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1. Einleitung

Obwohl die erste erfolgreiche Ubertragung eines Pferdeembryos mehr als 30 Jahre zuriick-
liegt (1972), spielt der Embryotransfer in der Pferdezucht Europas noch immer eine unter-
geordnete Rolle. Diese Tatsache liegt in einigen Besonderheiten der Reproduktionsbiologie
der Stute begriindet, die den erzielten Erfolg in Relation zum eingesetzten Aufwand erheb-
lich schmalern. Ein limitierender Faktor ist die mangelnde Verfligbarkeit von geeigneten,
zyklussynchronen Empfangerstuten am Tag der Embryogewinnung aus der Spenderstute.

Anders als das Rind lasst sich die Stute nur bedingt in ihrem Zyklusablauf auf den Tag genau
steuern. Ineffiziente Protokolle zur Superovulation der Spenderstuten flihren dazu, dass pro
Spllvorgang hdchstens ein Embryo gewonnen wird. Dariiber hinaus reagieren Einzelstuten
sehr unterschiedlich auf Synchronisationsbehandlungen, sodass sich eine genaue Zyklus-
synchronisation von Empfénger- und Spenderstuten als sehr schwierig herausgestellt hat.
Dies ist aber eine wesentliche Voraussetzung flir das Gelingen eines Transfers.

Es gibt zwei Méglichkeiten, diese Situation zu verbessern: 1. den Aufbau einer Empfan-
gertierherde und 2. die Etablierung eines geeigneten Tiefgefrierverfahrens fir Pferdeem-
bryonen. Die Zugriffsmdglichkeit auf grof3e Empfangertierherden erméglicht in amerikani-
schen Landern (USA, Argentinien, Brasilien) gute Embryotransfererfolge, da die extensive
und kostenglnstige Haltung von Empfangertierherden in einer GréBenordnung von 50 — 200
Stuten die Wahrscheinlichkeit deutlich erhéht, dass an einem bestimmten Tag zumindest ei-
ne geeignete Empfangerstute zur Verfligung steht. In Europa ist der Aufbau solch grof3er
Herden mit hohen Kosten verbunden, sodass nach geeigneten Alternativen gesucht wer-
den muss. Eine andere Mdglichkeit ist die Tiefgefrierkonservierung (TGK) der Embryonen
im Anschluss an ihre Gewinnung. Der konservierte Embryo kann so bei optimalen Voraus-
setzungen aufgetaut und in eine geeignete Empfangerstute tbertragen werden. Die Bereit-
stellung einer zyklussynchronen Empféangerstute am Tag der Embryospulung ist auf diese
Weise nicht mehr die Voraussetzung fir das Gelingen des Transfers.

Der Einsatz der TGK von Pferdeembryonen im Rahmen des kommerziellen Embryotransfers
ist beim Pferd allerdings nach wie vor limitiert. Dafur sind die schlechten Erfolgsraten der
TGK bei tber 300 um groBen Blastozysten (Tag 7 bzw. 8) sowie der spate Abstieg der
Embryonen in den Uterus (etwa an Tag 6) verantwortlich.



1. Einleitung

Als mdgliche Ursache wird die fur den Pferdeembryo charakteristische Glykoproteinkapsel
zwischen dem Trophektoderm und der Zona pellucida in Betracht gezogen, die die Diffusi-
on der Kryoprotektiva (Gefrierschutzmittel) in den Embryo und damit deren Schutzwirkung
reduziert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung einer punktuellen, laserinduzierten Offnung der
embryonalen Kapsel auf die Vitalitat acht Tage alter Pferdeembryonen zu untersuchen.
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2. Literaturubersicht

2.1. Reproduktionsphysiologie der Stute

Die Stute gehért zu den saisonal polydstrischen Tieren. Das bedeutet, dass der Zyklus
im Winter fir einige Wochen bis Monate (November — Februar) aussetzt. Diese Phase re-
duzierter Ovaraktivitat wird als Andstrus bezeichnet. Die Ursache dieses Phanomens ist
jahreszeitbedingt. Mit abnehmender Tageslichtldange (Herbst / Winter) nimmt die zyklische
Ovarfunktion ab, mit zunehmender Tageslichtldénge (Frihjahr / Sommer) nimmt sie zu. Folg-
lich liegt die Hauptzuchtsaison zwischen Februar und August. Auf diese Weise wird vor allem
in der freien Wildnis gewabhrleistet, dass nach einer Trachtigkeit von 320 — 360 Tagen (ca.
11 — 12 Monaten) die Fohlen zu einer Jahreszeit geboren werden, die ginstige Umweltbe-
dingungen fiir das Uberleben des Neugeborenen gewahrt. In der Zucht, insbesondere beim
englischen Vollblut, haben frih im Jahr geborene Fohlen den spater im Jahr geborenen ge-
genuber durch ihren altersbedingten Entwicklungsvorsprung einen deutlichen Vorteil. Dieser
wird vor allem im Rahmen von Pferderennen ausgenutzt.

Mit der ersten ovulatorischen Rosse im Alter von etwa 18 Monaten erlangt die Stute die Ge-
schlechtsreife. Der Sexualzyklus der Stute dauert durchschnittlich 21 — 22 Tage und kann in
zwei klinisch manifeste Abschnitte unterteilt werden: die Rosse (Ostrus) mit durchschnittlich
sieben Tagen und die Zwischenrosse (Didstrus) mit 14 — 16 Tagen. Wahrend der Rosse
kommt es durch hormonelle Verdnderungen (u.a. Ostrogenproduktion durch den Rossefol-
likel) zur typischen Rossesymptomatik. Dazu gehoren neben den auBeren Rossesympto-
men (Schleimabsatz [,Blitzen”], Dulden des Hengstes) auch die inneren Rossesymptome
(Schleimhautverédnderungen der Vagina und der Gebarmutter). Die Schleimhautverédnde-
rung der Gebarmutter (Odematisierung) lasst sich sonographisch als ,radspeichenartige
Struktur” darstellen. Ca. 24 — 48 Stunden vor dem Ende der Rosse erfolgt die Ovulation.
Diese wird als Tag 0 des Zyklus bezeichnet. Der dabei gesprungene Follikel bildet sich zum
Gelbkorper (Corpus luteum) um, der das Hormon Progesteron sezerniert. Dieses istim Rah-
men der Trachtigkeit fir deren Aufrechterhaltung verantwortlich. Mit der Ovulation bzw. der
Gelbkorperbildung beginnt der Didstrus (DAY, 1939; HANDLER u. AURICH, 2005).



2. Literaturiibersicht

2.2. Zyklussteuerung

2.2.1. Zyklussynchronisation

Zur Minimierung des Arbeitsaufwandes bei groBen Herden und zur Optimierung der Em-
bryotransferbedingungen ist es méglich, den Zyklus von Stuten zu synchronisieren. Dadurch
befinden sich mehrere Stuten in der gleichen Zyklusphase. Zur Synchronisation des Ostrus
kénnen Prostaglandin Fo, (PGF5,) und dessen synthetische Analoga, die Steroidhormone
Progesteron und Ostradiol sowie Gestagene (Allyltrenbolon = Altrenogest) verwendet wer-
den.

Prostaglandin F,, Durch Gabe des luteolytisch wirkenden Prostaglandin Fsy, (PGFs)
wird die vorzeitige Regression des Gelbkérpers ausgeldst. Auf diese Weise kann der Di-
Ostrus um bis zu 4 Tage verklrzt werden (DOUGLAS u. GINTHER, 1972; BROCKSCHMIDT
et al., 1985). Voraussetzung flr eine erfolgreiche Luteolyse ist das Vorhandensein eines
ansprechbaren Gelbkérpers (BRISTOL, 1987). Dies ist frihestens 4 — 6 Tage nach der Ovu-
lation der Fall. Spricht der Gelbkérper auf das verabreichte PGFs, an, so folgt ca. 2 — 4 Tage
spater der Beginn des Ostrus bzw. 7 — 12 Tage spater die Ovulation (GINTHER, 1992).

Progesteron Das normalerweise vom Corpus luteum im Didstrus sezernierte Progesteron
bewirkt durch sein negatives Feedback auf den Hypothalamus eine Reduktion der Freiset-
zung des Gonadotropin Releasing Hormons (GnRH). Die dadurch bedingte Hemmung der
Freisetzung des luteinisierenden Hormons (LH) aus der Hypophyse verhindert die Ovula-
tion. Durch exogene Verabreichung von Progesteron wird der Plasmaprogesteronspiegel
kinstlich erhéht und dadurch der Dibstrus so lange aufrecht erhalten, bis sich alle zu Be-
handlungsbeginn vorhandenen Gelbkérper der behandelten Tiere zurlickgebildet haben und
kein endogenes Progesteron mehr vorhanden sein kann (LoOY et al., 1981; AURICH, 2005).
Die Kombination von Progesteron und Ostradiol-173 fiihrt zur effektivsten Rossesynchro-
nisation, da durch ihre synergistische Wirkung sowohl das Follikelwachstum als auch die
Ovulation unterdrtickt werden. Wird am letzten Tag der Progesteronbehandlung PGF,,, und
in der dann ausgel6sten Rosse bei Vorhandensein eines 35 mm-Follikels hCG verabreicht,
so ovulieren Uber 70 % der Stuten innerhalb von 10 — 12 Tagen nach der letzten Progeste-
roninjektion (PERKINS, 1999).

Eine weitere sehr effektive Synchronisationsmethode ist die 12tagige Verabreichung von
Progesteron in Form einer Vaginalspange (CIDR-B) in Kombination mit 10 mg E, (Ostradiol)
am Tag des Einsetzens sowie der Gabe von PGF;, am Tag der Entfernung der Vaginal-
spange. Hat der gréBte Follikel nach der Entfernung der Vaginalspange eine Gréf3e von 40
mm im Durchmesser erreicht, so kann ein Deslorelinimplantat eingesetzt werden. Das Des-
lorelinimplantat (Ovuplant®) ist ein GnRH-Analogon, welches zur Auslésung der Ovulation
eingesetzt wird. Durch die andauernde Freisetzung von LH und FSH kommt es in der Regel
innerhalb von 48 Stunden zur Ovulation (KLUG u. JOECHLE, 2001).
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2. Literaturiibersicht

Allyltrenbolon Die Verabreichung des synthetisch hergestellten Gestagens Allyltrenbolon
fihrt durch ein negatives Feedback auf den Hypothalamus zur Zyklusblockade (IMEL et al.,
1981b). Die Rosse wird 5 — 7 Tage nach Behandlungsende erwartet, bis zur Ovulation sind
es 10 — 13 Tage. Kombiniert man Allyltrenbolon am letzten Behandlungstag mit PGF,,, so
setzt die Rosse bereits nach 2 — 5 Tagen ein (MEYERS, 1997). Die Anwendung von Vagi-
nalschwammen mit Allyltrenbolon wurde getestet (DRIANCOURT u. PALMER, 1982; PALMER,
1985), hat sich aber aufgrund des Risikos von Vaginitiden als Nebeneffekt nicht durchge-
setzt (NEELY, 1988).

2.2.2. Ovulationsinduktion

Die Induktion der Ovulation ist eine weitere Methode der Zyklussynchronisation. Die M&g-
lichkeit der Vorhersage des Ovulationszeitpunktes hat viele Vorteile. Einerseits kann da-
durch die Zahl der Besamungen und damit das Entziindungsrisiko durch die Besamung
minimiert werden sowie ein relativ genauer Besamungszeitpunkt fir die Verwendung von
gekihltem bzw. tiefgefrorenem Samen festgelegt werden; andererseits kann der Transport
der Stute zum Hengst zeitlich optimiert bzw. Spender- und Empfangerstute im Rahmen ei-
nes Embryotransferprogrammes bestmdglich synchronisiert werden (SAMPER, 2008). Zu
diesem Zweck kdnnen verschiedene Medikamente wie z.B. humanes Choriongonadotropin
(hCG) und GnRH bzw. dessen starker wirksame, synthetische Analoga Buserelin und Des-
lorelin verwendet werden. Die Verabreichung sollte jedoch erst erfolgen, wenn Anzeichen
der Rosse wie z.B. ein 6dematisiertes Endometrium, eine relaxierte Zervix sowie ein Follikel
> 35 mm im Durchschnitt vorhanden sind (SAMPER, 2008).

Humanes Choriongonadotropin Das humane Choriongonadotropin (hCG) ist ein pla-
centales Peptidhormon, welches aus dem Urin schwangerer Frauen extrahiert wird und
durch seine luteale Funktion fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft verantwortlich
ist. Die Wirkung ist &ahnlich der des luteinisierenden Hormons (LH), welches die Follikelrei-
fung und die Ovulation hervorruft. Wenn bei einer rossigen Stute ein Follikel von 30 — 35
mm im Durchmesser auf dem Ovar vorhanden ist, kann hCG (intravends [i.v.], intramuskular
[i.m.], subcutan [s.c.]) verabreicht werden. Dies fiihrt zur Verkiirzung des Ostrus und I6st
in der Regel innerhalb der nachsten 36 — 48 Stunden die Ovulation aus (BARBACINI et al.,
2000; EVANS et al., 2006). Die Gré3e des Follikels ist jedoch nur als grober Richtwert anzu-
sehen, da die Reaktion auf hCG unter anderem von der Rasse abhangig ist. So zeigen zum
Beispiel Shire-Horse-Stuten bei einem Follikeldurchmesser von 30 — 35 mm keine Reakti-
on auf die Verabreichung von hCG, da ein Follikel dieser GréBe fur Shirehorsestuten noch
nicht die entsprechende Reife erreicht hat (SAMPER, 2001). Anhand jingster Studien (Mo-
REL u. NEWCOMBE, 2007) ist die Verabreichung von 750 IU hCG genauso effektiv wie bisher
verwendete Dosen von 1500 — 3000 IU hCG. Die Reduzierung der Dosis trotz gleicher Ef-
fektivitat (Ovulation innerhalb von 48 Stunden) ist wirtschaftlich von Vorteil, da dadurch die
Kosten gesenkt werden kénnen.
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2. Literaturiibersicht

Obwohl hCG in der Lage ist, die Ovulation auszulésen, hat es weder einen Effekt auf die
totale bzw. multiple Ovulationsrate noch auf die allgemeine bzw. multiple Trachtigkeitsrate.
Allerdings steigert es die Synchronitat multipler Ovulationen, sodass diese innerhalb von
48 Stunden erfolgen. Einfachovulationen erfolgen nach Gabe von hCG ebenfalls innerhalb
der nachsten 48 Stunden, wohingegen dieser Zeitraum ohne vorherige hCG-Behandlung
1 — 7 Tage betragen kann (MOREL u. NEwWCOMBE, 2007). Durch die Wirkung von hCG
und dem damit eingrenzbaren Ovulationszeitpunkt kdnnen nicht nur die Zahl der Besamun-
gen pro Rosse sowie das Entziindungsrisiko reduziert werden, sondern auch die Kosten
gesenkt und die Konzeptionsrate erhéht werden (VANDERVALL et al., 2001). Nachteil der
hCG-Verabreichung ist die mégliche Antikérperbildung gegen das Glykoprotein-Hormon bei
mehrfacher Anwendung von hCG innerhalb einer Saison. Ob die Wirksamkeit von exogen
zugefiihrtem hCG bezogen auf die Ovulationsinduktion dadurch vermindert wird, ist um-
stritten (ROSER et al., 1979; WILSON et al., 1990; McCUE et al., 2004). Anscheinend wird
bei wiederholter Verabreichung von hCG innerhalb einer Zuchtsaison die Effektivitat ver-
mindert und damit die Ovulation verzdgert. Hinzu kommt, dass mit zunehmendem Alter der
Stute die Zahl der Ovulationen innerhalb von 24 — 48 Stunden nach hCG-Verabreichung
sinkt (MCcCUE et al., 2004). Mdglicherweise kann die Antikérperbildung durch Reduzierung
der Dosis auf 750 IU hCG verringert werden (MOREL u. NEWCOMBE, 2007). Es ist jedoch
empfehlenswert, hCG aufgrund seiner immunogenen Eigenschaften in maximal zwei aufein-
anderfolgenden Zyklen pro Saison zur Ovulationsinduktion zu verwenden (PERKINS, 1999).

Gonadotropin Releasing Hormon und seine Analoga Das vom Hypothalamus sezer-
nierte Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) fihrt in der Hypophyse zur Freisetzung des
gonadotropen Hormons LH sowie des gonadotropen follikelstimulierenden Hormons (FSH).
Zur Auslésung von Ovulationen reicht eine einfache Gabe von GnRH allerdings nicht aus
(HEINZE u. KLUG, 1975; MICHEL et al., 1986; VIDAMENT et al., 1992). Durch stiindliche,
pulsatile Verabreichung von 20 g GnRH ab Tag 16 des Zyklus wird ein praovulatorischer
LH-Schub initiiert. Dieser beschleunigt die Ovulation, sodass diese ca. 3 Tage spater erfolgt.
Obwohl nach GnRH-Applikation die Serum-LH-Basalwerte innerhalb von 24 Stunden stei-
gen, sind nach einzelnen GnRH-Gaben keine messbaren Steigerungen von LH zu verzeich-
nen. Wahrend die Konzentration des LH-Peaks unverandert ist, erfolgt der Peak jedoch fri-
her als ohne Behandlung mit GnRH, d.h. bereits etwa 5 Tage nach Beginn der Behandlung.
Die nachfolgende Lutealphase sowie das Interovulationsintervall sind durch die Behandlung
nicht beeintrachtigt (JOHNSON, 1986).

Als GnRH-Analogon kann Buserelin verwendet werden. Seine Effektivitat ist jedoch um-
stritten. Laut einer Studie von BARRIER-BATTUT et al. (2001) beschleunigt Buserelin das
Follikelwachstum, steigert die LH-Sekretion und I6st bei zweimal taglicher Verabreichung
(alle 12 Stunden) die Ovulation innerhalb von 24 — 48 Stunden nach Beginn der Behand-
lung aus. Damit gleicht die Effektivitat von Buserelin der von hCG. Die Fruchtbarkeit wird
durch die Behandlung nicht beeintrachtigt (BARRIER-BATTUT et al., 2001).
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Im Gegensatz dazu behaupten CAMILLO et al. (2004), die Effektivitdt von Buserelin lage
deutlich unter der von hCG und die Ovulation erfolge bei zweimal taglicher Verabreichung
erst nach 74,9 + 41,9 Stunden (CAMILLO et al., 2004). In jedem Fall hat Buserelin gegenuber
hCG den Vorteil der fehlenden immunogenen Wirkung.

Als weiteres GnRH-Analogon kann Deslorelin in Form eines kurzwirksamen, subkutanen Im-
plantates (Ovuplant®) eingesetzt werden, sobald ein Rossefollikel mit einem Durchmesser
von mehr als 30 mm vorhanden ist. Das Implantat wirkt Gber eine andauernde hypophyséare
LH- und FSH-Freisetzung. Die Ovulation erfolgt in 80 % der Falle innerhalb der nédchsten 48
Stunden. Auf diese Weise kann die Zahl der Belegungen bzw. der kiinstlichen Besamungen
minimiert und die Steuerung des Hengsteinsatzes optimiert werden. Bis auf eine geringgra-
dige, implantatbedingte lokale Irritation sind keine weiteren Nebenwirkungen bekannt. Eine
Toleranzentwicklung konnte nicht festgestellt werden. Selbst die mehrmalige Gabe von Des-
lorelin hat keinerlei negativen Einfluss auf Ansprechbarkeit und Fertilitdt (JOECHLE, 1995).
Nach Verabreichung einer zu hohen Dosis kann es jedoch zur Reduzierung der Hypophy-
senaktivitdt kommen. Die daraus resultierende reduzierte FSH-Sekretion fihrt zu einem
verzdgerten Follikelwachstum, einem spater einsetzenden Ostrus sowie einer verlangerten
interovulatorischen Zeitspanne (JOECHLE, 1995; MCCUE et al., 2000a; FARQUHAR et al.,
2001). Die zusatzliche Gabe von PGFy, zur Einleitung der Luteolyse verstarkt diesen Ef-
fekt, sodass der Verdacht besteht, dass die hypophysaren Rezeptoren ihre Ansprechbarkeit
auf GnRH nach langerer bzw. hoch dosierter Gabe von Deslorelin verlieren. Dies wirde
eine verminderte Sekretion von Gonadotropinen (FSH) erklaren. Das Deslorelinimplantat
(Ovuplant®) verkiirzt zwar die Zeit bis zur Ovulation um 2 Tage, verlangert aber das Intero-
vulationsintervall um 4,4 Tage. Die zusatzliche Verabreichung von GnRH nach Einsetzen
des Implantates zeigt, dass aufgrund einer Unempfindlichkeit der Hypophyse keine LH-und
FSH-Sekretion erfolgt. Folglich werden Follikelwachstum- und Reifung verzdgert und das
Interovulationsintervall verlangert (JOHNSON et al., 2002).

2.2.3. Induktion der Superovulation

Bei der Stute ovuliert in der Regel nur ein einziger Follikel innerhalb eines Zyklus. Die Ovu-
lation des dominanten Rossefollikels findet etwa 24 Stunden vor dem Ende der Rosse statt.
Doppelovulationen kommen vor (4 — 44 %), sind jedoch von Rasse, Jahreszeit, Reprodukti-
onszustand und genetischer Pradisposition abhangig (HUGHES et al., 1972; STABENFELDT
et al.,, 1972; GINTHER et al., 1982; GINTHER, 1992). Durch medikamentése Induktion der
Superovulation kénnte eine gesteigerte Embryogewinnungs- und Trachtigkeitsrate erreicht
und dadurch die Effizienz des Embryotransfers gesteigert sowie die Kosten des Verfahrens
gesenkt werden (MCCUE, 1996; LOSINNO et al., 2000).
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Equines Hypophysenextrakt Eine der bis heute erfolgreichsten Substanzen ist das equi-
ne pituitary extract (EPE). EPE stimuliert auch solche Follikel zur Reifung und Ovulation,
die sich sonst nicht zum Ovulationsfollikel entwickelt, sondern sich im Laufe des Zyklus
zurlickgebildet hatten. 1974 und 1977 wurden erste erfolgreiche Versuche der Superovula-
tionsinduktion mittels EPE verdffentlicht (DOUGLAS et al., 1974; LAPIN u. GINTHER, 1977),
die 1986 bestatigt werden konnten (SQUIRES et al., 1986). Es wurde festgestellt, dass die
zweimal taglich hochdosierte Gabe von EPE die Superovulationsrate sowie die Embryonen-
ausbeute im Gegensatz zur einmal taglichen Verabreichung deutlich steigert. So konnten
durch zweimal tagliche Verabreichung von 25 mg EPE 7,1 Ovulationen und 3,5 Embryonen
pro Zyklus erreicht werden. Mit steigender Anzahl an Ovulationen sank jedoch die Anzahl an
Embryonen pro Spullvorgang. Als Ursache werden unbefruchtete Eizellen oder friiher Em-
bryonaltod in Folge schlechter Eizellqualitat vermutet (ALVARENGA et al., 2001). Eine weitere
Studie verzeichnete 3,2 Ovulationen und 1,96 Embryonen pro Zyklus gegentber 1,2 Ovu-
lationen und 0,65 Embryonen ohne vorherige Behandlung. Dabei ist die Reaktion abhéngig
von der Follikelpopulation zu Beginn der Behandlung. Idealerweise sollte die Behandlung
mit EPE zu Beginn einer Follikelwelle, also noch vor Auftreten eines dominanten Follikels,
erfolgen (SQUIRES et al., 2004).

Follikelstimulierendes Hormon Auch das follikelstimulierende Hormon (FSH) erhéht die
Doppelovulationsrate von 20 % auf 80 % (SIROIS u. KIMMICH, 1992; FORTUNE u. KIMMICH,
1993). Wahrend die Effektivitat zunachst deutlich unter der von EPE lag (SQUIRES et al.,
1986), konnte durch zweimal tagliche Verabreichung von gereinigtem equinen FSH eine
bessere Follikel- und Eizellreifung und eine héhere Embryonenrate pro Stute bzw. eine hé-
here Embryonenrate guter Qualitat pro Ovulation erreicht werden (MACHADO et al., 2004).
Mittlerweile ist ein equines FSH-Praparat im Handel erhaltlich (eFSH, Bioniche Animal He-
alth Inc., Athens, GA, USA) (McCUE et al., 2007).

