,84, p
< 0,0001). Ein solcher Zusammenhang war fur natives Sperma nicht nachzuweisen
(Tabelle 12).

Tabelle 12:  Statistische Analyse der Zusammenhéange zwischen Vorwartsbeweglichkeit
und Parametern des Mukuspenetrationstests bzw. der Akrosinbestimmung
mittels Gelatinolyse bei Nativ- und Tiefgefriersperma

Variablenpaar n R p
% vorwartsbewegliche Spermien/ 16 0,47 n.s.
% Spermien mit Halobildung
Nativ- % vorwartsbewegliche Spermien/ 16 -0,40 n.s.
sperma Halodurchmesser
% vorwartsbewegliche Spermien/ 16 0,17 n.s.
Penetrationsstrecke
% vorwartsbewegliche Spermien/ 16 0,73 <0,01
% Spermien mit Halobildung
Tiefgefrier- % vorwartsbewegliche Spermien/ 16 0,04 n.s.
sperma Halodurchmesser
% vorwartsbewegliche Spermien/ 16 0,84 p <0,001
Penetrationsstrecke
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