Nach einem langen Entwicklungsprozess existiert heute ein sehr effektives Protokoll zur Su-
perovulationsinduktion bei Stuten sowie zur Gewinnung einer groBen Embryonenzahl mittels
equinem FSH. Nach Feststellung der Ovulation erfolgt die ultrasonographische Zykluskon-
trolle solange, bis ein oder mehrere Follikel mit einer Gré3e von 22 — 25 mm Durchmesser
vorhanden sind. Dann beginnt die eFSH-Therapie mit 12,5 mg i.m. zweimal taglich fur die
Dauer von 3 — 5 Tagen. Am zweiten Behandlungstag wird zuséatzlich Cloprostenol (250 pm,
i.m.) injiziert. Bei einer FollikelgréBe von 32 — 35 mm wird die eFSH-Therapie beendet und
es folgt eine Ruhepause von ca. 36 Stunden bzw. bis ein Follikel einen Durchmesser von
35 mm erreicht hat. AnschlieBend erfolgt die hCG-Applikation (2500 IU, i.v.) und, je nach in-
dividuellem Standardprogramm, die Besamung und anschlieBende Spulung (WELCH et al.,
2006; McCUE et al., 2007). Bei zweimal taglicher Gabe von 12,5 mg eFSH ist die Zahl
praovulatorischer Follikel sowie die Anzahl an Ovulationen deutlich héher als nach Gabe
von 6,25 mg.
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Die Zahl der Embryonen pro Spulung weist jedoch keinen Unterschied auf, sodass die Pro-
zentzahl an Embryonen pro Ovulation bei Stuten, die eine kleinere Dosis erhalten haben,
héher ist. Zur Ovulationsinduktion nach eFSH-Therapie mit zweimal téglicher Gabe von 12,5
mg eFSH ist hCG besser geeignet als Deslorelin. Bei zweimal taglicher Gabe von 6,25 mg
eFSH ist die Effektivitdt von hCG und Deslorelin jedoch gleich. Der Nachteil von hCG ist
allerdings seine immunogene Wirkung bei mehrmaliger Gabe innerhalb einer Saison. Die
zusétzliche Vorbehandlung mit Progesteron/Ostradiol vor einer eFSH-Therapie ist nicht ef-
fektiv (LOGAN et al., 2007).

Immunisierung gegen Inhibin  Eine weitere Mdglichkeit der Superovulationsauslésung ist
die aktive und passive Immunisierung gegen das vom dominanten Follikel produzierten Gly-
koprotein Inhibin, welches die FSH-Ausschittung unterdriickt. Die Immunisierung neutrali-
siert die endogene Inhibin-Wirkung, sodass die FSH-Ausschittung nicht mehr unterdrickt
und das Follikelwachstum stimuliert wird. Nach Versuchen der Immunisierung von Schafen
konnten 2 — 3 Ovulationen festgestellt werden (FORAGE et al., 1987; MizUMACHI et al., 1990;
WRATHALL et al., 1990). Nachteil dieser Methode ist, dass die Wirkungsdauer der aktiven
Immunisierung schlecht steuerbar ist und die passive Immunisierung zu schwerwiegenden
Nebenwirkungen fihrt.

Humanes menopausales Gonadotropin und Gonadotropin Releasing Hormon Ver-
suche mit dem humanen menopausalen Gonadotrophin (HMG) zeigten keinen Effekt. Zwar
fihrte die Verabreichung von HMG zu durchschnittlich 2,6 Ovulationen im Vergleich zu 1,7
in der Kontrollgruppe, die Embryonenausbeute war jedoch bei beiden gleich (50 %). Letzt-
endlich ist also die prozentuale Embryonenausbeute bezogen auf die Ovulationsrate bei der
Kontrolle héher (KOENE et al., 1991).

Auch das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) ist, vor allem wéahrend der anovulatori-
schen Jahreszeit, in der Lage, Ovulationen bzw. Mehrfachovulationen auszulésen (GINTHER
u. BERGFELT, 1990).

Der zunachst bestehende Verdacht, die Lebensféahigkeit von Embryonen aus Superovulatio-
nen sei gegeniber Einzelovulationen niedriger, bestatigte sich nicht (WooDS u. GINTHER,
1984; SQUIRES et al., 1987). Obwohl die Induktion von Superovulationen zu einer verander-
ten Oozytenreifung und in der Folge auch zu reduzierter Befruchtung und Embryonenzahl
fihren kann, weicht die Ultrastruktur und Viabilitadt der Embryonen, die aus Superovulationen
entstehen, nicht von denen aus Einzelovulationen ab (LANDIM-ALVARENGA et al., 2004).
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2.3. Embryonalentwicklung

2.3.1. Entwicklung im Eileiter

Befruchtung Nach der Ovulation des dominanten Rossefollikels etwa 24 Stunden vor dem
Ende der Rosse hat die nun freigesetzte, runde , ca. 100 — 160 um grof3e Eizelle in der Regel
das Entwicklungsstadium der sekundaren Oozyte erreicht. Die erste meiotische Teilung ist
bereits erfolgt und ein Polkdrper sichtbar. Bis zur Befruchtung bleibt die Oozyte im Entwick-
lungsstadium der Metaphase Il. Vom Cumulus oophorus umgeben wandert die Eizelle mit
ihrem haploiden Kern (weiblicher Pronucleus) zum Ort der Befruchtung — der Eileiterampul-
le. Bei diesem Transport ist die Follikelflissigkeit zwar hilfreich, aber nicht notwendig. Der
Cumulus oophorus erleichtert aufgrund seiner klebrigen, viskdsen Oberflaiche das Anhef-
ten der Eizelle an die Mikrovilli der Fimbrien und damit den Transport in den Eileiter. Es ist
ebenso mdglich, dass der Cumulus-Komplex eine chemotaktische Attraktion flir Spermien
ist und die fir die Kapazitation (Fahigkeit der Spermien, die Zona pellucida zu durchdringen
und die Befruchtung hervorzurufen) notwendigen Substanzen liefert. Ist die Eizelle an der
Ampulla angekommen, erfolgt die Befruchtung durch das haploide Spermium (méannlicher
Pronucleus). Der Gelmantel geht im Zuge der Befruchtung verloren und ein zweiter Polkér-
per entsteht. Die beiden Pronuclei fusionieren und die erste Zellteilung der nun diploiden,
befruchteten Eizelle (Zygote) wird ausgelést. Um zu verhindern, dass weitere Spermien in
die Eizelle eindringen, erfolgt der Polyspermieblock: durch Anheften des Spermiums kommt
es am Oolemma zu einer Depolarisationswelle, die zu Verdnderungen an der Membranober-
flache fahrt. Aufgrund der Depolarisationswelle entlassen die kleinen Vesikel auf der Innen-
seite der Eizellmembran ihren Inhalt in den Perivitellinspalt. Dadurch wird die Zona pellucida
verhartet und schitzt auf diese Weise den Embryo und verhindert das Eindringen weiterer
Spermien (www.embryology.ch).

Zellteilungen Die erste Zellteilung erfolgt etwa 24 Stunden nach der Ovulation (MCKIN-
NON u. SQUIRES, 1988a; BETTERIDGE, 1989; GINTHER, 1992; PALMER et al., 1997). Jede
weitere Zellteilung bendtigt ungefahr 12 Stunden, sodass 48 + 12 Stunden nach der Ovu-
lation der Embryo das Vier- bis Achtzellstadium erreicht hat (BEzZARD et al., 1989). Dieses
erkennt man an der meist ellipsoidalen (ovalen) Form sowie der breiten Zona pellucida, die
durch einen dicken, gelartigen Uberzug (aus dem Eileiter stammend) eine rauhe Erschei-
nung aufweist. Zwischen der Zona pellucida und dem Oolemma der Eizelle befindet sich der
Perivitellinspalt. Im Perivitellinspalt sind Ablagerungen vorhanden, die auch als ,extrazellu-
lare Matrix“ bezeichnet werden (BETTERIDGE et al., 1982; MCKINNON u. SQUIRES, 1986,
1988a; GINTHER, 1992). In diesem Stadium beginnen die aus den Zellteilungen entstande-
nen Zellen, die als Blastomeren bezeichnet werden, sich zu verdichten. Dabei scheint es,
als wirden diese Zellen der polarisierten Zygote aus ,dunklen” und ,hellen* Blastomeren
bestehen (GINTHER, 1992; BETTERIDGE, 2007). Zu diesem Zeitpunkt hat der Embryo eine
Grée von etwa 120 — 180 um erreicht.
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Die weitere Entwicklung zum 16- bis 32-Zellstadium ist weniger durch Wachstum im Durch-
messer, als vielmehr durch eine weitere Verdichtung der Zellen gekennzeichnet. Mit dem
32-Zellstadium erreicht der Embryo das Stadium der Morula, dem letzten im Eileiter auffind-
baren Entwicklungsstadium (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a).

Embryonale Produkte Etwa ab dem dritten Tag der Trachtigkeit produziert der Embryo
das Hormon PGE;, welches die Funktion glatter Muskelzellen einiger Kérpersysteme re-
laxatorisch beeinflussen kann. Die Produktion sowie die Ansprechbarkeit des Eileiters auf
PGE; sind auf den Zeitraum des selektiven Eileitertransportes begrenzt. Daher wird vermu-
tet, dass PGE3 den normalerweise geschlossenen, ringférmigen, glatten Muskel (Sphinkter)
zwischen Ampulla und Isthmus relaxiert. Dies ermdglicht dem Embryo den Durchtritt in den
Uterus. An Tag 6 erreicht die Produktion von PGE; einen deutlichen Anstieg, der mit dem
Abstieg des Embryos in den Uterus am gleichen Tag in Zusammenhang gebracht werden
kann (OGURI u. TSUTSUMI, 1972; BETTERIDGE, 1989; WEBER et al., 1991a,b; WEBER u.
Woobs, 1993).

Ereignisse im Eileiter Bereits im Eileiter beginnt die wichtige embryomaternale Kommu-
nikation, die zur Erkennung und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit fuhrt. Histochemische
Charakteristika des Eileiterepithels variieren je nach Reproduktionsstatus und Region des
Eileiters, wahrend die reichhaltigen sekretorischen Produkte davon unabhangig sind (BALL
et al.,, 1997; McDOWELL et al., 1993). Obwohl das Eileiterepithel einen positiven Einfluss
auf die embryonale Entwicklung hat, ist es fir eine normale Entwicklung nicht unentbehrlich
(FEHILLY u. WILLADSEN, 1986; BALL u. MILLER, 1992). Auch die Aktivierung des embryo-
nalen Genoms erfolgt bereits im Eileiter. Dieser Prozess verlauft stufenweise im Vier- bis
Achtzellstadium (BALL et al., 1993b; BRINSKO et al., 1995).

Die Entwicklung im Eileiter ist unter Umstanden bei alteren Stuten beeintrachtigt. So ist
nicht nur die Anzahl der Eizellen pro Ovulation bei &lteren Stuten deutlich geringer als bei
jungeren Stuten, sondern auch die Prozentzahl sich teilender Eizellen. Embryonen alterer
Stuten haben meist weniger Zellen, vermehrt morphologische Abnormalitédten und liegen in
ihrem Entwicklungsstadium ca. einen Tag hinter dem von Embryonen jingerer Stuten. Die
Trachtigkeitsrate ist vermindert und die Vesikel sind oft kleiner. Dies hat einen negativen Ein-
fluss auf die Viabilitat zur Folge, sodass die Wahrscheinlichkeit des Embryoverlustes steigt.
Der Grund flr die altersabhangige Fruchtbarkeitsminderung ist die fehlerhafte Interaktion
zwischen Eizelle und Eileiter bzw. eine gestérte Entwicklung innerhalb des Eileiters. Die
Embryonen sind demzufolge bereits negativ beeintrachtigt, wenn sie den Uterus erreichen
(CARNEVALE et al., 1993).

Abstieg in den Uterus Unbefruchtete Eizellen erreichen den Uterus in der Regel nicht,
sondern werden im Eileiter zurlickgehalten (selektiver Eileitertransport), wo sie Gber Monate
verweilen bis sie langsam degenerieren (BETTERIDGE u. MITCHELL, 1974).
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In seltenen Fallen kommt es jedoch vor, dass, wie in Abb. 2.1 zu sehen ist, im Rahmen
eines Embryotransferprogrammes im Spllmedium unbefruchtete Eizellen gefunden werden.
Diese stammen meist aus vorhergehenden Zyklen und sind zusammen mit dem Embryo in
den Uterus gelangt (STEFFENHAGEN et al., 1972).

Abb. 2.1.: Diese unbefruchteten Eizellen wurden gemeinsam mit einem Embryo im Zuge
einer Uterusspulung aufgefunden.

Der Abstieg in den Uterus ist abh&ngig vom Entwicklungsstadium der befruchteten Eizel-
le. Diese muss mindestens das Zwei- bis Vierzellstadium erreicht haben, bevor sie in den
Uterus absteigen kann (BETTERIDGE et al., 1979). Die Mehrheit der Embryonen entwickelt
sich im Eileiter allerdings bis zum Stadium der Morula (dicht gepackte Masse > 32 Blasto-
meren) und steigt dann in den Uterus ab (Abb. 2.2) (GINTHER, 1992). Es ist schwierig, das
Morulastadium von dem der friihen Blastozyste zu unterscheiden, da die Inner Cell Mass
(ICM — spaterer Embryo) im Gegensatz zu derjenigen des Wiederkauers oder Schweines
relativ verteilt ist (BETTERIDGE, 2007).

Die Eileiterpassage bzw. der Abstieg in den Uterus kann durch exogene Verabreichung
von PGE, um durchschnittlich 2 Tage beschleunigt bzw. verkirzt werden. Nachteil dieser
Behandlung ist der nicht-selektive Eileitertransport, sodass neben Embryonen auch unbe-
fruchtete Eizellen und Detritus in die Spulflissigkeit gelangen (WEBER et al., 1991a).
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@ Zygote in mitotischer Teilung

Befruchtung der
Eizelle durch
Spermium
_ I Blastozyste
Eizelle  Fierstock eingenistet
Uteruswand indie

Uteruswand

Abb. 2.2.: Entwicklung des Embryos von der Eizelle bis zur Blastozyste (modifiziert nach
www.wikimedia.org).

2.3.2. Entwicklung im Uterus
2.3.2.1. Vor der Fixierung

Zellteilungen und Verdichtung der Blastomeren Zwischen 130 und 142 Stunden bzw.
zwischen 144 und 156 Stunden nach der Ovulation erreicht der Embryo den Uterus. Der
equine Embryo verweilt im Gegensatz zu Embryonen anderer Tierarten langer im Eileiter
und erreicht ein spateres Entwicklungsstadium, bevor er in den Uterus gelangt. Seine Gro-
Be verandert sich jedoch nicht (FREEMAN et al., 1991b; BATTUT et al., 1998). Zu diesem
Zeitpunkt (156 — 168 Stunden) dauert ein Zellteilungszyklus nur noch etwa 6 Stunden (CoL-
CHEN et al., 2000). Das Entwicklungsstadium des Embryos entspricht zu diesem Zeitpunkt
dem der Morula bzw. dem friihen Blastozystenstadium und er ist noch von der Zona pelluci-
da umgeben (BETTERIDGE et al., 1982; MCKINNON u. SQUIRES, 1988a). Noch bevor es zur
Bildung der Blastozyste kommt, erfolgt ein wichtiges morphogenetisches Ereignis — die Ver-
dichtung der Blastomeren. Diese entsteht aufgrund des vermehrten Kontaktes zwischen den
einzelnen Blastomeren. Dadurch werden die Konturen der einzelnen Blastomeren gegebe-
nenfalls verdeckt, bis der Embryo als eine einheitliche Zellmasse erscheint. Diese wird als
Morula bezeichnet. Mit der Verdichtung beginnt die Zelldifferenzierung. Gleichzeitig werden
neue Genprodukte exprimiert, die die Zellpolaritat der auBeren Blastomeren hervorrufen.
Die Verdichtung der Blastomeren ist entscheidend fir die praimplantatorische Entwicklung
des Embryos, da sie sowohl am Beginn als auch am Fortschritt der Blastozoelbildung betei-
ligt ist (WATSON, 1992).
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Entstehung des Blastozoels und der Blastozyste Wahrend der mobilen Phase des Em-
bryos bzw. bis zu seiner Einnistung werden grundlegende Entwicklungsprozesse durchlau-
fen. Diese Prozesse beinhalten die Entstehung des Blastozystenstadiums durch Bildung
einer flussigkeitsgefillten HOhle (Blastozoel) (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a) und die Ex-
pression neuer Genprodukte. Dazu gehdren neben den Tight-junctions zwischen den Tro-
phoblastzellen, der Natrium-Kalium-ATPase (Na*/K*-ATPase) und dem Adhasionsmolekiil
Uvomorulin auch die Gap-junctions zwischen den Zellen der ICM sowie die Wachstumsfak-
toren TGFa und EGF. Neben ihrer Rolle bei der Blastozystenformation tragen diese Gen-
produkte zum Erreichen der Zellpolaritéat der Trophoblasten bei (WATSON, 1992).

Zur Bildung des Blastozoels muss der Embryo in der Lage sein, Stoffe aufzunehmen. Hierfr
ist die Etablierung eines trans-trophektodermalen lonengradienten notwendig. Da die Zel-
len in der Regel eine geringe intrazellulare Na*- bzw. eine hohe K*-Konzentration besitzen,
ist ein Mechanimus gefragt, der diesen Gradienten aufrecht erhélt. Diese Aufgabe wird von
der sogenannten Na*/K*™-ATPase tbernommen. Die Na*/K™-ATPase ist ein Transmem-
branprotein mit einer a-und einer g-Untereinheit, welches unter Hydrolyse von ATP den
Transport von Nat aus der Zelle hinaus und von K* in die Zelle hinein katalysiert. Die
a-Untereinheit Gbernimmt vor allem funktionelle Aufgaben, wahrend die 3-Untereinheit far
die Verankerung in der Membran zustandig ist. Mithilfe von RT-PCR (Realtime-Polymerase
Chain Reaction) und immunhistochemischen Untersuchungen wurden Transkripte flr die
a- und B-Untereinheit der Nat/K+-ATPase sowie Genprodukte flir Aquaporine (AQP3 und
AQP;) in allen Embryonen gefunden. Die a-Untereinheit der Nat/K+-ATPase ist basolateral
im Trophektoderm und im Endoderm lokalisiert (BUDIK et al., 2005). Mithilfe der Na*/K*-
ATPase erfolgt ein aktiver Transport von Na™ aus der Zelle hinaus ins Blastozoel und im
Gegenzug von K+ in die Zelle hinein. Dieser Transport erfolgt gegen den osmotischen Gra-
dienten. Die dadurch resultierende erhéhte Na+-Konzentration im Blastozoel fihrt zum Was-
sereinstrom und damit zum Blastozystenwachstum. Die Wachstumsfaktoren TGF,, und EGF,
welche ebenfalls als Genprodukte wéhrend der Blastozystenbildung exprimiert werden, stei-
gern die Nat/K*-ATPaseaktivitdt und damit auch das Wachstum des Blastozoels bzw. der
Blastozyste.

Ein weiteres Genprodukt ist Uvomorulin. Dieses Ca?*-abhéngige Zelladhdsionsmolekiil ist
fOr die Erhaltung der Tight-junction-Dichte sowie fiir die polarisierte Verteilung der Na*/K*-
ATPase (basolateral) verantwortlich. Die Tight-junctions bilden am apikalen Pol der Zelle
eine semipermeable Dichtung zwischen den Trophoblastzellen, regulieren den parazellu-
laren Transport zwischen den Zellen hindurch (z.B. Chlorid-Transport) und separieren die
epitheliale Plasmamembran in einen dichten apikalen und einen basolateralen Bereich. Au-
Berdem tragen sie zur Erhaltung der polarisierten Verteilung der Na*/K+-ATPase bei und
regulieren durch ihre Dichte den Abfluss der Blastozoelflissigkeit. Da erst nach vollstandi-
ger Ausbildung der Tight-junctions die Expansion des Embryos maglich ist, sind sie fiir die
Blastozoelbildung unerlaBlich.
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Wahrend fiir die Kavitation der Transport von Nat und CI~ aus dem Medium in das Blas-
tozoel notwendig ist, ist der Transport von K* unbedeutend. Na*-Molekiile durchqueren
die apikale Membran durch Natriumkanale, Natrium-Wasserstoffaustauscher oder Natrium-
Glucose-Cotransporter. Auf diesem Wege gelangt Na™ in die Zelle, von wo aus es mit Hilfe
der Nat/K*-ATPase auf aktivem Wege aus der Zelle hinaus durch die basolaterale Mem-
bran hindurch ins Blastozoel gelangt (WATSON, 1992).

Weitere Transmembranproteine sind die Aquaporine. Diese bilden in der Zellmembran
Kanéle, um den Durchtritt von Wasser und anderen Molekiilen zu erleichtern (Membran-
transport). Das Aquaporin AQP;, das fir den Wassertransport verantwortlich ist, befindet
sich zunachst diffus verteilt im Cytoplasma (Tag 8), ab Tag 12 der Trachtigkeit ist es baso-
lateral in den Trophoblastzellen lokalisiert. Die Expression von AQP;5 erfolgt erst ab Tag 8
und damit zeitgleich mit der Blastozystenexpansion. Da die Geschwindigkeit der Blastozys-
tenexpansion von der Veranderung des Wasserflusses durch die apikale Membran reguliert
wird, fihrt das an der apikalen Seite der Trophoblastzelle vorhandene AQP; je nach Vor-
handensein zu Veranderungen der Wasserpermeabilitédt im Trophektoderm (BUDIK et al.,
2005).

Auch mit der Bildung des Endoderms aus der ICM erfolgen funktionelle Veréanderungen, die
ein schnelles Wachstum der Blastozyste zur Folge haben. Das Endoderm entsteht beim
equinen Embryo an Tag 7 oder 8, also 8 — 9 Tage vor der Fixierung des Embryos in der
Gebarmutter (Tag 16). Dies steht im Gegensatz zur Endodermbildung bei Maus oder Ka-
ninchen, bei denen diese zum Zeitpunkt der Einnistung, also um einiges spater, erfolgt.
Zunachst bilden sich einzelne Kolonien, die sporadisch an der inneren Seite des Trophekto-
derms verteilt sind. Spater wachsen und fusionieren diese Kolonien und bilden schlief3lich
das durchgéangige Endoderm, welches das Blastozoel an Tag 11 vollstdndig umgibt. Mit
Entstehung des Endoderms wird der Embryo von einer zweischichtigen, bilaminaren Mem-
bran umgeben - dem Trophektoderm und dem Endoderm. Endodermale Zellen haben eine
gefurchte Oberflache, die an die Mikroplicae der Sammeltubuli in den Nieren erinnert, mit
welchen der lonentransport assoziiert ist. Obwohl das Endoderm durch seine Projektionen
in das Trophektoderm eine wichtige Rolle bei der Erhaltung des osmotischen Gradienten
zu spielen scheint, ist es nicht unbedingt notwendig fiir die Expansion der Blastozyste. Mit
Vollendung des Endoderms kommt es zu einigen funktionellen Veranderungen im Konzep-
tus, die ein schnelles Wachstum und einen auffallenden Auftrieb zur Folge haben (ENDERS
et al., 1993). Da die Zellen des Endoderms und die des Trophektoderms in vitro ein unter-
schiedliches steroidgenetisches Profil aufweisen, ist ihr Zusammenspiel méglicherweise far
die Trachtigkeitserhaltung notwendig (MARSAN et al., 1987).
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Zelldifferenzierung Durch die Zelldifferenzierung entstehen die ICM und der Trophoblast.
Die innen liegende ICM bildet spéter den Embryo sowie einige mit ihm assoziierte Mem-
branen. Sie wird von einer Trophoblastzellschicht, der ,Raubers Layer” (iberzogen, die zwi-
schen Tag 10 und 14 wieder verschwindet. Die Zellen der ICM sind durch ein Netzwerk lan-
ger Mikrovilli (Gap-junctions) miteinander verknUpft, durch welche sie sich wiedervereinigen
kdénnen, sofern sie geteilt oder mit Zellen anderer Embryonen vermischt werden (MCKIN-
NON u. SQUIRES, 1988a). Die auBBen gelegene, das Blastozoel umgebende einschichtige
Ektodermzellschicht, der Trophoblast, bildet spater gro3e Teile der fetalen Plazenta und ist
fir die Nahrstoffabsorption sowie Veranderungen am Uterus zum Implantationszeitpunkt
verantwortlich (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975; MCKINNON u. SQUIRES, 1988a; GINTHER,
1992). Die Trophoblastzellen bilden interzellulare Tight-junctions aus, die die Permeabilitéat
fir Flussigkeiten reduzieren (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a).

Wie in Abb. 2.3 zu sehen ist, sind die Trophoblasten polarisiert und besitzen an ih-
rem apikalen bzw. basolateralen Pol unterschiedliche Funktiosmechanismen. Wahrend
am apikalen Pol der Zellen zwischen den Zellen die Tight-junctions zu finden sind, kén-
nen in der Zellmembran Natrium-Kanéle, Natrium-Wasserstoff-Austauscher bzw. Natrium-
Glucose-Cotransporter gefunden werden. Am basolateralen Pol der Trophoblastzellen hin-
gegen sammeln sich im Zytoplasma Mitochondrien und Lipide, wahrend in der Zellmembran
Na*/K+-ATPasen vorhanden sind (WATSON, 1992). Die Polaritat wird vermutlich bereits im
Eileiter von Follikelzellen beeinflusst, die transzonal mit der Eizelle kommunizieren. Die Un-
terbrechung dieser Interaktion, z.B. im Zuge der In-vitro-Reifung, kann einen negativen Ein-
fluss auf die Eizellqualitat und die embryonale Entwicklung haben (ALBERTINI u. BARRETT,
2004; PLANCH et al., 2005).

Abb. 2.3.: Darstellung eines polarisierten Trophoblasten. H = Wasserstoff, Na = Natrium,
Cl = Chlorid, ICM = Inner Cell Mass, T = Trophoblastzellen, K = Kalium, tp =
Trophoblastzellauslaufer, M = Mitochondrien, N = Nucleus (WATSON, 1992)
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Schlupf aus der Zona pellucida Nach vollendeter Entwicklung des Blastozoels folgt ein
enormes GrdéBenwachstum des Konzeptus (SQUIRES et al., 1985b). Der zwischen den Tro-
phoblastzellen und der Zona pellucida vorhandene Perivitellinspalt verschwindet, sobald die
sich teilenden Zellen des Embryos (Blastomeren) mit der Zona pellucida in Kontakt kom-
men. Wéhrend der Embryo kontinuierlich weiterwéachst, wird die Zona pellucida mit zuneh-
mendem Alter des Embryos immer diinner. Ab etwa Tag 6 nach der Ovulation bildet sich
an der Innenseite der Zona pellucida zwischen dieser und dem Trophoblasten eine dun-
ne, azellulare Schicht aus Glykoproteinen, die als Kapsel bezeichnet wird. Innerhalb der
nachsten 24 Stunden verliert die Zona pellucida weiter an Dichte, sodass sie von ca. 17 um
auf 3 um reduziert wird. Durch das Expandieren des Embryos und der Kapsel zerreif3t sie
schlieBlich und der Embryo kann schllpfen (FLOOD et al., 1982; BETTERIDGE et al., 1982;
BETTERIDGE, 1989; STOUT et al., 2005). Es wird vermutet, dass die Auflésung der Zona
pellucida durch proteolytische Enzyme, die vom Endometrium produziert werden, induziert
wird (O’SULLIVAN et al., 2002). Solch ein proteolytisches, Trypsin-ahnliches Enzym (,Stryp-
sin“) existiert bei der Maus und wird von den wandstandigen Trophektodermzellen kurz vor
dem Schlupf aus der Zona pellucida sezerniert. Wenn ein solches Enzym beim Pferd exis-
tiert und flir den Abbau der Zona pellucida verantwortlich ist, so kdnnte diese Enzymaktivitat
und der damit verbundene Schlupf aus der Zona pellucida durch abweichende Bedingungen
in vitro (Medium / Serum) negativ beeintrachtigt werden. Auch die quantitativen Unterschie-
de der Kapsel der friihen Blastozyste spielen dabei eine Rolle, da das Enzym zunachst die
Kapsel passieren musste, um die Zona pellucida erreichen zu kdnnen (HOCHI et al., 1993,
1994a).

In vitro erfolgt der Schlupf nicht expandierter Blastozsysten aus der Zona pellucida nicht nur
spater (Tag 10,5) als in vivo, sondern auch die Art des Schlupfes unterscheidet sich. Wah-
rend sich die Embryonen in einer In-vitro-Kultur oft Gber einen langeren Zeitraum férmlich
aus der Zona pellucida hinausdriicken (,Squeezing“), wird diese in vivo relativ abrupt ab-
geworfen (,sudden escape). Das Squeezing dauert langer und geht meist mit dem gleich-
zeitigen Verlust der Kapsel einher, die im folgenden innerhalb der Zona pellucida zu sehen
ist.

Die Quelle der Serumzusétze im Kulturmedium hat Einfluss auf die Art des Schlupfes und
die In-vitro-Entwicklung. Fetale Seren unterstitzen im Allgemeinen die In-vitro-Entwicklung
besser als Stutenseren. Allerdings erhéht der Zusatz von fetalem Kalberserum (FCS) bzw.
Serum einer trachtigen Stute von Tag 8 die Zahl an Embryonen, die sich durch Squeezing
bzw. Rissbildung (Tearing open) von der Zona pellucida befreien. Im Gegenzug dazu férdert
der Zusatz von fetalem equinen Serum (FES) bzw. von Stutenserum des Ovulationstages
eher den plétzlichen Abwurf der Zona pellucida (HOCHI et al., 1993, 1994a). Punktiert man
die Zona pellucida in vitro, so folgt ein explosionsartiger Abwurf der Zona pellucida und die
Kapsel erscheint (BETTERIDGE, 2007).
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In vivo erfolgt der Schlupf der Zona pellucida so schnell, dass es schwierig ist, diesen Mo-
ment festzuhalten (BETTERIDGE et al., 1982; WILSON et al., 1986; MCKINNON et al., 1989).

Wachstum des Embryos Nach dem Schlupf beginnt ein schnelles Wachstum der Blas-
tozyste. Dies betrifft nicht nur die GréBe, sondern auch das Trockengewicht der Kapsel
(BETTERIDGE et al., 1982; ORIOL et al., 1993a). Wahrend 7 Tage alte Embryonen nicht
immer das Entwicklungsstadium einer expandierten Blastozyste erreicht haben, haben 8
oder 9 Tage alte Embryonen dieses Stadium in der Regel immer erreicht. Mit 9 Tagen hat
der Embryo eine Gré3e von etwa 2 mm im Durchmesser (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975;
MCKINNON u. SQUIRES, 1988a). Trotz dieser altersabhangigen Gré3entendenz ist es selbst
nach stindlicher Ovulationskontrolle und genau bekanntem Ovulationszeitpunkt nicht még-
lich, eine homogene, gleichaltrige Embryonengruppe zu gewinnen. Ursache dafir ist das
individuell unterschiedliche Intervall zwischen Ovulation und Befruchtung sowie die indivi-
duell unterschiedliche Entwicklungsgeschwindigkeit der Embryonen. Um relativ sicher von
einem bereits erfolgten Abstieg des Embryos in den Uterus ausgehen zu kénnen, ist es bei
taglich ein- bis zweimaliger Ovulationskontrolle sinnvoll, nach Entdecken des Corpus luteum
mindestens 156 Stunden (6,5 Tage) bis zum Spiilvorgang zu warten (COLCHEN et al., 2000;
BATTUT et al., 2001).

Mobile Phase Nach seinem Abstieg in den Uterus (Tag 6,5) beginnt der sphérische Em-
bryo bis zu seiner Immobilisierung und Fixierung im Uterus von einem Horn zum anderen
zu wandern, um die maternale Tr&chtigkeitserkennung zu gewahrleisten. Wirde man die
Uteruspassage chirurgisch auf ein Drittel reduzieren, so kdme es zur Luteolyse des Gelb-
kérpers und dadurch zur Rickkehr zum normalen Zyklus (MCDOWELL et al., 1985). Wah-
rend zwischen Tag 9 und 10 die Mobilitdt des Embryos begrenzt ist und er ca. 60 % der
Zeit im Uteruskdrper verbringt, erreicht er zwischen Tag 11 und 14 seine maximale Beweg-
lichkeit und halt sich die meiste Zeit in den Uterushérnern auf (GINTHER, 1985). Fir die
Trachtigkeitserkennung ist es von Bedeutung, dass der Embryo durch den gesamten Uterus
wandern kann.

Auch nach seinem Abstieg in den Uterus sezerniert der Embryo weiterhin die Hormone
PGF,, und PGE,, welche die Fahigkeit haben, die Funktion der glatten Muskulatur in eini-
gen Korpersystemen zu stimulieren. Durch Stimulation des Myometriums entstehen Uterus-
kontraktionen, die fir die Fortbewegung des Embryos verantwortlich sind. Die Vermutung,
die Mobilitat des Embryos werde durch die Wirkung dieser beiden Hormone hervorgerufen,
konnte bestatigt werden (WATSON u. SERTICH, 1989; STOUT u. ALLEN, 2001, 2002). Wahr-
scheinlich sind PGF,, und PGE nicht nur fiir die Fortbewegung des Embryos, sondern auch
fir weitere wichtige lokale Funktionen bei der Entwicklung und Ernahrung des Konzeptus
von Bedeutung (STOUT u. ALLEN, 2002). Die Verabreichung eines 3-Sympathomimetikums
(Clenbuterol), welches die Uteruskontraktilitdt unterdriickt, I6ste die Herabsetzung der Em-
bryomobilitat aus (GINTHER, 1985).
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Die maternale Trachtigkeitserkennung wird aber nicht nur durch die embryonale Wanderung,
sondern auch durch die vom Embryo induzierte Herabsetzung der PGF,,-Sekretion des
Endometriums beeinflusst (MCDOWELL et al., 1985; STOUT u. ALLEN, 2002).

Wahrend der Wanderung, die ihren H6hepunkt zwischen Tag 10 und 14 hat, gibt der Em-
bryo sein anti-luteolytisches Signal an das gesamte Endometrium ab und erreicht somit den
Zustand der Luteostase, der fir die Erhaltung der Trachtigkeit unabdingbar ist (MCDOWELL
et al., 1985; STOUT u. ALLEN, 2001). Produziert der Embryo zuviel PGFs,, kann dies Uber
den peripheren Kreislauf in das Ovar gelangen, wo es die Luteolyse auslést und zum Trach-
tigkeitsverlust fihrt (MORRIS u. ALLEN, 2002). Die eigentliche PGF,,-Sezernierung wahrend
des Zyklus erfolgt bei der Stute durch das Endometrium und wird durch das bei der Stute
ebenfalls vom Endometrium sezernierte Oxytocin ausgelést (HANDLER u. AURICH, 2005).
Durch eine vom Embryo hervorgerufene Reduktion der Oxytocinrezeptor-Konzentration im
Endometrium zwischen Tag 10 und 16 der Trachtigkeit wird die PGF,,-Ausschittung und
damit die Luteolyse verhindert, sodass die Trachtigkeit aufrechterhalten werden kann (STAR-
BUCK et al., 1998).

Flr das Phdnomen der Uteruswanderung gibt es bis zu dem Zeitpunkt, an dem der Embryo
erstmalig sonographisch erfasst und so seine Lageveranderung dokumentiert werden kann,
keinen Beweis. Die erste sonographische Darstellung des Embryos kann gelegentlich an
Tag 9, zuverlassig aber erst an Tag 11 erfolgen (BETTERIDGE, 2007). Das Phanomen der
embryo-maternalen Kommunikation bleibt beim Pferd jedoch bis heute ungeklart.

2.3.2.2. Nach der Fixierung

Etwa an Tag 17 erfolgt durch einen plétzlich ansteigenden Uterustonus sowie ein enor-
mes GréBenwachstum des Embryos seine Immobilisation und Fixierung an der Basis eines
der Uterushérner (ALLEN u. STEWART, 2001; STOUT u. ALLEN, 2001). Die mobile Phase
ist damit beendet. Durch die Fixierung, die in der Regel in ventraler Lage gegenUber der
mesometrialen Anheftung erfolgt, verédndert der Embryo seine Form. Diese wird aufgrund
der Anpassung an das geschwollene Uterushorn unregelmaBig im Querschnitt (GINTHER,
1992). Wéhrend die Fruchtblase zwischen Tag 11 und 16 noch eine sphéarische Form hat,
ist diese an Tag 17 eher langlich, zwischen Tag 18 und 21 dreieckig und zwischen Tag 24
und 48 unregelmanBig (GINTHER, 1983a).

Eine weitere Hypothese ist, dass der Konzeptus seine Form aufgrund von auBerem Druck
auf die Gebarmutterwand, wie z.B. durch Bewegungen der abdominalen Organe, veran-
dert. Vermutlich liegt es jedoch an den myometrischen Kontraktionen, die einen Massage-
ahnlichen Effekt auf den fixierten Vesikel ausliiben sollen und den dicksten Teil der Em-
bryowand, den Embryopol, in eine ventrale Position dricken. Gleichzeitig veréandert sich
zwischen Tag 16 und 21 die Wanddicke des Uterus insofern, als dass die dorsale Wand an
Dicke zunimmt wahrend die ventrale Wand immer dinner und glatter wird.
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Die Ausrichtung des Embryos in ventraler Lage zwischen dem Zeitpunkt der Fixierung und
Tag 19 hat seine Ursache folglich zum einen in den Myometriumskontraktionen, zum ande-
ren in der stark ausgepragten dorsalen Uteruswand sowie in der vermehrten Wanddicke des
Konzeptus am embryonalen Pol, welche durch die Mesodermschicht und die Anwesenheit
des Embroys und des Amnions entsteht.

Durch die embryonale Rotation in ventrale Lage ist der Zusammenstol3 zwischen der ver-
dickten Wand am Embryopol und der diinneren, ventralen Uteruswand geringer als er es
an der dorsalen Uteruswand ware. Die Fixierung des Embryos am kaudalen Pol des Ute-
rushorns liegt vermutlich an der zu diesem Zeitpunkt herrschenden Wélbung des Hornes
(GINTHER, 1985, 1983a).

Mit der Fixierung des Embryos in der Gebarmutterschleimhaut verandern sich die physi-
kalischen Eigenschaften der Kapsel. Diese wird durch den Sialinsaureverlust schlaff (BET-
TERIDGE, 2007; QUINN et al., 2007). Um Tag 18 beendet die Kapsel ihr Wachstum und
wird wieder diinner, bis sie an Tag 23 ganz verschwunden ist. Damit ist der Trophoblast der
Umgebung ausgesetzt (ORIOL et al., 1993a).

Auch das Profil der Proteine, die sich an die Kapsel heften bzw. diese durchqueren, um in
die Dottersackflissigkeit zu gelangen, verandert sich. Wahrend Uterocalin (p19) weiterhin
vorhanden ist, wird 52-Mikroglobulin (62M) abgebaut und das Protein Phospholipase A2
(p17) zeigt vorribergehend Prasenz (BETTERIDGE, 2007; QUINN et al., 2007). Die Osmola-
litdt der Dottersackflissigkeit sowie inre Konzentration an Proteinen, Fructose, Oxytocin und
Arginin-Vasopressin (AGP) beginnt zu steigen (BETTERIDGE, 2000) und das Wachstum des
Embryos, das vor der Fixierung noch 3 — 4 mm/Tag betrug, erreicht zwischen Tag 17 und 24
ein Plateau. Danach betragt das Wachstum nur noch 2 — 3 mm pro Tag (GINTHER, 1983a).

2.3.3. Veranderungen in der frihembryonalen Phase
2.3.3.1. Zusammensetzung und Produkte von Embryo und Uterus

Uterus Wahrend der Etablierung der Trachtigkeit steigen die Aktivitaten von Glucose,
Fructose, Ascorbinsaure sowie des Enzyms Glucosephosphat-lsomerase (GPI) in der Ute-
rusflissigkeit an. Dies spiegelt eventuell einen vermehrten Kohlenhydratstoffwechsel wider,
der fUr die Entwicklung des Konzeptus von groBem Nutzen ist. Die Produktion dieser den
Embryo ernahrenden Substanzen wird durch chemische Signale der Blastozyste reguliert.
Zu diesen gehdren unter anderem die Ostrogene, die in Hinblick auf den Kohlenhydrattrans-
port und -metabolismus im Uterus der tragenden Stute wichtig sind (ZAvY et al., 1982).

Des Weiteren kénnen in der Spulflissigkeit des Uterus zwei Formen von Uteroglobin de-
tektiert werden, deren immunreaktive Form auf die Verabreichung von PGFs, mit einem
starken Anstieg reagiert.
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Uteroglobin ist ein progesteronabhangiges Protein, welches vom Uterus sezerniert wird und
eine Rolle bei der Abgabe von Lipidliganden durch die Kapsel spielt (QUINN et al., 2007;
HAYES et al., 2008).

Auch das aus den uterinen Epithel- und Driisenzellen in das Uteruslumen sezernierte ma-
ternale Uterocalin, welches auch als p19 bezeichnet wird, ist ein Carrierprotein, dessen
Sezernierung progesteronabhangig ist. Seine Anwesenheit in der uterinen Spulflissigkeit
koinzidiert mit dem peripheren Serumprogesteronspiegel wahrend des Zyklus und seine
Sezernierung kann durch synthetische Progestagengabe induziert werden. Uterocalin wird
von Tag 14 — 25 im Uterussekret gefunden. Nach Tag 20 sinkt die Konzentration trotz weiter
bestehender Progesteronsekretion wieder auf Basalwerte ab. Diese Tatsache weist dar-
auf hin, dass die Expression von p19 nicht nur progesteronabhéngig ist, sondern weitere
Mechanismen die Synthese und Sekretion kontrollieren. Die Sezernierung von p19 erfolgt,
solange der Embryo mobil und die Kapsel vorhanden ist. Infolge Absorption durch die Kap-
sel und den Trophoblasten ist es auch in der Dottersackflissigkeit zu finden. Durch seine
ligandbindenden Eigenschaften bindet es nicht nur die fiir den Energiestoffwechsel und fir
die Membranstruktur wichtigen gesattigten und einfach ungesattigten Fettsduren, sondern
auch mehrfach ungesattigte Fettsduren. Die Primarfunktion von Uterocalin ist also seine Wir-
kung als Carrierprotein fir Lipide. Diese werden fur das Wachstum, den Stoffwechsel und
die Morphogenese des Embryos benétigt. Das AuBBergewdhnliche an p19 ist seine Zusam-
mensetzung. Wahrend der Embryo in der Regel essentielle Aminosauren nur von der Mutter
erhalt, stellt Uterocalin diesbeziglich die Ausnahme dar. Aufgrund seiner Reichhaltigkeit an
den meisten essentiellen Aminosauren fungiert es als Quelle essentieller Aminosauren fir
die Proteinsynthese. Eine weitere Besonderheit von p19 ist die Lokalisierung von Tryptophan
in seiner Seitenkette. Dies ermdglicht die Interaktion mit anderen Proteinen und Membra-
nen, sodass p19 mit der Membranoberflache der Trophoblastzellen oder mit Rezeptoren auf
diesen interagieren kann. Eine solche Interaktion ermdéglicht eine schnelle Aufnahme des
Proteins und verhindert gegebenenfalls die Reabsorption, sofern das maternale Epithel kei-
nen adaquaten Rezeptor besitzt. Die molekularen und biochemischen Charakteristika von
Uterocalin eignen sich demnach fir den Transport essentieller Nahrstoffe, Hormone und
anderer Wachstumsfaktoren durch die Kapsel und den Trophoblasten zum Embryo (CROS-
SETT et al., 1996, 1998; KENNEDY, 2004; QUINN et al., 2005; ELLENBERGER et al., 2008).

Konzeptus Zwischen Tag 7 und 14 der friihen Trachtigkeit produziert der Embryo neben
Ostradiol vor allem das Steroid 17a-hydroxyprogesteron, das vom Endometrium zu einem
undefinierbaren Steroid verstoffwechselt wird. Vermutlich spielen auch diese vom Embryo
produzierten Steroide eine Rolle bei der Entwicklung des Embryos und/oder der Hemmung
der Luteolyse bzw. der Trachtigkeitserkennung (GOFF et al., 1993).
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Der Uberwiegende Blutzucker des Embryos ist Fructose. Die Fructosekonzentration der Dot-
tersackflissigkeit steigt nach Tag 16 parallel zum Anstieg der Osmolalitat deutlich an. Daher
ist es moglich, dass Fructose zwischen der 2. und 4. Trachtigkeitswoche bis zu 25 % an der
Osmolalitat beteiligt ist. Dies und die Tatsache, dass Fructose bei vorliegendem Glucose-
mangel als Ersatznahrungsquelle dient, fuhrt zu der Annahme, dass Fructose sowohl auf
das Tiefgefrieren als auch auf die Kultivierung equiner Blastozysten Einfluss hat (RubDOCK
et al., 2000).

Auch die Konzentrationen von Oxytocin und Arginin Vasopressin (AVP) steigen nach der
Fixierung in der Dottersackflissigkeit, sodass ihnen eine Rolle bei der Vermeidung der Lu-
teolyse eingerdumt wird. Gegebenenfalls gibt es einen Zusammenhang zwischen AVP und
der Osmolalitat der Dottersackflissigkeit. Die Fixierung an Tag 16 ist also mit wichtigen
metabolischen Veranderungen zur Erhaltung der Tréchtigkeit verknipft (WAELCHLI et al.,
2000b). Die vom Embryo produzierten Stoffwechselprodukte kénnen in der Spulflissigkeit
nachgewiesen werden (ZAvY et al., 1982, 1984).

Trophoblast Hauptprotein des Trophoblasten ist das GM,-Activator Protein (GM,-
AP). Dieses sekretorische und lysosomale Enzym ist zusammen mit dem Enzym -
Hexosaminidase A flr die Hydrolyse des Lipids GM, verantwortlich. GM, ist ein an die
Membran des Lysosoms gebundenes Gangliosid (Sphingolipid), das von GM;-AP an eine
hydrophobe Tasche gebunden und mit Hilfe der a-Untereinheit der g-Hexosaminidase A
zu GMj3 hydrolisiert wird. Bei Fehlen oder Defekt dieses Enzymes kann die Hydrolyse von
GM, zu GMj3 nicht stattfinden und es kommt zur Speicherung des Lipids GMs im Lyso-
som (Gangliosidose). Das reichhaltige Vorkommen von GM,-AP wahrend der Kapselphase
weist auf eine zeitlich begrenzte Rolle hin, die nach der Desialysierung der Kapsel beendet
ist. GM>-AP kann in den extrazellularen Raum sezerniert und durch einen kohlenhydrat-
unabhangigen Mechanismus mit oder ohne gebundenes Lipid von der extrazellulédren Flus-
sikgeit wieder aufgenommen werden. Vermutlich hat GM2-AP eine lysosomale, katabolische
Rolle im Trophoblasten bzw. die eines Lipidcarriers. Es bindet, 16st und transportiert ein brei-
tes Spektrum an Lipidmolekiilen wie z.B. Glycolipide, Ganglioside sowie Phosphoacylglyce-
rol zwischen Liposomen hin und her. Seine maximale Aktivitat erreicht GM»-AP bei pH 5.
GM.-AP fungiert demzufolge als intra- und/oder interzellulares Lipidtransportprotein (MA-
HURAN, 1998; QUINN et al., 2006). Vor der Einnistung des Embryos ist das GM»-AP in der
Dottersackwand vorhanden (QUINN et al., 2007; HAYES et al., 2008).

Auch Uterocalin (p19) konnte wahrend der frihen Trachtigkeitsphase im Trophoblasten ge-
funden werden. Es gelangt durch die Kapsel und die Trophoblastzellen in die Dottersack-
flussigkeit (CROSSETT et al., 1998).
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Kapsel Bis Tag 14 befindet sich vor allem die intakte Form von 5;M (p10) in der Kapsel.
Dieses wird im Rahmen der Fixierung des Embryos (Tag 16) proteolytisch zu p8 umge-
wandelt, dem neun Aminsoauren am N-terminalen Ende fehlen. SchlieBlich wird es soweit
abgebaut, dass es an Tag 19 nicht mehr zu finden ist. Zwischen Tag 13,5 und 17,5 ist das
(2M auch in der Dottersackwand und im Uterusgewebe vorhanden.

Neben Uterocalin (p19), das sich vor der Fixierung sowohl in der Kapsel als auch in der
Dottersackflissigkeit befindet, ist auch das kationische Protein p17 («-Lactalbumin) in der
Kapsel vorhanden. Die Konzentration dieses Proteins, das auch als sekretorische Phospho-
lipase A2 (sPLA2) Typ Il bekannt ist, steigt nach Behandlung mit PGF,, stark an. Durch
einen PGF,,-induzierten Trachtigkeitsabbruch und die dadurch ausbleibende Fixierung des
Embryos erfolgt eine vermehrte Sekretion von sPLA2 in der Kapsel sowie eine Veranderung
der Genexpression von Uteroglobin. Diese Reaktionen kénnten eine Rolle beim Untergang
des Konzeptus spielen (QUINN et al., 2007; HAYES et al., 2008).

Waéhrend der Fixierung sind p4 (Tag 15 — 18) sowie p8 (Tag 17 — 18) mit der Kapsel asso-
ziiert, nach der Fixierung sind es p5 (ab Tag 18), p13 («-Subunit von equinem Hamoglobin)
und p14 (5-Subunit von equinem Hamoglobin, ab Tag 17). Die kapsulare Proteinzusammen-
setzung durchlauft wahrend der Fixierung einen schnellen Wechsel (QUINN et al., 2005).

Dottersackfliissigkeit In der Dottersackfliissigkeit kdnnen zwischen Tag 15 und 16 p4
und p19 sowie nach Tag 20 auch p13 und p14 gemessen werden. Die p13 und p14 werden
als unspezifische Kontaminenten bezeichnet (QUINN et al., 2005).

Das Hauptprotein der Dottersackfliissigkeit wahrend der Zeit der Fixierung ist Uterocalin
p19, welches durch die Kapsel und die Trophoblastzellen in den Dottersack gelangt. Da es
nach der Fixierung nicht mehr messbar ist, wird vermutet, dass es eine Rolle im endometrial-
embryonalen Transport spielt (CROSSETT et al., 1998; SUIRE et al., 2001; QUINN et al.,
2005).

2.3.3.2. Osmotisch bedingte Veranderungen

Nach einem starken Wachstumsschub des Embryos zwischen Tag 11 und 16 folgt ein Pla-
teau. Der FlUssigkeitseinstrom steigt exponentiell, bis er an Tag 16 drei ml pro Tag er-
reicht. Das Besondere dabei ist die Hypoosmolalitat der Flissigkeit wahrend dieser Zeit.
Der osmotische Gradient kann also nicht als Ursache fir den Flissigkeitseinstrom und so-
mit fir die Expansion des Dottersacks verantwortlich gemacht werden (WAELCHLI u. BET-
TERIDGE, 1996; WATSON et al., 2004). Die Hypoosmolalitédt der Dottersackfllissigkeit flihrt
nach der Uterusspllung zum Auftrieb des Konzeptus in dem als Spilfliissigkeit verwendeten
Phosphat-Puffer (PBS) mit einer Osmolalitat von 280 mOsm kg~'. Der Auftrieb beginnt mit
einer GréBe von 4 —5 mm (Tag 10 — 11) und bleibt bis Tag 18 — 20 erhalten.
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Zu diesem Zeitpunkt beginnt der Verlust der Kapsel und der sphéarischen Form des Em-
bryos. Bis etwa Tag 9 sinken Embryonen in isotonem Medium ab, danach schweben sie
darin, wahrend sie in hypotonem Medium sinken. Grund hierfur ist die Hypoosmolalitat der
Blastozystenflissigkeit. In Abhangigkeit vom Alter des Embryos steigt die Osmolalitat (Elek-
trolytkonzentration) nach Tag 16 deutlich an, sodass sie an Tag 22 etwa 250 mOsm/kg er-
reicht (WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996; WAELCHLI et al., 1997). Gleichzeitig steigt die Kon-
zentration von Fructose, Arginin-Vasopressin sowie Oxytocin in der Dottersackfllissigkeit an
(Rubbock et al., 2000; BETTERIDGE, 2000). Die Ursache fiir den Osmolalitatsanstieg ist un-
klar. Méglicherweise spielen Veranderungen im Flussigkeits- und Stoffaustausch zwischen
Konzeptus und Gebarmutter durch die Fixierung des Embryos dabei eine Rolle.

Setzt man Embryonen Uber einen langeren Zeitraum einem hypertonen Medium mit einer
Osmolalitat von tber 300 mOsm kg~ aus, so steigt die Osmolalitat der Blastozystenfliissig-
keit (Na™, CI~) an. Die Embryonen schweben. Gleichzeitig ist der Perivitellinspalt zwischen
Kapsel und Trophoblastzellen deutlich vergréBert. Diese Veranderung ist besonders bei Os-
molalitaten von 1500 mOsm Kg~! im Medium der Fall. Ursache hierfiir ist vermutlich, dass
Na®™ und CI~ sowie K* frei durch die Kapsel, nicht aber durch den Trophoblasten diffun-
dieren kdnnen. Die dadurch verursachte erhdéhte Elektrolytkonzentration im Perivitellinspalt
zieht den Wassereinstrom nach sich (WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996).

Die Blastozystenfliissigkeit hat eine niedrigere Na*-Konzentration und Osmolalitat, aber ei-
ne hohere K*-Konzentration als Blutserum. Die Hypothese, die Na™-Konzentration und Os-
molalitat der Uterinflissigkeit sei niedriger als die der Blastzoystenflissigkeit, konnte nicht
bestétigt werden. Die Na™-Konzentration der Uterinflissigkeit ist zwar niedriger als im Se-
rum, aber hdher als die der Blastozystenflissigkeit. Die Entstehung der hypotonen Blasto-
zystenflUssigkeit bleibt also weiterhin unklar (WAELCHLI et al., 2000b). GroBe Proteinmole-
kile und Proteinaggregate tragen zum osmotischen Potential der Follikelflissigkeit bei und
rekrutieren Fllssigkeit in die Follikelhdhle (CLARKE et al., 2006). Flr die Verhaltnisse im
Konzeptus wird ein &hnlicher Mechanismus diskutiert wie in der Follikelflissigkeit.

Zwischen Tag 10 und 25 ist die Blastozystenfllissigkeit hypoton. Um Tag 7 — 8 der Trachtig-
keit bildet sich um den Embryo zusétzlich zum Trophektoderm das Endoderm. Seine baso-
lateralen Fortsatze bilden das subtrophektodermale Kompartiment, welches zwischen dem
Endoderm und dem Trophektoderm lokalisiert ist. Wahrend die Na™- und Cl—-Konzentration
kleinerer Embryonen in der Blastozystenflussigkeit héher ist als im subtrophektodermalen
Kompartiment, verhalt sich dies bei gréBeren Embryonen umgekehrt. Je gréBer der Embryo
ist, desto weniger Na™ und CI~ befindet sich in der Blastozystenflissigkeit und desto mehr
befindet sich im subtrophektodermalen Kompartiment. Dieser Vorgang liegt in der Aktivitat
der im Endoderm lokalisierten Na*/K*-ATPase begriindet. Diese pumpt Na™ aktiv aus dem
Blastozoel in das subtrophektodermale Kompartiment, dessen Osmolalitat im Vergleich zum
Blastozoel daraufhin steigt.
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Dieser Anstieg der Osmolalitét hat zur Folge, dass Wasser aus dem extrazellularen Raum
durch den osmotischen Gradienten in das nun hypertone subtrophektodermale Komparti-
ment hineingezogen wird. Wie das Wasser allerdings in die hypotone Blastozoelflissigkeit
gelangt, ist noch unklar. Die steigende Osmolalitat des subtrophektodermalen Komparti-
ments erfolgt, sobald der Konzeptus eine Gré3e von ungefahr sechs mm erreicht. Dies ist
etwa an Tag 11 der Trachtigkeit der Fall — zeitgleich mit dem Beginn der starksten Wachs-
tumsphase (Tag 11 — 16) des Embryos sowie kurz nachdem dieser beginnt, Auftrieb im
Medium zu haben. Wenngleich das Endoderm beim Prozess des Wassereinstromes behilf-
lich ist und somit die Expansion des Embryos ermdglicht, kann der Embryo jedoch auch
in Abwesenheit dieser Epithelschicht expandieren (ENDERS et al., 1993; WAELCHLI et al.,
1997; CREWS et al., 2002, 2007).

Die Vermutung, dass ein Konzentrationsgradient zwischen peripherer und zentraler Region
der Dottersackflissigkeit fur den Wassereinstrom verantwortlich ist, konnte nicht bestatigt
werden. Der Wassereinstrom aus dem subtrophektodermalen Kompartiment in das Blasto-
zoel erfolgt wahrscheinlich mit Hilfe eines aktiven Wassertransportes gegen das Konzen-
trationsgefalle durch die bilaminare (Trophektoderm und Endoderm), den Embryo umge-
bende Epithelschicht hindurch. Ebenfalls méglich ist die Beteiligung von Aquaporinen. Au-
Berdem ist es mdglich, dass der Flissigkeitseinstrom nicht der Grund, sondern vielmehr
das Resultat des embryonalen Wachstums ist (CREWS et al., 2007). Die Tatsache, dass
der Embryo wahrend der gré3ten Wachstumsphase konstant seine eigene Hiille produziert,
kdénnte zu seinem Volumenwachstum sowie zu einem negativen hydrostatischen Druck bei-
tragen. Wahrend um Tag 18 die Kapselakkumulation stoppt und die Expansion langsamer
wird, beginnt die Osmolalitat der Dottersackflissigkeit zu steigen (GINTHER, 1992; ORIOL
et al., 1993a; WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996). Vielleicht tréagt das subtrophektodermale
Kompartiment nicht nur zum Wassereinstrom bei, sondern verhilft dem Konzeptus auch zu
einer Toleranz gegenlber hypertoner Umgebung. Setzt man Embryonen hypertonen Medi-
en wie z.B. Kryoprotektiva aus, so antworten kleinere Blastozysten (300 xm) mit schneller
Schrumpfung aufgrund des Wasserausstromes und anschlieBender Reexpansion aufgrund
des Einstromes des hypertonen Kryoprotektivums und des damit verbundenen Wasserein-
stromes. GréBere Embryonen (500 — 1000 xm) schrumpfen jedoch nur langsam und reex-
pandieren kaum (HOCHI et al., 1994d, 1995b). Die Ursache dieses Verhaltens ist vermutlich
das Vorhandensein der Kapsel. Zu diesem Zeitpunkt ist aber auch das Endoderm bereits
ausgebildet. Da die Kapsel bei frihen Entwicklungsstadien selbt fir gréBere Molekile per-
meabel ist, kénnte die bilaminare Omphalopleura (Endoderm und Trophektoderm) fir die
steigende Wasserresistenz innerhalb einer hypertonen Umgebung verantwortlich sein. Dies
wirde das Verhalten der gréBeren Embryonen erklaren (GUILLOMOT u. BETTERIDGE, 1984;
CREWS et al., 2007). Setzt man gréBere (12 mm) bzw. altere (13 oder 14 Tage) Embryonen
hyperosmolaren Losungen aus, so behalten sie neben ihrer Form auch ihre Hypoosmolalitat
— unabhéngig von der Permeabilitdt der Kapsel (WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996).
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Die entwicklungsbedingten Verénderungen der Elekirolytverteilung in der Dottersackwand
und damit verbundene morphologische Veranderungen des Embryos sollten weiter unter-
sucht werden, da das Vorhandensein der bilamindren embryonalen Dottersackwand Ein-
fluss auf den Wassertransport durch die Epithelien und somit nicht nur auf das Wachstum
des Embryos, sondern auch auf dessen Tiefgefriertauglichkeit haben kénnte (CREWS et al.,
2007).

2.3.4. Entstehung der plazentaren Hiillen

Die Erndhrung des equinen Embryos erfolgt Uber eine Verbindung zum Gebarmutterepithel.

2.3.4.1. Dottersackplazentarstadium (Tag 8 — 21)

Ab Tag 8 beginnt die Entwicklung des Dottersacks. Aus der ICM entsteht an Tag 8 das
Endoderm, welches an Tag 11 das Blastozoel vollstandig umschliet und zusammen mit
dem Trophoblast (Ektoderm) die bilaminare Dottersackwand bildet (ENDERS et al., 1993).
Wahrend das Wachstum zwischen Tag 11 und 16 besonders progressiv ist, erreicht es da-
nach ein Plateau. Der FlUssigkeitseinstrom steigt exponentiell und erreicht an Tag 16 mit
3 ml/Tag seinen Héhepunkt. Das Besondere dabei ist, dass die Flissigkeit wahrend des
schnellen Wachstums hypoton ist. Der osmotische Gradient kann also nicht als Ursache
fir den Flussigkeitseinstrom und somit fir die Expansion des Dottersacks verantwortlich
gemacht werden (WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996; WATSON et al., 2004). Durch die Hypo-
osmolalitét der Dottersackflissigkeit erfahrt der Embryo Auftrieb in dem als Spulflissigkeit
verwendeten PBS mit einer Osmolalitiat von 280 mOsm kg~!. Dieser Auftrieb beginnt bei
einer GréBBe von 4 — 5 mm (Tag 10 — 11) und bleibt bis Tag 18 — 20 erhalten. Zu diesem
Zeitpunkt beginnt der Verlust der Kapsel und der sphéarischen Form des Embryos. Da das
Dottersacklumen direkt in den primitiven Darm Ubergeht, ist alles, was Uber den Dottersack
absorbiert wird, direkt fur den Embryo zuganglich.

Wahrend die ,Raubers Layer” (Trophoblastzellen Gber der ICM) um Tag 14 verschwindet, ist
die flache, birnenférmige Keimscheibe klar zu erkennen. Sie enthélt einen Primitivstreifen
(Zellwulst, der sich durch Zellvermehrung und Zellwanderung zum hinteren Teil der Keim-
schicht voribergehend bildet und fir die Entwicklungssteuerung des Embryos verantwort-
lich ist) von ca. 1 mm Lange. Aus der Keimscheibe wéchst das Mesoderm zwischen Endo-
und Ektoderm heraus und umgibt schlieBlich Gber die Hélfte des Dottersackes. Die Zellen
des Mesoderms sind in somatische und splanchnische Zelllagen unterteilt, die durch das
Exocoelum voneinander getrennt sind. Das Mesoderm bildet Blutinseln, die durch Wachs-
tum und Fusion ein durchgehendes Gefal3netz in der Dottersackwand bilden. Durch Ver-
bindung dieses Netzes mit dem Embryo entsteht ein Kreislaufsystem, mit Hilfe dessen der
Embryo erndhrt wird. Am Ende des durchbluteten Mesoderms befindet sich eine Sammel-
vene, der Sinus terminalis. An dieser Stelle ist die Dottersackwand dreischichtig, bestehend
aus Endo- Meso- und Ektoderm.
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Diese Schicht hat eine absorbierende Funktion und steht in Kontakt mit der Uterinmilch
(Fette, Kohlenhydrate, Proteine, etc.), die flr die Erndhrung des Embryos wichtig ist. Die
restliche, distal gelegene Wand ist zweischichtig, bestehend aus Endo- und Ektoderm (VAN
NIEKERK u. ALLEN, 1975; GINTHER, 1992). Die Dottersackwand fungiert sozusagen als
Austauschplattform fir verschiedene Substanzen, die fir den Embryo bzw. das Endometri-
um notwendig sind.

Neben der Expression von GM,-AP vor der Fixierung des Embryos, das fir den Trans-
port und den Abbau von Glykolipiden notwendig ist, produziert die Dottersackwand Insulin-
like growth factor binding protein-3 (IGF-BP3) zur Bindung des Insulin-like growth factor-1
(IGF-1), welcher fir die embryonale Entwicklung gebraucht wird. AuBerdem synthetisiert
und metabolisiert die Dottersackwand Steroide und produziert PGF,, sowie PGE,. Der Ste-
roidmetabolismus in der bilaminaren bzw. trilaminaren Dottersackwand ist unterschiedlich
(GOFF et al., 1993; HERRLER et al., 2000a; RAESIDE et al., 2004; QUINN et al., 2006).

An Tag 16 erlangt der Embryo eine zylindrische Form und besitzt ein gut entwickeltes
Neuralrohr, welches im primitiven Darm endet. Die mesodermale Platte an beiden Seiten
des Neuralrohres enthélt zu diesem Zeitpunkt 14 Paar Somiten (vorlibergehende Urseg-
mente beidseits des Neuralrohrs). Auch die Entwicklung des Amnions (dinne, gefaf3lose,
innerste Eihaut; Teil der Fruchtblase des Embryos) beginnt an Tag 16, sodass der Embryo
an Tag 20 vollstandig vom Amnion umgeben ist (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975). Die Dot-
tersackflissigkeit des schnell expandierenden Embryos beinhaltet zwischen Tag 8 und 17
eine niedrige Proteinkonzentration. Allerdings sind beachtliche Mengen der progesteronab-
hangigen Proteine Uterocalin p19 und Uteroglobin messbar (QUINN et al., 2007). Wahrend
die Ostrogen- sowie die hohe Fructosekonzentration parallel mit der GréBe steigen, ist die
Glucosekonzentration zu diesem Zeitpunkt sehr niedrig (RUDDOCK et al., 2000). Die Osmo-
lalitdt der hypotonen Dottersackfliissigkeit steigt zwischen Tag 11 und 16 exponentiell an
(BETTERIDGE, 2007). Die Ursache fur die Hypoosmolalitat ist noch unklar.

An Tag 18 sind sowohl die Vitellinarterien als auch der Sinus terminalis deutlich um den
Embryo herum sichtbar. Dieser nimmt durch Einbiegen seiner beiden Enden mehr und mehr
die Form eines ,C* an. Seine Gr6éBe umfasst bereits 6 cm. Die Neuralfalten beginnen sich
zu schlieBen und weisen mittlerweile 16 Paar Somiten auf (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975).

2.3.4.2. Allantoisplazentarstadium (Tag 21 — 40)

Zwischen dem 18. und 21. Tag erfolgt kein intensives GréBenwachstum, sodass der Embryo
an Tag 21 nur um ca. 0,5 cm gréBer ist als an Tag 18. An Tag 21 entsteht als Aussttilpung
aus dem embryonalen Enddarm die Allantois — die embryonale Harnblase.
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Die Allantois, die eine Hauptrolle im physiologischen Austausch Ubernehmen wird, bildet
sich zu einer flussigkeitsgefillten Hohle (Exocoelom), welche zwischen der &uf3eren Soma-
topleura (Mesoderm und Trophoblast) und der inneren Splanchnopleura (Meso- und Endo-
derm) liegt (GINTHER, 1992). Wahrenddessen breitet sich das Mesoderm weiter aus und
umgibt bereits 2/3 des Dottersacks, sodass nur noch ein kleiner Bereich der bilaminaren
Omphalopleure an dem dem Embryo gegeniberliegenden Pol (brig ist. Der Embryo misst
an Tag 25 ca. 6,8 cm (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975). Um Tag 24 bzw. 25 ist die Allan-
tois vaskularisiert und im Verhaltnis zum Embryo relativ grof3. Zu diesem Zeitpunkt schlagt
bereits das Herz des Embryos und pumpt Blut in das Kreislaufsystem. Die Allantois wird
zunehmend gréBer und bildet einen Kelch unter dem Embryo, der von Amnion umgeben
ist. Die Einheit von Allantois und Somatopleura (Chorion) bildet die Allantochorion-Plazenta
(GINTHER, 1992). Da die Fusion dieser beiden Membranen mit Hilfe des vom Mesoderm
sezernierten Mitogens (Protein, das die Zellteilung anregt) erfolgt, erscheint das Wachstum
des Allantochorions als simpler Ausdehnungsprozess (STEWART et al., 1995a).

Nun entwickelt sich der beim Pferdeembryo typische, ca. 1 mm breite Choriongirtel zwi-
schen Allantois und Dottersack und umgibt den Embryo ringférmig (GINTHER, 1992). Die-
ser Gurtel entsteht aus zun&chst flachen Wellen im Chorion, die sich stark vergréBern und
zu ausgedehnten, zottigen Erhéhungen entwickeln (ALLEN u. STEWART, 2001). Die dazwi-
schen liegenden Vertiefungen differenzieren sich zu drisen&hnlichen Gebilden und produ-
zieren ein exokrines Sekret, welches die Anheftung der Gurteloberflache an das dartberlie-
gende Endometrium auslést (ALLEN et al., 1973). Am starksten ausgepragt ist der Girtel in
der N&he des Allantochorions, wahrend er Richtung Dottersack schwécher wird (STEWART
et al., 1995a). Das Mesoderm ist an der Stelle des sich ausbildenen Choriongurtels nicht
vaskularisiert und die Trophoblastzellen beginnen zu hypertrophieren und zu proliferieren.
Der Gurtel entwickelt sich nach Tag 25 schnell und ist an Tag 30 bereits finf mm breit. An
Tag 36 ist er deutlich als helles, nicht durchblutetes acht mm breites, ringférmiges Band un-
gefahr am Ubergang vom unteren zum mittleren Drittel des Konzeptus zu sehen und besteht
aus einer Reihe dicht gepackter, verzweigter und zottiger Auswiichse, die dem darunter lie-
genden Endometrium eng anliegen. Zwischen Tag 36 und 38 I6st sich der Grtel von den
fetalen Membranen (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975). Die von den fetalen Membranen ge-
I6sten Trophoblastzellen des Choriongurtels dringen ins Endometrium ein und formen die
decidua-ahnlichen Zellen der Endometrial Cups (Schleimhauttrichter), die das equine Cho-
riongonadotropin (eCG) produzieren (ALLEN et al., 1973). Bevor sie in das Endometrium
eindringen, exprimieren die invasiven Gurtelzellen ein hohes Level an vaterlich und mutter-
lich vererbten major histokompatibilitats Komplex (MHC) Klasse | Antigene. Die Immunoge-
nitat der invasiven Zellen bestétigt die Hypothese, dass die Invasion in das Endometrium
die Bildung anti-paternaler Alloantikérper stimuliert, die normalerweise wahrend der friihen
Trachtigkeit vorhanden sind.
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Die kodominante Expression maternaler sowie paternaler Antigene durch die invasiven Gur-
telzellen hat wichtige Auswirkungen auf den Mechanismus der Erkennung fetaler Alloanti-
gene durch das maternale Immunsystem (DONALDSON et al., 1994). Das eCG férdert durch
seine FSH- und LH-artige Wirkung die sekundare Lutealentwicklung, sodass sich an den
Ovarien sekundare Gelbkérper bilden, sobald das eCG im Blut erscheint. Trotz geringer
Bindungsaffinitdt zu Gonadotropinrezeptoren an den Gonaden kommt es in der Folge zu
einem Anstieg des maternalen Serumprogesterons (DAELS et al., 1991).

Die Entstehung der Endometrial Cups kann in 5 Phasen aufgeteilt werden: 1. Anhaftung, 2.
Eindringen, 3. Phagozytose, 4. Migration und 5. Differenzierung. Die Anhaftung beginnt an
Tag 25 mit der verstarkten Faltenbildung der Glrtelzellen und der anschlieBenden Ausdeh-
nung der zottigen Strukturen an Tag 33. Die Giirtelzellenspitzen sind Mikrovilli, von denen
viele Pseudopodien ausbilden. Durch Ausdehnung der Glrtelzellen in die Einbuchtungen
des Endometriumepithels entstehen an Tag 37 Verzahnungen der beiden Oberflachen. An
Tag 38 beginnt die Invasion durch Eindringen der Pseudopodien in die Plasmamembran der
Epithelzellen bis ins Zytoplasma. Der Prozess des Eindringens erfolgt sowohl zwischen ein-
zelnen Epithelzellen als auch direkt durch die Zelle hindurch. Diejenigen Girtelzellen, die
nicht an der Bildung der Endomtrial Cups beteiligt sind, nekrotisieren. Die beteiligten Girtel-
zellen dringen weiter ein und verschlingen die defekten Epithelzellen (Phagozytose). Durch
Penetration der Basalmembran des Uterusepithels erreichen die Trophoblastzellen mitsamt
den von ihnen aufgenommen Epithelresten das endometriale Stroma. Sie wandern an den
Driisen entlang abwarts, schadigen diese jedoch nicht. Im Stroma angelangt sammeln sich
die eingedrungenen Zellen, hypertrophieren und differenzieren zu reifen Cup-Zellen. Nach
Beendigung der Differenzierung verlieren die Girtelzellen ihre Eigenschaften. Die Endome-
trial Cups sind als helle, erhabene, hufeisenférmige- bzw. kreisférmige Plaques auf der En-
dometriumsoberflache zu sehen (ALLEN u. MOOR, 1972; ALLEN et al., 1973; ALLEN, 1975;
GINTHER, 1992). Sie erreichen ihre maximale GréBe und Produktivitdt um Tag 70 (ALLEN u.
STEWART, 2001).

Die Gré3e des Choriongurtels sowie die Fahigkeit der Endometrial Cups Hormone zu se-
zernieren, kann sowohl vom embryonalen Genotyp als auch vom Milieu der Gebarmutter,
welches den Embryo umgibt, beeinflusst werden. Embryonen aus der Kreuzung mit einem
equinen Hengst (E. caballus x E. caballus bzw. E. caballus x E. asinus) entwickeln einen
besser ausgepragten, dickeren Chorionglrtel sowie grdoBere, aktivere Endometrial Cups.
Diese sezernieren groBere Mengen eCG als Embryonen aus der Kreuzung mit einem Esel-
hengst (E. asinus x E. asinus bzw. E. asinus x E. caballus). Grund hierfirr ist der Einfluss
des fetalen Genotyps. Vergleicht man die Ausbildung des Chorionglrtels bei bisectionier-
ten Embryonen aus der Kreuzung mit einem Eselhengst und implantiert man diese in eine
Eselstute bzw. in eine Pferdestute, so zeigt sich, dass der Choriongurtel beim Embryo der
Eselstute besser ausgebildet ist. Der Einfluss des Gebarmuttermilieus ist also in der Lage,
den des Genotyps auB3er Kraft zu setzen (ALLEN et al., 1993).
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Die invasiven Trophoblastzellen des Chorionglrtels exprimieren kurz bevor und kurz nach-
dem sie in das Endometrium eindringen hohe Konzentrationen an vaterlich vererbten MHC-I
Antigenen auf ihrer Oberflache, wahrend die nicht-invasiven Trophoblastzellen keine Antige-
ne produzieren (DONALDSON et al., 1990). Durch die Expression paternaler MHC-Komplexe
wird eine starke humorale Immunantwort der Stute hervorgerufen, sodass tragende Stu-
ten hohe Titer spezifischer, anti-paternaler, lymphozytotoxischer Antikdrper innerhalb von
10 — 14 Tagen nach Invasion der Choriongurtelzellen im Serum bilden. Diese Antikérper
persistieren in der Stute, sodass es bei einer spateren Belegung mit einem MHC-I inkompa-
tiblen Hengst aufgrund der Gedéachtniszellen zu einer schnelleren und intensiveren Reaktion
kommt (ANTCZAK et al., 1982).

Zusatzlich zur humoralen Immunantwort erfolgt eine starke zellvermittelte Reaktion gegen
die eindringenden Gurtelzellen in Form eines schnellen Auftretens von Lymphozyten im
Stroma, deren Anzahl sich zwischen Tag 60 — 70 rasant vermehrt. Zu diesem Zeitpunkt
befinden sich noch weitere Immunzellen wie z.B. Plasmazellen, Makrophagen und eosino-
phile Granulozyten im Stroma. Durch die enstehende Barriere werden fetale und materna-
le Gewebe voneinander getrennt. Wahrend die Leukozyten zunachst fremde fetale Zellen
abschotten, dringen sie nach Tag 70, wenn die zentralen Cup-Zellen zu degenerieren be-
ginnen, aktiv in das Gewebe ein und greifen diese Zellen an. Dadurch wird der Niedergang
und gegebenenfalls die Desquamation des ganzen nekrotischen Cups um Tag 100 — 120
beschleunigt (ALLEN, 1975).

Durch die stetig wachsende Allantoishéhle wird der Embryo zum gegentberliegenden Pol
bewegt und der Dottersack verliert durch die expandierende Allantoishéhle immer mehr an
GréB3e, bis der Embryo an Tag 40 mitsamt seinem Amnion am gegenuberliegenden Pol
angelangt ist und die Dottersackplazenta funktional ersetzt wird. Durch die immer gréBer
werdende Allantois treffen die Membranen, die die Dottersackplazenta von der Allantoispla-
zenta trennen, am dorsalen Pol aufeinander und bilden die Nabelschnur, die sich folglich am
dorsalen Teil des Uterus anheftet (GINTHER, 1992). Die Form des Fetus entspricht zu die-
sem Zeitpunkt bereits der eines Pferdes mit gut entwickelten Hinterbeinen, einem Schwanz
sowie einem deutlich sichtbaren Nabel. Am einst abembryonalen Pol, an dem sich nun der
Embryo befindet, sind vom vollstandig abgelésten Choriongirtel nur noch Reste in Form
einer einschichtigen Trophoblastzellschicht sowie einiger kleiner Gewebsstlicke Ubrig. Der
Dottersack wird nun vollstdndig von der Allantois ersetzt (VAN NIEKERK u. ALLEN, 1975).
Etwa 2 — 3 Tage spater, ungeféhr an Tag 40, haftet der nicht-invasive Trophoblast an die Epi-
thelzellen des gegentiberliegenden Endometriums an und es kommt in den darauffolgenden
20 Tagen zu einer Verzahnung zwischen den stumpfen, fingerartigen Allantochorionvilli und
der Endometriumsoberflache (SAMUEL et al., 1974).
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Die Anheftung einer gesunden fetalen Plazenta an ein gesundes, voll funktionstiichtiges
Endomterium ist die Grundvorraussetzung einer erfolgreichen Trachtigkeit. Stérungen hin-
sichtlich dieser Funktionen (beschadigtes Endometrium, nicht gentigend Platz bei Zwillings-
tréachtigkeiten, etc.) haben eine unvollstdndige Entwicklung und Reifung oder gar den Verlust
des Fetus zur Folge.

2.4. Morphologische Beurteilung des Embryos

Um optimale Ergebnisse innerhalb eines Embryotransferprogrammes zu gewébhrleisten, ist
die qualitative Beurteilung des Embryos von groBBer Bedeutung. Farbungen (z.B. Vitalfar-
bungen) oder Bewertungen der Enzymaktivitat bzw. Glucoseaufnahme sind zwar ebenfalls
mdgliche Beurteilungsmethoden, sie erfordern jedoch eine entsprechende Ausstattung so-
wie gegebenenfalls langere Kulturperioden.

Da die Ubertragung eines Embryos von einer Spenderstute auf die Empfangerstute mog-
lichst schnell erfolgen soll (maximal 2 Stunden), ist die morphologische Beurteilung die
Methode der Wahl. Die morphologische Beurteilung des Embryos ist eine schnelle, nicht-
invasive Methode, die zwar wenig Ausristung benétigt, aber eine gewisse Erfahrung in der
Beurteilung von Embryonen voraussetzt. Die Beurteilung ist sehr subjektiv, sodass grof3e
Unterschiede zwischen verschiedenen Labors bzw. einzelnen Personen méglich sind. Nor-
malerweise wird ein Stereomikroskop mit 15- bis 50facher VergrdBerung verwendet. Den-
noch gibt die morphologische Beurteilung nicht immer Aufschluss tber die Lebensfahigkeit
des Embryos (VANDERWALL, 1996). Ein Schema zur morphologischen Klassifizierung von
equinen Embryonen wurde 1988 von McKinnon und Squires erstellt. Dieses ist in Tabelle
2.1 dargestellt. Als Parameter wurden Form und Farbe des Embryos, Zahl und Dichte der
Blastomeren, die Gré3e des perivitellinen Raumes, Schaden der Zona pellucida bzw. der
Kapsel, die Zahl herausgepresster und degenerierter Blastomeren sowie das Entwicklungs-
stadium verglichen mit dem Alter des Embryos in die Beurteilung mit einbezogen. Die Em-
bryonen wurden je nach Erscheinungsbild den Graden | (exzellent) bis V (degeneriert/tot)
zugeordnet (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a). Dieses Schema wurde so verandert, dass
die Embryonen nur noch in 4 Kategorien eingeteilt werden. Unbefruchtete Eizellen (einst
Kategorie 5) werden nicht mehr in dieses Schema aufgenommen und stark degenerierte
bzw. tote Embryonen werden in Kategorie 4 verschoben (CARNEY et al., 1991; BALL et al.,
1993a). Anhand der Einteilung in die entsprechenden Kategorien kann naturlich nicht sicher
die Lebensfahigkeit des Embryos vorhergesagt werden. Es ist jedoch moglich, Tendenzen
aufzuzeigen. So liegt die Trachtigkeitsrate nach Transfer von Embryonen der Qualitét | oder
Il bei 70 %, wohingegen Embryonen mit einer Qualitat von Ill oder IV nurin 17 % der Félle
zu einer Trachtigkeit fihren (MCKINNON u. SQUIRES, 1988D).
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Anhand des aufBeren Umfanges des Embryos (inklusive der Zona pellucida bzw. der Kapsel)
kann seine GréBe gemessen werden. Im Falle ovaler Embryonen wird der Durchschnitt
gemessen. Die GréBe der Embryonen nach Spllungen an Tag 6,5 variiert zwischen 155 —
493 m (SIROIS et al., 1987b).

Ebenso wie beim Rind ist auch beim Pferd die Zellzahl des Embryos entscheidend flr die
Uberlebensfahigkeit nach dem Transfer. Je weniger Zellen vorhanden sind, desto geringer
ist die Chance zur Etablierung einer Trachtigkeit bzw. desto héher ist die Wahrscheinlichkeit
eines frihen Trachtigkeitsverlustes (BETTERIDGE u. LOSKUTOFF, 1993).

Die Ubertragung unbefruchteter Eizellen oder abnormaler Embryonen verhindert die erfolg-
reiche Entwicklung einer Trachtigkeit und fiihrt zu einer negativen Transferbilanz. Um un-
befruchtete Eizellen von frihen Embryonalstadien unterscheiden zu kdnnen, ist nicht nur
Erfahrung in der Beurteilung, sondern auch die Kenntnis der morphologischen Unterschie-
de erforderlich. Auch die Unterscheidung zwischen Morula und friher Blastozyste ist sehr
schwierig, da beim equinen Konzeptus im Gegensatz zum Konzeptus des Wiederkauers
oder Schweines die ICM ziemlich verstreut verteilt ist.

Tab. 2.1.: Klassifikationssystem zur morphologischen Qualitatsbeurteilung von Pferdeem-
bryonen nach McKINNON u. SQUIRES 1988

Grad | Exzellent: ein idealer Embryo; spharische Form, Zellen gleichmaBiger Grof3e,
Farbe und Struktur

Grad Il | Gut: minimale Fehler: wenige herausgedriickte Blastomeren, unregelmafige
Form oder separierte Trophoblasten

Grad lll | Ausreichend: deutliche aber nicht schwerwiegende Probleme: einige heraus-

gedrlckte Blastomeren, degenerierte Zellen oder ein kollabiertes Blastozoel

Grad IV | Mangelhaft: ernste Probleme: kollabiertes Blastozoel, viele herausgedriickte
Blastomeren, degenerierte Zellen mit lebensféhig erscheinender ICM

Grad V | Unbefruchtet oder tot: unbefruchtete Eizellen oder total degenerierte Embryo-
nen

In der Regel haben gespllte Embryonen einen Qualitatsscore von Grad | oder Grad Il. Zu
den am haufigsten vorkommenden Abnormalitaten z&hlen ein im Verhaltnis zur Zona pellu-
cida bzw. der Kapsel geschrumpfter Trophoblast, dunkle oder herausgedriickte Blastomeren
sowie Blastomeren mit unregelmagiger Form, unregelménig geformte Embryonen oder Em-
bryonen mit einer dunklen ICM (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a).
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2.5. Die Kapsel

2.5.1. Zusammensetzung der Kapsel

Als Kapsel wird diejenige Membran bezeichnet, die die Zona pellucida ersetzt und den Em-
bryo in der zweiten und dritten Woche der Trachtigkeit umgibt. Diese Zeit ist bekannt da-
far, besonders risikoreich in Bezug auf Embryoverluste zu sein — sowohl unter nattrlichen
Umsténden als auch bei einem Embryotransferprogramm (BETTERIDGE, 1989). Dass es
sich bei der Kapsel nicht um eine verdickte Zona pellucida, sondern um eine eigenstandi-
ge Struktur handelt, konnte mit Hilfe der Transmissionsmikroskopie, der Scanning-electron-
microscopy sowie mittels physiochemischen und immunologischen Vergleichen sicherge-
stellt werden (FLOOD et al., 1982; BETTERIDGE u. GUILLOMOT, 1982; BOUSQUET et al.,
1987). Die Bildung der Kapsel erfolgt unabh&ngig von der Zona pellucida. Auch in ihrer
Zusammensetzung unterscheidet sie sich von dieser (WILLADSEN et al., 1980; ALLEN u.
PASHEN, 1984; BOUSQUET et al., 1987).

Die Kapsel ist eine azellulare, transparente Schicht aus elastischem Material, die sich als
diinne Schicht um die Blastozyste bildet bzw. sich der Zona pellucida von innen anschmiegt
und bis Tag 21 eine Dicke von 34 um erreicht. Sie besteht aus zwei Hauptkomponenten:
einer extrazellularen Matrix mit Kollagenstruktur und einer PAS-positiven, muzinartigen Gly-
koproteinschicht, die von Trophoblastzellen produziert wird. Eine Interaktion zwischen Endo-
metrium und Trophoblasten spielt dabei keine Rolle (BETTERIDGE et al., 1982; BOUSQUET
et al.,, 1987; BETTERIDGE, 1989; ORIOL et al., 1993a; ALBIHN et al., 2000). Mit Hilfe ei-
nes monoklonalen Antikérpers gegen die Kapsel konnte der Ursprung der Glykoproteine
herausgefunden werden. Die Konzentration eines OC-1-reaktiven Antigens, welches im Tro-
phoblasten prasent ist, steigt rapide bis Tag 17,5 und sinkt ab Tag 22,5 wieder ab. An Tag
24,5 ist die Antigenkonzentration nicht mehr messbar. Aufgrund der Tatsache, dass dieses
Antigen weder im tragenden noch im nicht-tragenden Endometrium gefunden werden konn-
te, steht fest, dass die Kapsel-Glykoproteine hauptsachlich vom Trophoblasten sezerniert
werden. Dies erfolgt abh&ngig von der Entwicklung der Blastozyste. Zusatzlich scheint das
gleichzeitige Auftreten von Veranderungen in der Glykosylierung der Proteine und wichtiger
Ereignisse der frilhen Trachtigkeit eventuell entscheidend fiir das Uberleben des Embryos
zu sein (ORIOL et al., 1992). Aufgrund der Anwesenheit von mRNA des muzinen Gens
MUC1 im Trophoblasten sowie im Endometrium solte eine endometriale Beteiligung an der
Kapselbildung jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden (GILLIES et al., 1999).

Muzine sind groR3e, kohlenhydratreiche Glykoproteine, die eine Vielzahl an kurzkettigen Oli-
gosacchariden enthalten. Die Glykoproteine sind vermutlich durch Vernetzung sehr formsta-
bil, sodass sie der Kapsel eine enorme mechanische Starke verleihen, welche einen Kollaps
des Konzeptus verhindert. Die Produktion der kapsuléren Glykoproteine ist vom Entwick-
lungszustand des Embryos abhangig. Sie steigt etwa ab Tag 11, erreicht ihren H6hepunkt
an Tag 18 und sinkt dann bis Tag 22 wieder ab.
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Zu diesem Zeitpunkt hat sich die Kapsel wieder zurlickgebildet (ORIOL et al., 1993a; ORIOL,
1994). In den einzelnen Glykoproteinen ist eine hohe Konzentration an Sialinsaureresten
enthalten. Diese erleichtern durch ihre negative Ladung die Migration des Embryos, indem
sie die Adhasion an das Endometrium durch die ladungsbedingte AbstoBung verhindern.
Die Konzentration an Sialinsaure ist zunachst niedrig, sodass sie erst ab etwa Tag 13,5
messbar ist. Nach der Embryofixierung an Tag 16,5 sinkt die Konzentration deutlich ab.
Daraus geht hervor, dass die kapsularen Glykoproteine zum Zeitpunkt der Embryofixierung
ihnren Bestandteil an Sialinsaure verlieren bzw. minimieren. Dies fiihrt zu der Annahme, dass
hohe Mengen an Sialinsdure eventuell einen Anti-Adhéasionseffekt haben, der mit der sin-
kenden Konzentration verloren geht und es so dem Embryo ermdglicht sich zu binden.

Mit Hilfe eines Vergleichs der kapsularen Expression von Kohlenhydraten vor und nach Fi-
xierung kann die Glycanstruktur der Kapsel analysiert werden. Vor der Fixierung enthalt die
Kapsel ein sialysiertes Core Typ 1 O-linked Glycan, welches nach der Fixierung desialysiert
ist — die Sialinsaure Neu5Ac ist nicht mehr vorhanden. Die funktionelle Rolle des Sialin-
saureverlustes kdnnte darin bestehen, dass freigesetzte Saccharide mit dem Endometrium
interagieren oder die Permeablitat der Kapsel gegenlber endometrial bzw. embryonal pro-
duzierten Substanzen verandert. Bei Embryonen, deren Trachtigkeit durch die Gabe von
PGF,, abgebrochen wurde, blieb die Sialinsaurekonzentration konstant.

Daraus geht hervor, dass die Zusammensetzung der Kapsel und die Erhaltung der Trach-
tigkeit zusammenhangen und ein Fehler in der embryo-maternalen Kommunikation zum
Embryonaltod fihren kann (ORIOL et al., 1992, 1993a,c; ORIOL, 1994; QUINN et al., 2005;
ARAR et al., 2007). Die Kapsel kann jedoch auch nach dem Embryonaltod noch ca. sieben
Tage weiterbestehen (HINRICHS u. WATSON, 1988).

Einen groBen Teil der kapsuldren Kohlenhydrate machen Zucker, Sialinsdure, Galactose
und N-Acetylgalactosamine aus, wahrend N-Acetylglucosamine, Glucose und Mannose nur
in kleinen Mengen vorkommen (ORIOL et al., 1993b). AuBerdem ist es mdéglich, dass die
Kapsel, wie die Zona pellucida einiger anderer Spezies, wahrend ihrer Wanderung uterine
Proteine aufnimmt (ORIOL et al., 1993a; STOUT et al., 2005).

Bei einem Vergleich der Kapsel des Pferdes (E. caballus) und der des Esels (E. asinus)
konnten klare biochemische und entwicklungstechnische Gemeinsamkeiten festgestellt wer-
den. Veranderungen der Kapselzusammensetzung im Laufe der Entwicklung stehen stets
in Zusammenhang mit Veranderungen im Rahmen der Trachtigkeit (ORIOL et al., 1993c).

Die Bildung der Kapsel ist nur zu einem ganz bestimmten Entwicklungszeitpunkt méglich.
Nach manipulativer Entfernung der Kapsel zeigte sich, dass diese weder nachgebildet wer-
den noch der Embryo ohne sie im Uterus Gberleben kann (STouT et al., 2005).
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Zwar konnte einst die Bildung der Kapsel bei in vitro kultivierten Morulae festgestellt werden
(Skidmore et al 1989), diese Beobachtungen waren jedoch einzigartig und konnten nicht be-
statigt werden. Im Gegenteil, die In-vitro-Kultivierung von Morulastadien verdeutlicht, dass
die Bildung der Kapsel trotz ansonsten normaler embryonaler Entwicklung und trotz des
Schlupfes aus der Zona pellucida nicht méglich ist. Blastozysten, die bereits eine Kapsel
haben, behalten diese jedoch auch in vitro. Bisektionierte Embryonen, die ihre Kapsel durch
die Mikromanipulation verloren haben, sind nach dem Transfer in eine Empféngerstute an-
scheinend in der Lage, diese nachzubilden (SKIDMORE et al., 1989; MCKINNON et al., 1989;
HocCHI et al., 1995a). Die Trophoblasten produzieren zwar in vitro kapsulares Material, die-
ses wird jedoch nicht zur Kapsel zusammengesetzt (TREMOLEDA et al., 2003). Vermutlich
missen die von den Trophoblastzellen produzierten Materialien nach ihrer Sezernierung
erst durch Querverbindungen modifiziert werden, um zur Entstehung der Kaspel beizutra-
gen. Diese Vorgange scheinen in vitro jedoch bisher nicht méglich zu sein (ORIOL et al.,
1993a).

Die Kapsel wird oft im Vergleich mit der Neozona des Kaninchens betrachtet. Neben der
Erscheinung sind auch die physikalischen Eigenschaften &hnlich. Zwar ist die Kapsel des
Pferdeembryos dicker, beide sind jedoch in der Lage, ihre Form trotz der Schrumpfung
der Blastozyste im Innern zu erhalten. Die Antigene auf der equinen Kapsel unterschei-
den sich jedoch von denjenigen auf der Neozona des Kaninchens, sodass keine immuno-
logischen Kreuzreaktionen zwischen Anti-Kapsel-Serum und Kaninchenmaterial gefunden
werden konnten(BOUSQUET et al., 1987).

Die Kapsel durchlauft wahrend der Fixierung einen schnellen Wechsel in der Proteinzusam-
mensetzung. Es ist wichtig zu erfahren, inwiefern sich die Fahigkeit der Kapsel in Bezug
auf die Bindung, Produktion oder Veranderung dieser Proteine andert und inwieweit diese
Veranderungen die Einnistung beeinflussen (QUINN et al., 2005).

2.5.2. Funktion der Kapsel

Es gibt bis zum heutigen Tag viele unterschiedliche Spekulationen Uber die Funktion der
Kapsel. Sie erhalt die kugelige Form des Embryos und bietet ihm physische Stabilitat wah-
rend der Uteruspassage, die mit dem Abstieg in den Uterus an Tag 6 beginnt und bis zur
Fixierung an Tag 17 andauert. Sinn und Zweck dieser Wanderung ist die embryo-maternale
Trachtigkeitserkennung. Die Kapsel sorgt wahrenddessen fir die Erndhrung des Embryos,
indem sie an ihrer durch negative elekirische Ladung klebrigen Oberflache Proteine und an-
dere von den Uterindrisen sezernierte Bestandteile, die sogenannte Uterinmilch, sammelt
(AMOROSO0, 1952; ORIOL et al., 1993b; ALLEN u. STEWART, 2001). Die embryonalen Zellen
sind selbst im fortgeschrittenen Entwicklungsstadium noch durch die Kapsel von den Zel-
len des Endometriums getrennt. Daher muss ein erheblicher Stoffwechsel durch die Kapsel
hindurch méglich sein, um dem Embryo die nétigen Nahrstoffe zukommen zu lassen (BET-
TERIDGE, 1989).
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Die Kapsel ist frei permeabel fir Meerrettich-Peroxidase mit einem Molekulargewicht von
45 kDa bzw. Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Immunglobulin (IgG) mit einem Moleku-
largewicht von 200 kDa. Die Diffusion von Ferritin (450 kDa) und kationischem Ferritin ist
aber nicht mdglich. Die Durchlassigkeit ist also von der MolekullgréBe sowie der chemischen
Natur der Molekile abhéngig (GUILLOMOT u. BETTERIDGE, 1984). Das Gewicht der Kapsel
steigt etwa ab Tag 11 an und erreicht sein Maximum an Tag 18 (ORIOL et al., 1993a).

Eine der wichtigsten Aufgaben der Kapsel ist ihre Schutzfunktion. So schitzt sie den Em-
bryo wahrend der mobilen Phase zwischen Tag 10 — 16 vor dem bei Uteruskontraktionen
herrschenden Druck. Die Uteruskontraktionen sind fur seine Mobilitat verantwortlich und da-
her wichtig fur die Trachtigkeitserkennung (GINTHER, 1984). Durch ihre auf3erordentliche
mechanische Starke und Widerstandsfahigkeit gegenliber chemischen und enzymatischen
Lésungen konnte sie bisher nur durch Trypsin und Na-Borohydrid aufgelést werden. Kolla-
genase Typ Il macht die Kapsel zwar weicher, klebriger und flexibler, kann sie jedoch nicht
auflésen (BOUSQUET et al., 1987). Aufgrund ihrer Resistenz gegentber Rupturen kann sie
auf die Halfte ihrer Grée reduziert werden ohne zu reiBen. Dies ist gerade beim Spulvor-
gang im Rahmen eines Embryotransferprogrammes von grof3er Bedeutung, da der Embryo
infolge der Kapselelastizitat nicht so einfach beschadigt werden kann. Bei Vorhandensein
eines kleinen Defektes reisst sie jedoch schnell und neigt dazu, sich an den Enden ein-
zurollen (BOUSQUET et al., 1987). Eine weitere Funktion der Kapsel ist die Infektabwehr
(BETTERIDGE, 1989; GRIFFIN u. GINTHER, 1993; ORIOL et al., 1993a; ORIOL, 1994). Einer-
seits schutzt sie den Trophoblasten vor dem Eindringen von Bakterien, andererseits besteht
jedoch auch die Méglichkeit, dass sie als Reservoir fir Bakterien im Uterus fungiert, welche
sich an ihre klebrige Oberflache heften (ORIOL, 1994).

Aufgrund einer hohen Konzentration an negativ geladenen Sialinsdureresten in den ein-
zelnen Glykoproteinen hat die Kapsel einen Anti-Adhéasionseffekt, durch den die Migration
des Embryos erleichert wird. Ab Tag 16 verringert sich diese Sialinsdurekonzentration je-
doch, die Kapsel wird ,klebrig“ und der Anti-Adhasionseffekt verschwindet. Der Embryo wird
fixiert. Dieser Vorgang weist auf einen entwicklungsabhangigen Regulationsmechanismus
hin (ORIOL et al., 1993a; STOUT et al., 2005). Der Verlust der Sialinsaure in der Kapsel
scheint in direkter Beziehung zu einer erfolgreichen Fixierung des Embryos zu stehen und
somit entscheidend zur Aufrechterhaltung der Trachtigkeit beizutragen (ARAR et al., 2007).
Eine Prostaglandin-induzierte Luteolyse reduziert die Desialysierung der Kapsel und verhin-
dert die Fixierung (CHU et al., 1997).

Aufgrund der selektiven Bindung einiger Proteine an die Kapsel wird sie auch als ,Mailbox*
bezeichnet, die verschiedene flir den Embryo bzw. das Endometrium notwendige Substan-
zen abgibt. Sie fungiert also als Austauschplattform (HERRLER et al., 1998, 2000b; QUINN
et al., 2007). So zum Beispiel bindet sie das vom Endometrium produzierte Uterocalin p19
an die Kapsel und gewahrleistet die Abgabe von Lipiden an den Konzeptus.
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Das embryonale IGF-BP3, welches vom Embryo ab Tag 10 sezerniert wird, sammelt sich
ebenfalls in der Kapsel an und bindet IGF-3, der fur die embryonale Entwicklung wichtig ist.
Beide Proteine spielen also eine wichtige Rolle im feto-maternalen Dialog und tragen zur
frihembryonalen Entwicklung bei (STEWART et al., 1995a; CROSSETT et al., 1996, 1998;
STEWART et al., 2000; HERRLER et al., 2000a; SUIRE et al., 2001).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Kapsel fiir das Uberleben und die Entwick-
lung equiner Embryonen wahrend der friihen Graviditat unabdingbar ist und dass sie wah-
rend der ersten drei Trachtigkeitswochen an der embryomaternalen Grenzflache prasent
ist (MCKINNON et al., 1989; HEAP, 1991). Aufgrund der Tatsache, dass in vitro kultivierte
Embryonen auch nach dem Schlupf aus der Zona pellucida bzw. aus der Kapsel dennoch
spharisch weiterwachsen, ist ihre mechanische Schutzfunktion fraglich. Dennoch fungiert
sie méglicherweise als Schutzbarriere gegen schadliche Umwelteinfliisse (HOCHI et al.,
1994a). AuBerdem hat sie die Aufgabe einer regulierenden Grenzflache zwischen Tropho-
blast und Epithel und reguliert den Transfer sezernierter uteriner Substanzen zum Embryo,
wie z.B. Uterocalin. Die Entstehung der Kapsel tragt auBBerdem eventuell aktiv zum FlUssig-
keitseinstrom und damit zur Blastzozystenexpansion bei (BETTERIDGE, 2007).

2.5.3. Bedeutung der Kapsel fiir die Biotechnik

Bis heute ist unklar, inwiefern die Qualitéat der Kapsel eine Rolle bei der Erhaltung der Trach-
tigkeit bzw. deren Verlust spielt (BETTERIDGE, 1989).

Die Entstehung der Kapsel wird aufgrund der ausbleibenden Perfusion der Kryoprotektiva
als Ursache fir die schlechten Ergebnisse der Kryokonservierung von Gber 300 xm grof3en
Embryonen diskutiert. Hinzu kommt, dass durch die Kapsel auch Mikromanipulationen am
Embryo erschwert werden (HUHTINEN et al., 1997b; HOCHI, 1998). Setzt man Embryonen
hypertonen Medien wie z.B. Kryoprotektiva aus, so reagieren kleinere Blastozysten (300
um) mit einer schnellen Schrumpfung aufgrund des Wasserausstromes entlang des Kon-
zentrationsgradienten. AnschlieBend reexpandiert der Embryo infolge des einstrébmenden
hypertonen Kryoprotektivums, welches wiederum Wasser nach sich zieht. GréBere Em-
bryonen (500 — 1000 pm) schrumpfen nur langsam und reexpandieren nicht (HOCHI et al.,
1994d, 1995b). Die alters- bzw. gréBenabhangige Verhaltensanderung und Intoleranz ge-
genuber Kryoprotektiva wurde lange Zeit dem Vorhandensein der Kapsel zugeschrieben.
Gegen diese Vermutung jedoch spricht die Tatsache, dass die Kapsel selbst flr gréBere,
neutrale Molekile durchlassig ist. Gleichzeitig ist es vielleicht von entscheidender Bedeu-
tung, dass diese Verhaltensdnderung zu einem Zeitpunkt erfolgt, zu dem die Bildung des
Endoderms abgeschlossen ist. Daher liegt der Verdacht nahe, dass vielmehr das Endoderm
flr den erhéhten Widerstand gegen den Wasserausstrom verantwortlich ist (GUILLOMOT u.
BETTERIDGE, 1984; WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996; BETTERIDGE, 2007; CREWS et al.,
2007).
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2.5.4. Abbau der Kapsel

Weder der genaue Zeitpunkt noch die Art und Weise, wie es zum Verlust der Kapsel kommt,
konnte bisher genau ermittelt werden. Bei Spilungen an Tag 18 und 20 ist sie intakt, einige
Tage spater findet man nur noch Fragmente. Wahrend der Bildung von Blutinseln im Dotter-
sack ist sie noch vorhanden, doch nachdem die Choriovitellindurchblutung begonnen hat,
sind nur noch Reste der Kapsel zu finden. Vermutlich geht sie um Tag 21 verloren (ENDERS
u. Liu, 1991; BETTERIDGE, 2007). Etwa ab Tag 21 der Trachtigkeit beginnt die Kapsel, die
mittlerweile eine Wandstarke von ca. 34 um erreicht hat, sich aufzulésen. Ausgeldst wird
dies vermutlich durch von Trophoblastzellen bzw. Epithelzellen des Endometriums produ-
zierten proteolytischen Enyzmen (BETTERIDGE et al., 1982; DENKER et al., 1987; ORIOL
et al., 1993b). Dieser Prozess ist jedoch unklar (DENKER, 2000).

Die Desialysierung des in der Kapsel enthaltenen Glycans tragt ebenfalls zum Abbau der
Kapsel bei. Die Desialysierung von Typ 1 O-glycan in der embryonalen Kapsel ist nicht nur
der erste Schritt des Kapselabbaus, sondern Uiberschneidet sich mit der Immobilisation des
Konzeptus im Uterus. Der Verlust der Sialinsaure in der Kapsel scheint in direkter Beziehung
zu einer erfolgreichen Fixierung des Embryos zu stehen und somit entscheidend zur Auf-
rechterhaltung der Trachtigkeit beizutragen (ARAR et al., 2007). Durch eine Prostaglandin-
induzierte Luteolyse wird die Desialysierung der Kapsel reduziert (CHU et al., 1997).

2.6. Biotechnologien in der equinen Reproduktion

2.6.1. Embryonensplitting

Immer mehr Krankheiten basieren auf einer genetischen Disposition. Da die Erforschung
genetisch bedingter Krankheiten aufgrund der hohen Anzahl benétigter Versuchstiere sehr
teuer ist, ist die Verwendung genetisch identischer eineiiger Zwillinge von groBem Nut-
zen flr die Wissenschaft. Ein Tier kann als Kontrolle, das andere als Versuchstier dienen
(MCKINNON et al., 1989). Des Weiteren stellt dieses Verfahren eine Mdglichkeit dar, die
Embryogewinnungsrate bei der Stute zu verdoppeln (ALLEN, 2005). Eine Mdglichkeit zur
Herstellung monozygotischer Zwillinge ist das Embryonensplitting (Bisection) von Embryo-
nen im Morula- bzw. frihen Blastozystenstadium. Die manuelle Halbierung von Embryonen
ist hierbei schneller und einfacher durchzufiihren als das Embryonensplitting mit Hilfe eines
Mikromanipulators. Nach Halbierung der Embryonen unterscheiden sich die halbierten Em-
bryonen bezogen auf Wachstum und Entwicklung nicht von unbehandelten Embryonen. Die
Trachtigkeitsrate ist aber deutlich geringer. Die Lebensfahigkeit bisektionierter Embryonen
liegt also deutlich unter der von ungeteilten Embryonen. Ursache dafir kdnnte die mangel-
hafte Fahigkeit zur Bildung des Trachtigkeitssignals bzw. zur Unterdriickung der Prostag-
landinsynthese sein, die fur die Erkennung der Trachtigkeit von entscheidender Bedeutung
ist (MCKINNON et al., 1989).
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Die Zweiteilung von Embryonen sollte méglichst im Morulastadium noch vor Entwicklung
der ICM sowie der Kapsel erfolgen, da die Wahrscheinlichkeit, Schaden zu verursachen, mit
steigender GréBe zunimmt (ALLEN, 2005).

Aufgrund der Kapselelastizitat ist das Embryonensplitting von Blastozysten schwierig. Dies
manifestiert sich auch in den Trachtigkeitsraten. Wéahrend nach Transfer bisektionierter
Morulae Trachtigkeitsraten von 67 % erreicht wurden, blieben Trachtigkeiten nach Trans-
fer bisektionierter Blastozysten aus. Das liegt daran, dass die bereits differenzierte ICM im
Blastozystenstadium empfindlicher gegenlber physikalischen Beeintrachtigungen ist als die
undifferenzierte Zellmasse des Morulastadiums. Hinzu kommt, dass durch das Ausbleiben
der Kapselerneuerung der equinen, bisektionierten Blastozyste der Schutz vor weiteren Be-
eintrachtigungen im Uterus fehlt (SKIDMORE et al., 1989; MULLER u. CIKRYT, 1989).

Durch Zweiteilung entstandene monozygotische Embryonen kénnen ebenfalls Ubertragen
werden. Die etwa 1 — 3 Tage nach der Ovulation chirurgisch aus dem Eileiter der Stute ge-
wonnenen Embryonen werden in einzelne Blastomeren zerlegt und anschlieBend paarweise
in die leere Zona pellucida von Oozyten geschlachteter Sauen Ubertragen. In Agar eingebet-
tet werden diese ,Embryonen® in ligierten Eileitern von Schafen in vivo kultiviert. Der Agar
dient hierbei zum Abdichten der Defekte in der Zona pellucida und somit zum Schutz des
Embryos vor Uterussekreten bzw. Leukozyten. Dies ist solange nétig, bis der Embryo ohne
die Zona pellucida im Uterus Uberleben kann. Nach etwa 3,5 — 5 Tagen haben sie das spate
Morula- bzw. friihe Blastozystenstadium erreicht und kénnen nach Entfernung des Agars in
eine Empfangerstute Ubertragen werden (Abb. 2.4). Dabei ist die Trachtigkeitsrate (42 %)
héher, wenn Spender- und Empfangerstute nicht identisch sind und die Empfangerstute 24
Stunden nach der Spenderstute ovuliert hat (ALLEN u. PASHEN, 1984; ALLEN, 2005).

Splitting Transfer in leere Zonae pellucidae

4-5tégige Inkubation A
in ovinem Ovidukt

-] @ @I

Abb. 2.4.: Verfahren der Zweiteilung. Nach manueller Zweiteilung eines equinen Embryos
werden die Embryohalften in porcine Zonae pellucidae verbracht und in den Ei-
leiter eines Schafes eingesetzt. Nach einigen Tagen werden die entstandenen
Blastozysten in eine Empfangerstute Ubertragen (modifiziert nach ALLEN 2005).
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2.6.2. Biopsie

Durch Entnahme einer embryonalen Biopsie ist es mdglich, genetisch vererbbare Funktions-
stérungen aufzudecken sowie phanotypische Eigenschaften durch Analyse von Verbindun-
gen zwischen Genloci und erwlinschten Eigenschaften zu verédndern. Ein weiterer Vorteil
ist neben der Praimplantationsdiagnostik equiner Embryonen die Geschlechtsdifferenzie-
rung sowie die Selektion von Embryonen vor dem Transfer. Mit Hilfe der Polymerase-Chain-
Reaction (PCR), durch welche die Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen méglich ist,
kdnnen Gene embryonalen Materials und somit Trager von defekten Genen bzw. Krankhei-
ten identifiziert werden. Die Eliminierung solcher Embryonen wére finanziell von Vorteil und
die Menge gesunder Nachkommen wertvoller Stuten kénnte auf diese Weise erhdht werden.

Bei Entnahme der Biopsie sollte auf die Verwendung einer Nadel zur Aspiration embryo-
nalen Materials verzichtet werden, da einerseits die Kapsel das Loch der Nadel blockiert
und auf diese Weise die Aspiration verhindert und andererseits die Dichte der Blastomeren
die Aspiration einzelner Zellen verhindert. Auf diese Weise durchgefiihrte Versuche fihren
zur Schadigung des Embryos. Stattdessen sollte eine Mikroklinge verwendet werden. Mit
dieser ist es moglich, durch leichten Druck auf den Embryo und schneidende Bewegun-
gen einen kleinen Teil des Embryos abzusondern. Hierbei wird nur ein Teil des Trophekto-
derms abgesondert, die ICM bleibt unversehrt. Bevor anhand der gewonnenen Biopsie eine
Geschlechtsdifferenzierung mittels PCR durchgefuhrt wird, wird diese zunachst bei -20 °C
eingefroren. Die mittels PCR durchgefiihrte Geschlechtsdifferenzierung ist eine einfache,
schnelle und kostengtinstige Methode, die zuverldassige Resultate liefert. Nach Extraktion
der DNA wird diese mittels PCR vervielfaltigt und auf die An- bzw. Abwesenheit bestimmter,
Y-chromosomspezifischer Sequenzen untersucht. Die An- bzw. Abwesenheit einer bestimm-
ten Region auf dem SRY-Gen (Sex determing Region Y) bestimmt das Geschlecht.

Die Trachigkeitsrate nach dem Transfer biopsierter Embryonen ist gering. Ein Grund hierfiir
ist vermutlich die GréBe der Offnung in der Zona pellucida bzw. in der Kapsel. Aufgrund der
Tatsache, dass alle 6 — 7 Tage alten Embryonen von einer solchen umgeben sind, muss-
te zunachst eine teilweise Zerlegung der Zona pellucida (Partial Zona Dissection — PZD)
erfolgen. Durch Ausubung von leichtem Druck von oben und darauf folgendem Squeezing
kénnten die durch das Loch quellenden Blastomeren mit Hilfe der Mikroklinge abgetrennt
und zur Diagnostik verwendet werden (POMP et al., 1995; PEIPPO et al., 1995; HUHTINEN
et al., 1997b).

Die Anwendung solcher Biotechnologien erméglicht den vermehrten Nachwuchs selektier-
ter Eltern zur Erhaltung der genetischen Vielfalt sowie zur Verminderung des Generations-
intervalles (POMP et al., 1995; ANDRABI u. MAXWELL, 2007). Allerdings erfordert diese Me-
thode groBe Geschicklichkeit des Operateurs und es besteht die Gefahr, dass durch diese
invasive Technik die Integritéat der Zona pellucida bzw. der Kapsel gestért und die Lebensfa-
higkeit des Embryos verringert wird.
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Bislang wird diese Technik nur in kleinem Umfang angewendet, wahrend die Geschlechts-
bestimmung von Spermien bereits eine verbreitete Methode ist. Vermutlich wird sich dieser
Sachverhalt in Zukunft zugunsten der prénatalen Embryodiagnostik andern (MAPLETOFT u.
HASLER, 2005).

2.6.3. Embryotransfer (ET)

Unter Embryotransfer versteht man die Gewinnung eines Embryos von einer Spenderstu-
te und die anschlieBende Ubertragung des gewonnenen Embryos in eine Empfangerstute
(McCUE et al., 2001). Obwohl das Pferd unter den ersten Arten war, die der kinstlichen
Besamung unterzogen wurden, so war es eines der letzten, bei dem der Embryotransfer
eingefiihrt wurde (ALLEN, 2005). Der erste erfolgreiche Embryotransfer fand beim Pferd
zwar schon 1972 statt, doch erst seit den 1980ern wird diese Methode in der Pferdezucht
anerkannt (ALLEN u. ROWSON, 1972).

Die Methode des Embryotransfers ist die am weitesten verbreitete assistierte Reprodukti-
onstechnik bei der Stute. Sie wird verwendet, um Fohlen von Turnierpferden, zweijahrigen,
zu alten oder (gynékologisch) erkrankten Stuten zu erhalten, als auch um mehrere Fohlen
pro Jahr von genetisch wertvollen Stuten zu gewinnen (SQUIRES u. SEIDEL, 1995). Dabei
sollte aufgrund der geringeren Uberlebensrate der Embryonen auf die Verwendung alter
oder infertiler Stuten verzichtet werden (BALL et al., 1989).

Die Mehrheit der Zuchtverbéande gestattet die Registrierung solcher Fohlen, die aus einem
Embryotransfer hervorgegangen sind. Dennoch ist es empfehlenswert, sich vorher beziig-
lich der Bedingungen und Einschrankungen zu erkundigen. Oftmals wird ein Bluttest des
Vaters, der Spender- und Empféangerstute sowie des Fohlens vorausgesetzt, um die Ab-
stammung zu beweisen. Ebenso ist es mdglich, dass die Anzahl registrierter Fohlen pro
Jahr und Stute begrenzt ist (MCCUE et al., 2001).

2.6.3.1. Methoden der Embryogewinnung

Nicht-chirurgische Gewinnung Bei dieser in der Regel verwendeten Embryogewin-
nungsmethode wird der Uterus der Spenderstute gesplilt. Besonders wichtig ist die grind-
liche Reinigung und Desinfizierung des Genital- und Afterbereiches der Stute zu Beginn,
um eine Verunreinigung und damit das Eindringen von Keimen zu vermeiden. Mit sterilen
Handschuhen sowie der Verwendung von sterilem Gleitgel fihrt der Untersucher den steri-
len Spllkatheter transzervikal in die Gebarmutter ein. Dank der geraden und leicht dehnba-
ren Zervix selbst im Dibstrus sind manipulative Prozesse dieser Art einfach (ALLEN, 2005).
AnschlieBend werden je nach Art des Katheters zwischen 50 und 100 ml Luft in den Ballon,
der sich vor dem inneren Muttermund befindet, verbracht. Der Ballon wird soweit zurtick-
gezogen, bis er gut am Muttermund fixiert ist, sodass keine Spulflissigkeit verloren gehen
kann.
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Daraufhin wird die Spulflissigkeit durch einen Trichter am Schlauchsystem, welches mit
dem Spulkatheter verbunden ist, in den Uterus imbibiert. Die Menge (1 — 2 Liter) und Art
der Spiilflissigkeit ist je nach Spulprotokoll unterschiedlich. In Abb. 2.5 ist die Methode der
nicht-chirurgischen Embryogewinnung dargestellt.

Spilldsung

Flissigkeits-
ausstrom

Abb. 2.5.: Technik der nicht-chirurgischen Embryogewinnung (modifiziert nach AGUILAR
and WOODS 1997).

Der Embryo, der sich zu diesem Zeitpunkt auf seiner Wanderung durch den Uterus befin-
det (Tag 6 — 16), soll auf diese Weise von der Spllflissigkeit erfasst werden. Wenn man
die Spulflissigkeit fir 3 Minuten im Uterus belasst, steigt die Embryogewinnungsrate deut-
lich an (z.T. >100 %). Dies liegt daran, dass der Embryo aufgrund seiner Motilitdt durch
den gesamten Uterus wandert und dadurch wahrend einer Zeitspanne von 3 Minuten mit
groBBer Wahrscheinlichkeit auf die Flissigkeit stésst und von dieser mitgerissen wird (HIN-
RICHS, 1990). Durch Zusatz eines Proteins wie z.B. fetales Kalberserum oder bovines Se-
rumalbumin zum Spilmedium wird die Anhaftung des Embryos an das Silikon oder Plastik
des Spulsystems verhindert. Dadurch kann nicht nur die Spullrate erhdht, sondern auch
die Gefahr einer Schadigung durch das Haftenbleiben des Embryos im Spulsystem redu-
ziert werden (STOUT, 2006). Auch eine Massage der Gebarmutter von rektal, durch welche
sowohl der Uteruskérper als auch die Uterushérner gespult werden, ist moglich (ALLEN,
2005). Anschlie3end wird die Flussigkeit der Schwerkraft folgend abgelassen. Dieser Spiil-
prozess wird in der Regel dreimal wiederholt. Vor dem letzten Ablassen der Flissigkeit kann
Oxytocin (i.v.) verabreicht werden. Die dadurch hervorgerufene Uteruskontraktion soll die
vollstandige Entfernung der Flissigkeit aus der Gebarmutter unterstiitzen und die Embryo-
gewinnungsrate erhdhen (JASKO, 2002; ALLEN, 2005). Nach der letzten Spulung wird die
Luft aus dem Ballon und der Katheter aus der Gebarmutter entfernt. AbschlieBend wird der
Ano-Genitalbereich der Stute gesaubert. Je nach Alter und GréBe des Embryos ist dieser
mit bloBem Auge in der Spulflissigkeit zu erkennen.
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Die Flussigkeit wird gefiltert und der Embryo wird mit Hilfe eines Mikroskopes in der gefilter-
ten Flussigkeit aufgesucht und morphologisch beurteilt.

Der Zeitpunkt der Gewinnung hangt davon ab, flir welche Zwecke die Embryonen gewonnen
werden. Aufgrund des geringen Einfriererfolges gréBerer Embryonen sollten zum Einfrieren
kleinere Embryonen (Tag 6, <300 xm) verwendet werden. Da jedoch die Wahrscheinlichkeit,
dass die Embryonen bereits in den Uterus abgestiegen sind, zu einem spateren Zeitpunkt
hoher ist (BATTUT et al., 1998) und sie daher leichter zu finden sind, werden die meisten
Spilungen an Tag 7 oder 8 nach der Ovulation (Tag 0) durchgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt
hat der Embryo das expandierte Blastozystenstadium erreicht und misst in der Regel >300
pm im Durchmesser (ALLEN, 2005). Mit steigendem Alter der Embryonen steigt folglich die
Wahrscheinlichkeit einer guten Spulrate an (LAGNEAUX u. PALMER, 1991). Allerdings sind
Embryonen, die > 9 Tage alt sind, anfélliger fir manipulationsbedingte Schaden (MCKIN-
NON u. SQUIRES, 1988b; CARNEVALE et al., 2000b; STOUT, 2006). Bei der Gewinnung klei-
nerer Embryonen (Tag 6) zum Zweck des Einfrierens oder der Bisection ist die Spulrate
geringer, da der Embryo oftmals noch nicht den Uterus erreicht hat (MCKINNON et al., 1989;
SKIDMORE et al., 1989; CARNEVALE et al., 2004a; ALLEN, 2005). Die Embryogewinnungsra-
te bei Spllungen an Tag 7 oder spater liegt zwischen 55 — 80 %. Da die Trachtigkeitsrate an
Tag 14 deutlich héher liegt, verbleiben offensichtlich einige Embryonen beim Spiilvorgang
ungewollt im Uterus (HINRICHS, 1990).

Eine gute Spulrate ist von vielen Faktoren wie z.B. dem Alter und der Fruchtbarkeit der Stu-
te, der Samenqualitat, dem Tag der Gewinnung oder der Zahl der Ovulationen abhangig.
Mit zunehmendem Alter der Spenderstute sinkt der Erfolg der Embryogewinnung (McCUE
et al., 2001). Weitere Einflussfaktoren auf die Spuilrate sind neben dem reproduktionsphy-
siologischen Zustand der Stute auch der Zustand des Samens (frisch/gekunhlt/tiefgefroren).
Jiingere Stuten weisen bei Verwendung von Frischsamen eine deutlich héhere Embryonen-
ausbeute auf, als nach Verwendung von gekiihltem oder tiefgefrorenem Samen. Die Kom-
bination einer alten Stute mit tiefgefrorenem Sperma erzielt dementsprechend keine gute
Spllrate (MEADOWS et al., 1999). Auch die Spllfrequenz kann Einfluss auf die Spulrate
haben. Das Risiko einer Endometritis steigt mit zunehmender Spulfrequenz und die Bildung
chronisch entziindlicher Verdnderungen ohne infektiése Komponente ist méglich (CARNEVA-
LE, 2008). Die am besten geeigneten Spenderstuten sind reife und gynakologisch gesunde
Stuten. Die Embryogewinnungsrate alter oder unreifer Stuten (<3 Jahre), sowie diejenige
subfertiler Stuten oder Stuten mit einem entziindeten/infizierten/fibrotischen Uterus ist deut-
lich geringer (15 — 20 %) als die Embryogewinnungsrate gesunder und fertiler Stuten (75 %)
(McCUE et al., 2001). Sogar die Verwendung zweijahriger Stuten weist gute Ergebnisse
auf und hat keinen negativen Effekt auf die spatere Reproduktionseffizienz (CAMILLO et al.,
2000).
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Chirurgische Gewinnung Ein bis sechs Tage nach Ovulation wird die Donorstute unter
Vollnarkose auf dem Ricken mit leicht schrag abwarts gerichtetem Kopf auf dem OP-Tisch
positioniert. Nach einem Schnitt zwischen Bauchnabel und Milchdriise wird das Ovar mit
dem Corpus luteum mitsamt dem dazugehdérigen Uterushorn vorverlagert. Ein Schlauch-
system wird in das Uterushorn Richtung Ovar eingefiihrt und es wird eine Ligatur am Ute-
rushorn gesetzt, sodass keine Flissigkeit neben dem Schlauch vorbeilaufen kann. Mit Hilfe
einer Spritze werden dann ca. 30 — 50 ml TCM-199 vom Ovar aus in den Eileiter Richtung
Uterushorn injiziert. Durch das im Uterushorn platzierte Schlauchsystem wird die gespllte
Flissigkeit aufgefangen. Mit einem Stereomikroskop wird nun der Embryo in dieser Flis-
sigkeit aufgesucht. Anhand dieser Methode konnten von 30 Stuten 23 befruchtete Eizellen
gewonnen werden (77 %) (ALLEN u. ROWSON, 1975). Diese Methode wird heute nicht mehr
angewendet, da sie nicht nur mit einem héheren Aufwand sowie héheren Kosten, sondern
auch mit einem erhéhten Risiko flir die Stute verbunden ist.

2.6.3.2. Spulmedien

Die Wahl des Spllmediums und seiner Zusatze ist von Protokoll zu Protokoll unterschiedlich.
Im Laufe der letzten Jahrzehnte sind die unterschiedlichsten Medien ausprobiert und eine
groBe Breite an Spulraten erreicht worden. Bei einem Vergleich zwischen Ringerlaktat und
Phosphate Buffered Saline (PBS) zeigten sich keine Unterschiede beziiglich der Spul- bzw.
Trachtigkeitsraten.

Um ein Haften des Embryos am Silikon- oder Plastikschlauch zu verhindern, wird dem PBS
fetales Kalberserum (FCS) zugesetzt. Dies hat keinen Einfluss auf die Spulrate. Diese steigt
jedoch von 55 % auf 75 %, nachdem das Spulmedium fir 3 Minuten im Uterus belassen
wird (HINRICHS, 1990; ALVARENGA et al., 1993; STOUT, 2006).

2.6.3.3. Methoden der Ubertragung

Zum Transfer des gewonnenen Embryos von der Spenderstute in die Empfangerstute gibt
es folgende Méglichkeiten: 1. den Direkttransfer, bei dem die Ubertragung des Embryos in-
nerhalb der nachsten beiden Stunden nach der Gewinnung erfolgen sollte, 2. die Kihlung
des Embryos mit anschlieBendem Transport zur Empféangerstute und 3. das Einfrieren des
Embryos, sofern keine zyklussynchrone Empfangerstute zur Verfligung steht. Unabhangig
davon, ob Embryonen sofort nach der Gewinnung tbertragen werden oder zunachst gekuhlt
und/oder zum Ort der Ubertragung transportiert werden miissen, kann der Transfer chirur-
gisch oder nicht-chirurgisch erfolgen. Die Trachtigkeitsraten weisen hierbei keine grof3en
Unterschiede auf.
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Obwohl der Embryotransfer eine wertvolle Technik darstellt, bleibt seine Effizienz aufgrund
der begrenzten Mdéglichkeit der Superovulationsinduktion limitiert (VANDERWALL, 2000). Der
Erfolg des Transfers ist unter anderem von der Bereitstellung einer geeigneten Empfanger-
stute abhangig, die einen Tag vor bis maximal drei Tage nach der Spenderstute ovuliert
haben sollte, um dem Embryo ein geeignetes Gebarmuttermilieu bieten zu kénnen. Idealer-
weise hat sie 1 — 2 Tage nach der Spenderstute ovuliert (MCCUE et al., 2001).

Nicht-chirurgische Ubertragung Die nicht-chirurgische Ubertragung ist schneller, kos-
tenglnstiger und besser flr das Wohlergehen der Stute (STouT, 2006). Sie findet im Unter-
suchungsstand statt. Die Stute wird gegebenenfalls sediert und der Genitalbereich grindlich
gereinigt und desinfiziert. Der Operateur verwendet einen einen sterilen Handschuh und ste-
riles Gleitgel. Der Embryo befindet sich, eingebettet in ein entsprechendes Medium, in einer
0,25- oder 0,5 ml-Paillette. Die Wahl der Paillettengré3e ist vom Operateur sowie von der
EmbryogréBe abhangig. Mit Hilfe eines sterilen Transferinstruments wird der Embryo tran-
szervikal Gbertragen. Als Transferinstrument kann eine sterile Standard-Besamungspipette,
eine wegwerfbare Plastik-Besamungspipette oder eine wiederverwendbare, rostfreie Besa-
mungspipette aus Stahl verwendet werden. Es gibt auch spezielle Embryotransferpipetten
(Firma Minitlb). Unabhangig davon, fir welches Instrument man sich entscheidet, wird eine
Schutzhdlle Uber das Transferinstrument gezogen. Dies gewéhrleistet, dass das Transferin-
strument steril in den Uterus gelangt und somit das Verunreinigungsrisko minimiert wird. Die
Spitze des Transferinstruments bzw. der Schutzhlle liegt in der Handflache und wird vom
Daumen bedeckt. Auf diese Weise kénnen Verletzungen verhindert werden. Das Instru-
ment samt seiner Schutzhlle wird durch die Scheide bis etwa 0,5 cm durch den auf3eren
Muttermund geschoben. Dann wird das Transferinstrument vorsichtig durch die Spitze der
Schutzhlle hindurchgestoRen und weiter in die Gebarmutter geschoben. Die Positionierung
des Embryos kann sowohl in den Uteruskérper, als auch in eines der Hoérner erfolgen. Fir
eine Platzierung im Uterushorn ist es notwendig, das Instrument via rektaler Kontrolle zu
lenken. Befindet sich das Instrument in gewinschter Position, so kann der Embryo unter
Zurlckziehen des Instrumentes Ubertragen werden.

Unabhangig von der Technik ist es das Wichtigste, dass der Embryo in den Uterus gelangt,
ohne dass Verunreinigungen von Vulva, Vagina oder der Umgebung mit hineingelangen.
Das Risiko eines zervikalen oder endometrialen Traumas muss so gering wie moglich ge-
halten werden (VANDERWALL, 2000; STOUT, 2006). Diese Prozedur kann auch mit Hilfe
eines Spekulums erfolgen, sodass die Pipette mehr oder weniger unter Sichtkontrolle in den
Uterus geschoben werden kann (WILSHER u. ALLEN, 2004a,b).

Obwohl 4 — 5 Tage nach dem Transfer die erste Trachtigkeitsuntersuchung erfolgt, kann
ein definitiver Trachtigkeitsstatus erst nach 7 — 9 Tagen (Tag 15 — 17 nach Ovulation der
Spenderstute) erfolgen. Weitere Kontrolluntersuchungen erfolgen an Tag 25, 35 sowie an
Tag 50 (McCUE et al., 2001).
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Chirurgische Ubertragung Die chirurgische Methode erméglicht eine behutsamere und
kontrolliertere Ubertragung des Embryos (STOUT et al., 2005). Diese Transfervariante kann
sowohl am stehenden Tier durch Laparotomie der Flanke, also auch unter Vollnarkose durch
eine Laparotomie an der Linea alba durchgeflihrt werden. Die Stute wird sediert und lokal
anasthesiert. Das Uterushorn wird durch die Inzision an der Flanke hervorgelagert und mit
einer scharfen Nadel punktiert. Das entstandene Punktionsloch wird mit einer Pinzette ver-
gréBert. Der Embryo befindet sich zu diesem Zeitpunkt eingebettet in <250 ul eines Medi-
ums in einem sterilen Ubertragungsinstrument. Er wird mit Hilfe einer Pipette im Eileiter oder
bei Erreichen des 16-Zellstadiums bzw. frihen Blastozystenstadiums, im Uterushorn depo-
niert. Dies sollte innerhalb von 20 — 55 Minuten nach der Gewinnung erfolgen. AnschlieB3end
wird das Uterushorn mit unvernahter Punktionséffnung wieder in das Abdomen zurtickgela-
gert und die Flankeninzision vernaht. Aufgrund der Mobilitdt des Embryos ist es unerheblich,
in welches Horn der Embryo eingesetzt wird. Mit dieser Methode kdnnen eine Woche nach
dem Transfer Trachtigkeitsraten von 70 — 75 % erreicht werden (ALLEN u. ROWSON, 1975;
SQUIRES et al., 1999; VANDERWALL, 2000; ALLEN, 2005).

2.6.3.4. Einflussfaktoren auf die Trachtigkeit

Aufgrund der vielen unterschiedlichen Entwicklungsphasen des Embryos von der Eizelle bis
zum Fohlen gibt es sehr viele Faktoren, die auf eine erfolgreiche Trachtigkeit Einfluss neh-
men kdnnnen. Dazu zahlen neben der Befruchtung, dem Uterusabstieg, der Uteruswan-
derung und der Fixierung auch die Bildung der plazentalen Hillen und der Organe sowie
die Entwicklung und das Wachstum des Embryos bzw. Fetus. Eine erfolgreiche Befruch-
tung héngt von einem guten Zyklusmanagement, dem richtigen Zeitpunkt der Besamung
bzw. einer guten Samenqualitat so wie einer reifen Eizelle ab. Der Zustand des Spermas
beeinflusst die Trachtigkeitsrate insofern, als dass bei der Verwendung von geklhltem oder
tiefgefrorenem Samen eine geringere Tréchtigkeitsrate erreicht wird als bei der Verwendung
von Frischsamen. Auch das Alter der Stute ist von Bedeutung. Wahrend jlingere Stuten in
der Regel besser aufnehmen, dauert bei alteren Stuten der Eileitertransport Ianger, die Ent-
wicklung des Embryos ist langsamer und die Trachtigkeitsverluste sind mit 9 % hoher als
bei jingeren Stuten mit <1 % (MEADOWS et al., 1999). Je gr6Ber das Intervall zwischen
Ovulation und Transfer und folglich je &lter der Embryo ist, desto héher ist auch die Trach-
tigkeitsrate. Wahrend sechs von acht Ubertragenen Embryonen, die zwischen Tag 4 und 6
nach der Ovulation gespult werden, zu einer Trachtigkeit flhren, ist es nur einer von acht
Embryonen zwischen Tag 1 und 3 (ALLEN u. ROWSON, 1975).

Einen weiteren Einfluss auf die Trachtigkeitsrate hat die Qualitat des Embryos. So kdnnen
morphologische Abnormalitaten unter Umstanden zu verminderten Trachtigkeitsraten flh-
ren. Vermehrt morphologische Veranderungen treten zum Beispiel im Zusammenhang mit
der Kihlung von Embryonen auf.
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Darunter fallen neben dem Blastozoelkollaps mit zelluldrer Separierung von der Zona pel-
lucida bzw. der Kapsel auch die Vertiefung isolierter Trophoblastzellgebiete, vermehrt aus-
gestulpte Blastomeren, dunkle Zellen sowie die Separierung von Zellen und eine vermehrt
granular erscheindende Oberflachenstruktur. Wahrend ein Blastozoelkollaps eher bei klei-
neren Embryonen (<300 pm) auftritt, sind Vertiefungen isolierter Trophoblastzellabschnitte
eher bei gréBeren Embryonen (>600 pm) vorhanden (MCKINNON u. SQUIRES, 1988a).

Bezogen auf den Transfer sind neben Management, Qualitat und Ursprung des Embryos
auch die Qualtit und der physiologische Zustand (allgemeiner sowie speziell reproduktiver
Gesundheitsstatus) der Empfangerstute, ein entsprechend gutes Management sowie die
optimale Synchronitat mit der Donorstute von groBBer Bedeutung. Optimalerweise ovuliert
die Empfangerstute gleichzeitig mit oder aber nach der Spenderstute (0 — 3 Tage) (CAMILLO,
2008).

Ein weiterer Einflussfaktor ist der Gebarmuttertonus der Empféangerstute. So sind die Trach-
tigkeitsraten bei Stuten mit einem guten Tonus deutlich héher als bei solchen mit einem
schlechten Tonus. Auch die GréBe des Embryos spielt eine Rolle. So haben retardierte
Embryonen eine geringere Lebensféhigkeit nach dem Transfer als nicht-retardierte Embryo-
nen. Eine mogliche Ursache hierfir kdnnte sein, dass retardierte Embryonen einen héheren
Anteil apoptotischer Zellen besitzen. Bei Erreichen eines bestimmten Grenzwertes apopto-
tischer Zellen wirkt sich dies auf die weitere Entwicklung des Embryos aus und fiihrt ge-
gebenenfalls zu einer Eliminierung dieses nicht-lebensféahigen Embryos (CARNEVALE et al.,
2000b; MoussA et al., 2004b). Retardierte Embryonen gehen oftmals verloren. Je mehr
sie zurlickgeblieben sind, desto friiher erfolgt dieser Verlust. Sind sie an Tag 14 noch nicht
sonographisch erfassbar, so ist ihr Verlust vorprogrammiert. Bei Zwillingstrachtigkeiten geht
auf diese Weise oft der kleinere Embryo verloren (NEWCOMBE, 2004).

2.6.4. Gamete intrafallopian tube transfer (GIFT)

Der Transfer der Eizelle in den Eileiter wird im Falle subfertiler Hengste verwendet bzw. um
die Schwierigkeiten der In-vitro-Befruchtung (IVF) zu umgehen. Dabei wird via ultraschall-
geleiteter transvaginaler Follikelpunktion (Ovum-pickup) von einer Donorstute eine reife Ei-
zelle gewonnen. Diese Eizelle wird dann in die Fimbrien des Eileiters einer Emfpangerstute
injiziert, deren ipsilaterales Ovar einen reifen Follikel aufweist. Diese Stute sollte kurz vor
diesem Prozess gedeckt oder besamt worden sein. Bei dieser Methode werden vor allem
genetisch wertvolle Stuten als Spenderstuten verwendet, die unter physischen Abnormali-
taten leiden. Hierunter fallen z.B. eine Obstruktion des Eileiters oder eine negative Beein-
trachtigung des Uterus. Eine normale Befruchtung und Tréchtigkeit der Donorstute ist unter
diesen Umstanden nicht mdglich (ALLEN, 2005).
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2.6.5. Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

Die intrazytoplasmatische Injektion von Spermien wird vor allem in der Humanmedizin zur
Behandlung ménnlicher Unfruchtbarkeit verwendet und setzt keine Kapazitation und Akro-
somenreaktion der Spermien bzw. Beweglichkeit der injizierten Spermien voraus (HOCHI,
1998). Beim Pferd wird ICSI im Falle eines Hengstes mit einer verhaltnismafnig geringen
Spermienzahl bzw. bei limitierter Tiefgefriersamenmenge eines bereits toten Tieres ange-
wendet. Eine weitere Anwendungsmadglichkeit ist die Gewinnung von Embryonen aus Stu-
ten, die die Fahigkeit zur Embryonenproduktion ganz oder teilweise verloren haben (BAR-
BACINI et al., 2008).

Grund fir den vermehrten Nutzen von ICSl ist der bisher relativ limitierte Erfolg der In-vitro-
Fertilisation (IVF) beim Pferd. Bei der Anwendung von ICSI wird die Spermienbindung an
die Eizelle, deren Penetration sowie die Auslésung der Befruchtung umgangen. Stattdessen
werden die Spermien, wie in Abb. 2.6 zu sehen ist, mittels eines Mikromanipulators direkt
in das Cytoplasma der Metaphase-II-Eizelle (M-11) injiziert. Durch diesen Vorgang wird die
Befruchtung ausgelést. Bevor die produzierte Zygote in eine Empfangerstute Ubertragen
wird, durchlduft sie in vitro einige Teilungsstadien bis hin zum Morula- oder frihen Blasto-
zystenstadium. ICSI ist die effizienteste Methode der niedrig-dosierten Besamung, da nur
ein einziges Spermium in die Eizelle injiziert wird. AuBerdem wird ICSI zur Beurteilung von
In-vitro-Reifungssystemen (IVM) von Eizellen, zur Erforschung der Befruchtung sowie zur
Bereitstellung in vitro produzierter Embryonen fir nachfolgende Studien verwendet (SQul-
RES, 2005; ALLEN, 2005). Vorteil dieser Methode ist, dass das verwendete Spermatozoon
in tiefgefrorenem oder aufgetautem Zustand vorliegen kann, ein bestimmtes Geschlecht ha-
ben oder sogar unbeweglich und schwanzlos sein kann (ALLEN, 2005).

Abb. 2.6.: Intrazytoplasmatische Spermieninjektion. A. Spermienidentifikation, B. Trennung
des Spermienschwanzes, C. Aspiration des Spermiums in die Pipette, D. Fixie-
rung der Eizelle von einer Seite mit Hilfe einer Pipette und Annaherung der Injek-
tionspipette von der anderen Seite, E. Einfihrung der Injektionspipette und Durch-
stechung der Membran, F. Injektion des Spermiums und Zurlickziehen der Pipette
(www.chuv.ch)
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2.6.6. Intrafollikulare Insemination (IFI)

Die Intrafollikulare Insemination wird in der Humanmedizin erfolgreich angewendet. Diese
Methode ermdglicht beim Pferd zum einen die Umgehung uteriner Entziindungen wie z.B.
besamungsbedingte, persistierende Endometritiden, zum anderen ermdglicht sie die Ver-
wendung einer geringen Spermienzahl. Unter transvaginaler Ultraschallkontrolle wird mit
Hilfe einer Nadel ca. 9 — 13 Stunden vor der Ovulation das Sperma in den Follikel appli-
ziert. Bislang konnten keine Trachtigkeiten erreicht werden. Grund dafar ist entweder eine
zu geringe Spermienzahl, die Unféhigkeit der Spermien innerhalb der Follikelflissigkeit an
die Eizelle zu binden oder aber die nicht ausreichende Uberlebensdauer der Spermien in
diesem Milieu (MEINJTES et al., 2000).

2.6.7. In-vitro-Produktion (IVP)

Aufgrund des noch immer geringen Erfolges der Superovulationsinduktion beim Pferd wird
der Wunsch nach alternativen Methoden zur Embryoproduktion gré3er. Eine mogliche Al-
ternative ist die IVP von Pferdeembryonen. Eine erfolgreiche IVP ist allerdings von einigen
Faktoren, wie z.B. dem Vorhandensein gesunder Eizellen, effizienter und wiederholbarer
Reifungsmethoden, physiologischer Kapazitationsmethoden der Spermien sowie optimaler
Kulturbedingungen abhangig (GRONDAHL et al., 1995b). Bislang sind in vitro produzierte
Pferdeembryonen qualitativ nicht zu vergleichen mit in vivo produzierten Embryonen. Sie
sind klein und kompakt, weisen weniger Zellen auf, haben kaum Blastozoel und eine un-
deutliche ICM. AuBBerdem haben sie eine geringere morphologische Qualitat sowie ein ge-
h&uftes Auftreten von apoptotischen Zellen. Die Entwicklung ist abnormal und retardiert und
es kommt aufgrund fehlender Glykoproteinaggregation nicht zur Kapselbildung, sodass der
Embryo in vivo nicht Uberlebensfahig ware (TREMOLEDA et al., 2003).

Bisher kénnen keine Trachtigkeiten von IVP-Embryonen, die aufgrund ihres fortgeschritte-
nen Entwicklungsstadiums direkt in den Uterus anstatt in den Eileiter Ubertragen wurden,
verzeichnet werden (HOCHI, 1998).

2.6.7.1. In-vitro-Reifung (IVM)

Die IVP gestaltet sich schwierig, da die Gewinnung von Eizellen, Zygoten und friihen Tei-
lungsstadien nur operativ bzw. aus Schlachthofpréparaten mdglich ist (BETTERIDGE, 2007).

Die Gewinnung von Eizellen erfolgt operativ mittels transabdominaler Follikelpunktion
(Ovum-Pickup) des praovulatorischen, dominanten Follikels oder aber per transvaginaler
Follikelpunktion praovulatorischer bzw. unreifer Follikel unter Ultraschallkontrolle. Wahrend
die transabdominale Gewinnung nach hCG-induzierter Ovulation und Punktion praovula-
torischer Follikel gute Eizellraten erzielt, ist die Punktion unreifer Follikel bzw. ohne hCG-
Stimulation weniger ergiebig.
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Die Ausbeute des transvaginalen Ovum-Pickups unreifer Follikel ist ebenfalls gering (Vo-
GELSANG et al., 1983; PALMER et al., 1987; HINRICHS et al., 1990; BRUCK et al., 1992;
CooK et al., 1993; DUCHAMP et al., 1995; HINRICHS, 1998; CARNEVALE, 2008). Da die
Gewinnung von Eizellen aus praovulatorischen Follikeln auBerdem einfacher ist als aus
unreifen Follikeln, wird die Eizelle ca. 20 Stunden nach Verabreichung von hCG, GnRH-
Analogon oder equinem LH durch die Flanke oder transvaginal entnommen. Anschlie3end
wird sie flr weitere 12 bis 16 Stunden kultiviert, bevor sie in eine Empféngerstute Gbertragen
wird (CARNEVALE, 2008b). Unreife Eizellen kénnen erfolgreich bis zum Erreichen der M Il
kultiviert werden. Die nukledre Reifung bendtigt ca. 32 bis 36 Stunden (CHOI et al., 1993).
Die geringe Eizellausbeute aus unreifen Follikeln liegt vermutlich an der engen Anheftung
der Eizellen an die Follikelwand (HAWLEY et al., 1995), wahrend die geringe Eizellzahl aus
praovulatorischen Follikeln vermutlich in der Gré3e des Follikels begriindet ist (BRUCK et al.,
1999).

Gewisse Vorkommnisse, die im Ovar fir die Trachtigkeit notwendig sind, sind in vitro nicht
reproduzierbar. Hierzu zéhlen neben der Polaritat der Eizelle und des friihen Embryos auch
die den Embryo umgebenden Hillen, die sich abtrennende ICM sowie der Transport der
befruchteten Eizelle durch den Eileiter in die Gebarmutter (BETTERIDGE, 2007). Die Uber-
tragung in vivo gereifter Eizellen in den Eileiter einer Empfangerstute ist eine erfolgreiche
Methode, wéhrend die Ubertragung in-vitro gereifter Eizellen noch wenig erforscht ist (HIN-
RICHS, 1998).

2.6.7.2. In-vitro-Fertilisation (IVF)

Bislang ist der Erfolg der In-vitro-Fertilisation limitiert. Dies liegt vermutlich daran, dass bis-
her kein effizientes Kapazitationssystem fiir Hengstsperma existiert und die Spermien Pro-
bleme haben, sich in vitro der Kapazitation zu unterziehen sowie die Zona pellucida der
Eizelle zu durchdringen und diese zu befruchten. Ca-lonophor A23187 hat noch den besten
Effekt zur Auslésung der Kapazitation, gefolgt von Koffein, Hypotaurin und Heparin. Grund-
legend fur eine erfolgreiche IVF ist die Qualitat von gereiften Eizellen. Die teilweise Entfer-
nung der Zona pellucida (Partial Zona Removal — PZR) erhéht die Befruchtungsrate fast so
wie die Verwendung von Eizellen, deren Zona pellucida vollstédndig entfernt ist (CHoOI et al.,
1994; HOCHI, 1998; ALLEN, 2005).

Eine weitere Ursache fir den limitierten Erfolg ist die mangelhafte Gewinnung in vivo gereif-
ter Eizellen durch Ovum-pickup. Grund hierfir ist die GréBe des praovulatorischen Follikels
bzw. die Anheftung der Eizelle an die Follikelwand. Die reduzierte In-vitro-Reifung von Eizel-
len aus Schlachthofpraparaten zum M-II-Stadium verhindert eine erfolgreiche IVF. Um diese
Problematik zu umgehen, kénnen sowohl ICSI als auch GIFT angewendet werden (ALLEN,
2005).
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2.6.7.3. In-vitro-Kultivierung (IVC)

Aufgrund der schlechten IVF-Ergebnisse werden zur IVC meist bereits befruchtete Eizellen
nach Gewinnung aus dem Ovar verwendet. Nach Kultur im Menezo’s B2—Medium mit 15 %
fetalem bovinem Serum konnten Teilungen vom Einzell- bis zum 14-Zellstadium erreicht
werden (BEZARD et al., 1989). Die frihen Teilungsstadien werden von mutterlich vererb-
ten Komponenten reguliert, die innerhalb der Eizelle abgespeichert sind. Die Aktivierung
des vaterlichen Genoms hingegen erfolgt erst etwa zum Zeitpunkt des Achtzellstadiums —
gleichzeitig mit der Entwicklungsblockade des Embryos in vitro, mit der auch der Ubergang
von maternaler zu embryonaler Genomkontrolle erfolgt. Dieser Ubergang entsteht durch den
Verlust bzw. das Abklingen der mRNA-Molekille maternalen Ursprungs, die Aktivierung der
Transkription des embryonalen Genoms, den Entwicklungseinhalt durch Transkriptominhibi-
toren sowie durch qualitative Veranderungen des Proteinsynthesemusters (TELFORD et al.,
1990; BALL et al., 1993a,b).

Durch Co-Kultivierung mit Eileiterepithel und 5 % CO, ist es mdglich, Ein- oder Zweizell-
stadien bis hin zur Blastozyste zu kultivieren. Diese Form der Co-Kultivierung erméglicht
die Uberwindung der Entwicklungsblockade und das Erreichen des Blastozystenstadiums
(BALL et al., 1993a; HoCHI, 1998). Bei IVF- Embryonen betragt die Teilungsrate der Ei-
zellen nach 24 — 48 Stunden 25 %. Durch Anreicherung der modifizierten synthetischen
Eileiterflissigkeit (mMSOF, modified synthetic oviduct fluid samt 0,1 % Polyvinylalkohol [PVA])
mit Glucose kann mit steigender Glucosekonzentration eine gesteigerte Embryonalentwick-
lung in vitro beobachtet werden. Morulastadien kénnen sich jedoch nicht zur Blastozyste
weiterentwickeln (ZHANG et al., 1990; AzUMA et al., 1995; GRONDAHL et al., 1995a; HOCHI,
1998).

2.6.8. Klonen

Unter Klonen versteht man heutzutage die kiinstliche Herstellung eines vollstandigen Or-
ganismus oder wesentlicher Teile anhand der genetischen Information (DNA, Desoxyribo-
nucleinsaure), die einem bereits existierenden Organismus enthommen wird. Ziel dieses
Verfahrens ist vor allem die Erhaltung genetischen Materials individueller Tiere, die nicht
auf eine andere Weise reproduziert werden kénnen. Dazu gehéren z.B. Wallache. Auch der
emotionale Aspekt gewinnt mehr und mehr an Bedeutung. So entsteht bei immer mehr Tier-
besitzern der Wunsch, das von ihnen liebgewonnene Haustier nach dessen Tod durch einen
Klon zu ersetzen (VANDERWALL et al., 2006).

Fir das reproduktive Klonen verwendet man heute vor allem die Methode des Nukleus-
transfers (siehe Abb. 2.7). Dabei wird eine Kdrperzelle von dem zu klonenden Spender-
tier entnommen und der Zellkern mit dem genetischen Material aus dieser Zelle isoliert.
AnschlieBend wird dieser Zellkern in eine zuvor entkernte, in vitro befruchtete Eizelle des
Empféangertieres eingesetzt.

60



2. Literaturiibersicht

Mit Hilfe eines StromstoBes oder eines chemischen Stimulus wird die weitere Entwicklung
angeregt. Da in der Eizelle des Empféangertieres Mitochondrien vorhanden sind, die eigene
Erbinformationen enthalten, entsteht durch diese Methode kein genetisch vollkommen iden-
tischer Klon. Diesen erhalt man nur, wenn die Spenderzelle und die Empfanger-Eizelle von
ein und demselben Tier stammen (www.wikipedia.de).

Wie auch bei anderen Tierarten liegt der Erfolg des Klonens bei Equiden unter 3 % (le-
bende Fohlen). Dies liegt vermutlich am klonierungsbedingten Nachwuchssyndrom (cloned
offspring syndrome), welches mit Embryonaltod, Abort und Totgeburt sowie verminderter
neonataler Gesundheit einhergeht und vor allem bei Rindern und Schafen auftritt. Diese
embryonalen, fetalen und plazentaren Entwicklungsabnormalitaten reflektieren die unvoll-
stéandige bzw. abnormale genetische Reprogrammierung des Donorzellkerns. Von dieser
fehlerhaften Reprogrammierung sind besonders die pragenden Gene betroffen. Nach Oo-
zytenreifung bzw. Kultivierung von Embryonen in vitro kénnen vermehrt Trachtigkeitsabnor-
malitaten beobachtet werden (VANDERWALL et al., 2004b, 2006). Wahrend die Folgen dieser
fehlerhaften genetischen Reprogrammierung bei Rindern und Schafen wahrend der ganzen
Trachtigkeit auftreten, ist dies beim Pferd nur wahrend der frihen Trachtigkeit der Fall (<60
bis 80 Tage). Als Spenderzellen kdnnen neben fetalen Fibroblastzellen auch Cumuluszel-
len verwendet werden. Die embryonale Uberlebensrate unterscheidet sich nicht. Allerdings
Ubt der Zelldonor selbst einen Einfluss auf den Trachtigkeitserfolg aus (VANDERWALL et al.,
20044, 2006).

Kern der Korperzelle wird mit entkernter
Eizelle verschmolzen

L A 7
Eizelle W

Kern der Eizelle
wird entfernt

S
Reproduktives Klonen % mp Leitmutter \ C o »@‘. "
Therapeutisches Klonen % = e QO mp Gewebezucht

Abb. 2.7.: Ubertragung des isolierten Zellkerns des Donortieres in die entkernte Eizelle des
Empfangertieres.
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2.6.9. Manipulation der Zona pellucida

Bis heute ist der Erfolg von In-vitro-Fertilisationsversuchen gering. Dies liegt vermutlich an
der mangelnden Fahigkeit der in vitro kapazitierten Spermien, die Cumuluszellen bzw. die
Zona pellucida der Eizellen zu durchdringen (CHoOI et al., 1994). Die Zona pellucida, die die
Eizelle umgibt, agiert als Spezies-spezifische Spermienbarriere und ist in die Spermienbin-
dung involviert. Dariiberhinaus verhindert sie nach der Befruchtung der Eizelle die Polysper-
mie, schitzt den Embryo wéahrend der frihembryonalen Phase und ist am Eileitertransport
beteiligt. Nach der Befruchtung wird sie zunachst dicker, um ihren Aufgaben gerecht zu wer-
den. Durch embryonal sezernierte Lysine wird sie schlie3lich abgebaut, sodass der Embryo
schliipfen kann (VOS u. STEIRTEGHEM, 2000).

Durch Mikromanipulation der Zona pellucida kann nicht nur das Eindringen des Spermiums
in die Vitellinmembran, sondern auch der Schlupf des Embryos aus der Zona pellucida er-
leichtert werden. Dies ist besonders dann sinnvoll, wenn die Zona pellucida durch ovarielle
Stimulation oder Kultivierung des Embryos verhartet ist (CHOI et al., 1994; VOS u. STEIR-
TEGHEM, 2000; ANDRABI u. MAXWELL, 2007).

In der Humanmedizin beschéftigt man sich bereits seit Jahren mit verschiedenen Methoden,
um die Zona pellucida zu 6ffnen und somit nicht nur subfertilen Spermien das Eindringen
in die Eizelle zu erleichtern bzw. zu gewahrleisten, sondern auch um den Schlupf aus der
Zona pellucida zu erleichtern (COHEN et al., 1994; PAYNE et al., 1994).

2.6.9.1. Partial Zona Removal (PZR), Partial Zona Dissection (PZD)

Bei der teilweisen Entfernung der Zona pellucida wird die Eizelle in proteinfreies PBS (ber-
tragen, um sie auf dem Grund der Petrischale fixieren zu kénnen. AnschlieBend wird ein Teil
der Zona pellucida entfernt. Die Befruchtungsrate nach PZR (54 %) steigt gegenlber der
Befruchtungsrate von Eizellen mit intakter Zona (4 %) bzw. von Eizellen, deren Zona pelluci-
da nur teilweise zerlegt wurde, deutlich an (12 %), ist aber geringer als die Rate von Eizellen,
die keine Zona mehr besitzen (86 %). Dies liegt vermutlich daran, dass die Spermien nach
PZR die Zona pellucida leichter Uberwinden kénnen als nach PZD. Die Polyspermie-Rate
liegt mit 42 % unter der von Zona-freien Eizellen (66 %). Dies bedeutet, dass die Mehrzahl
der Spermatozoen zum Perivitellinspalt vordringen konnte. Die PZR ist folglich eine wertvolle
Methode um eine In-vitro-Befruchtung beim Pferd zu erreichen (CHoOI et al., 1994).

Bei der teilweisen Zerlegung der Zona pellucida wird die Eizelle — wie auch bei der PZR —
in PBS Ubertragen und so am Boden der Petrischale fixiert. Mittels einer Mikronadel aus
Metall wird die Zona pellucida unter 100facher Vergré3erung zweifach durchstochen und
der zwischen den Einstichléchern liegende Teil der Zona durch Reiben an einer Pinzette
erdffnet, sodass ein kleiner Einschnitt zurtickbleibt. Durch unterschiedliche Schnittgré3en
bzw. Spermakonzentrationen kénnen diese Ergebnisse jedoch verbessert werden (CHOI
et al.,, 1994; VOS u. STEIRTEGHEM, 2000).
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2.6.9.2. Zona Drilling, Zona Splitting, Zona Thinning

Das Aufbohren der Zona pellucida (Zona Drilling) ist ein chemischer Prozess. Dabei entsteht
mit Hilfe einer mit saurem (pH 2,35) Tyrodes’s Medium gefillten Mikronadel eine Offnung
in der Zona pellucida. Das Medium verteilt sich behutsam Uber eine Flache von 30 um,
wahrend die Nadel nah an die Zona gehalten wird, bis eine (")ffnung entsteht. Dabei sollte
nicht zuviel Medium an eine Stelle gelangen. AnschlieBend muss der Embryo gewaschen
werden, da das Tyrode’s Medium embryotoxisch ist und die Lebensfahigkeit des Embryos
beeintrachtigen kann. Wird diese Methode wéhrend der Teilungsphase in Kombination mit
anschlieBender Kultur angewendet, so steigert dies den Schlupfprozess.

Beim Aufschlitzen der Zona (Zona splitting) wird ahnlich wie bei der PZD ein kleiner Schnitt
an der Zona pellucida durchgefihrt. Bei der Ausdinnung der Zona pellucida (Zona Thinning)
wird ebenfalls Tyrode’s Medium verwendet. Allerdings wird weniger Lésung bendtigt und sie
wird in biaxialer Richtung angewendet, um eine kreuzférmige Ausdinnung zu erreichen —
ohne jedoch ein Loch zu verursachen. Da das Medium den Perivitellinspalt nicht erreicht,
besteht keine Gefahr fir die Lebensféhgikeit der Embryonen und die Schutzfunktion der
Zona pellucida bleibt erhalten. Diese Methode ist sicher und effektiv und steigert die Effizienz
des normalen Schlupfes (VOS u. STEIRTEGHEM, 2000).

2.6.9.3. Laserbehandlung der Zona pellucida

Zweck dieses Vorgehens ist unter anderem die Entnahme des Polkdrpers zur genetischen
Analyse (Préafertilisationsdiagnostik). Mit dieser Methode kénnen genetische oder chromo-
somale Funktionsstérungen wie z.B. Mutationen noch vor der Befruchtung in Eizellen ent-
deckt werden. Zu diesem Zweck wurden unterschiedliche Laserquellen ausprobiert. Dazu
gehdren:

1. Die ,Kontaktmethode®, bei dem der Laserstrahl durch eine optische Faser geleitet wird.
Hierbei wurden unterschiedliche Laser mit verschiedenen Wellenldngen ausprobiert.
Neben dem Argon Fluorid Laser mit 193 nm Wellenlange wurden auch der Nd:YAG
Laser mit 1,064 nm und der Er:YAG-Laser mit 2,940 nm Wellenlange getestet. Letz-
terer ist ein effektives Gerat um reproduzierbare und prazise Offnungen in der Zona
zu erzielen. Nachteil dieser Methoden ist die Notwendigkeit einer Glaspipette sowie
einer optischen Faser. Die Anfertigung und Sterilisation von Pipetten und Fasern be-
deutet einen groBen Arbeitsaufwand. Auf3erdem kénnen die Laserstrahlen aufgrund
ihrer Wellenlange nicht durch Glas geleitet und folglich nicht an ein konventionelles
Mikroskop angeschlossen werden, sodass spezielle Kapillaren fir den Lichttransport
bendtigt werden.
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2. Die,Nicht-Kontaktmethode®, bei welcher der Laserstrahl durch eine optische Linse auf
die Probe fokussiert wird. Hierbei sind keine Hilfsmittel fir das Halten oder Schneiden
notwendig, es muss kein Druck auf die Probe ausgelbt werden und es entsteht kein
Gewebeschaden. Die Laserstrahlbreite ist mit <1 ym sehr prazise.

Auch bei dieser Methode wurden verschiedene Laser ausprobiert. Darunter fallen zum
einen der Xenon-Chlorid-Kaltlichtlaser mit 308 nm, der Krypton-Fluorid-Laser mit 248
nm, sowie der PALM UV-A-Nitrogen-Laser mit 337 nm.

Infrarotstrahlen sind dann besser geeignet, wenn mutagene Risiken einkalkuliert werden
mussen. Die Anwendung des 2,48-um-Diodenlasers (Krypton Fluorid Laser) ermdglicht ei-
ne schnelle, prazise und leicht zu kontrollierende Auflésung der Zona pellucida, indem diese
dem Laserlicht ausgesetzt wird. Durch Variation der Bestrahlungszeit kann die Gro3e des
entstehenden Loches ausgewahlt werden. In der Regel wird innerhalb von 12 — 30 ms ein
Loch mit einer Gr6Be von 20 um produziert. Da Laserstrahlen mit Wellenldangen im UV-C-
und Infrarotbereich von der Probe absorbiert werden, ist sowohl eine DNA-Fraktionierung
als auch eine Uberhitzung méglich. Dies kénnte einen negativen Einfluss auf die weite-
re Entwicklung des Embryos haben. Auch Laserbehandlungen in einem Wellenldngenbe-
reich von UV-B fuhren zu einer Stérung der Embryonalentwicklung. Dagegen haben La-
serstrahlen im UV-A-Bereich keine Auswirkung auf die Probe und kénnen daher ohne Be-
denken als Schlupfhilfe verwendet werden. Zu dieser Laserkategorie gehdrt unter anderem
der PALM-UV-A-Nitrogen Laser mit einer Wellenlange von 337 nm, einem Focus <1 pm im
Durchmesser sowie einer hohen Strahlenqualitat (VOS u. STEIRTEGHEM, 2000; CLEMENT-
SENGEWALD et al., 2002).

2.6.9.4. Piezo-Technologie

Mit Hilfe von elektrischen Impulsen ensteht eine Vibration, durch welche ein préziser und
kontrollierbarer Defekt in der Zona pellucida entsteht. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
keine embryotoxischen Chemikalien bendtigt werden. Die Zona wird in einem begrenzten
Gebiet in einem Durchmesser von ca. 30 um konisch eingeschnitten. Etwa 5 — 8 dieser
Anwendungen sind notwendig um ein Drittel der Zona pellucida zu erfassen. Resultierend
ist ein Loch mit 20 xm im Durchmesser.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Mikromanipulation der Zona
pellucida der Schlupfprozess begtinstigt wird und die darunter liegenden Strukturen nicht
beeintrachtigt werden (VOS u. STEIRTEGHEM, 2000).
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2.7. Manipulationen am Embryo

2.7.1. Farbungen

FUr die histologische Analyse von Embryonen werden je nach Labor verschiedene Farbstof-
fe verwendet.

Toluidin-blau Toluidin-blau farbt alle basophilen Zellen (Zellkerne) blau an (WEYRAUCH u.
SMOLLICH, 1998). Bei der Verwendung von Toluidin-blau kdnnen zwar bei allen Embryonen
(6 — 6,25 Tage) Fragmente einer Kapsel sichtbar gemacht werden, eine kontinuierliche, sehr
dinne Kapsel ist jedoch nur bei Embryonen ab einem Alter von 150 Stunden (6,25 Tagen)
sichtbar (BATTUT et al., 2001).

Akridin—Orange Akridin-orange ist ein Akridin-Fluoreszenz-Farbstoff mit einem konzen-
trationsabhangigen rot-griin-Metachroismus, der zum Nachweis der Nukleinsduren DNA
(griin) und RNA (rot) verwendet wird (OLTMANNS, 1996).

Hoechst 33342 Dieser Farbstoff ist ein vitaler Nukleinsdure-Farbstoff, mit dem eine blau
fluoreszierende DNA-Farbung zur Ermittlung der Zellzahl bzw. der Zahl fragmentierter Kerne
durchgefihrt wird. Mittels einem Epifluoreszensmikroskop und einem Filter von 350 nm wird
der 3 Minuten lang gefarbte und vom Farblberschuss befreite sowie getrocknete Embryo
untersucht und beurteilt. Dabei wird die totale Zellzahl, die Zahl der Zellen in Mitose und die
Zahl der Zellen mit dicht angefarbten pyknotischen oder fragmentierten Kernen gezahit. Als
mitotischer Index wird dabei die Prozentzahl der Zellen in Mitose bezeichnet (BALL et al.,
1991; POMAR et al., 2005).

Propidiumiodid Propidiumiodid ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der in der Lage ist, sich in
die DNA und RNA einzulagern und dabei eine rote Fluoreszenz verursacht. Von leben-
den Zellen wird dieser Farbstoff nicht aufgenommen. Die Membran toter Zellen ist jedoch
I6chrig, so dass der Farbstoff eintreten kann und die Nukleinsduren in der Zelle rot farbt
(www.wikipedia.de).

TUNEL Mit der TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) kénnen
Zellkerne apoptotischer Zellen bzw. die Proportion von Zellen mit fragmentierte DNA darge-
stellt werden. Unter einem Epifluoreszensmikroskop mit einem Filter von 488 nm erscheinen
die apoptotischen Zellen griin, die lebenden rot (POMAR et al., 2005; MOUSSA et al., 2004b).
Da alle toten Zellen in einem frischen Embryo TUNEL-angeférbt sind, scheint der Prozess
der Apoptose als physiologischer Prozess in praimplantatorischen Embryonen aufzutreten
(MoussaA et al., 2004Db).
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Fluoreszin Diazetat (FDA) Fluoreszin Diazetat ist eine apolare Verbindung und daher in
der Lage, durch die Plasmamembran zu dringen. In der Zelle wird FDA durch Esterasen hy-
drolysiert, um Fluoreszin freizusetzen. Da Fluoreszin polar ist, kann es nicht durch die Plas-
mamembran dringen und akkumuliert in der Zelle. Bei Anwesenheit von ultraviolettem Licht
fluoresziert Fluoreszin. FDA ist eine Vitalfarbung und fungiert als Indikator fir Membraninte-
gritdt und Esteraseaktivitat. Diese Farbung wurde bereits zur Messung der Lebensfahigkeit
equiner Embryonen verwendet und ist flir den Embryo nicht schadlich. Anhand dieser Me-
thode konnte sichtbar gemacht werden, dass der Einfrier- und Auftauprozess schadlicher fur
die ICM als fur die Trophoblastzellen ist. Die FDA ist also zur objektiven und akkuraten Beur-
teilung der embryonalen Lebensfahigkeit geeignet (PRUITT et al., 1988; BARRY et al., 1989;
PRUITT et al., 1991; VANDERWALL, 1996; LAGNEAUX et al., 1997). Da die Esteraseaktivitat
jedoch auch in biochemisch oder morphologisch beeintrachtigten Embryonen vorhanden ist,
kann diese Farbung nur basale Funktionen, nicht aber das Entwicklungspotential messen
(HUHTINEN et al., 1997a).

4’,6’-diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) DAPI ist eine membranundurch-
lassige Fluoreszenzfarbung und wird verwendet, um tote Zellen sichtbar zu machen. Dabei
wird die Lebensfahigkeit des Embryos nicht beeinflusst. Fraglich ist allerdings, ob bei Far-
bungen dieser Art niitzliche Informationen entstehen, da die Zahl apoptotischer oder toter
Zellen in Embryonen mit einem Qualitatsscore von 1 oder 2 extrem gering ist (<1 %) (HUH-
TINEN et al., 1995, 1997a; SToUT, 2006). Die blau fluoreszierenden Zellen werden als tote
Zellen bezeichnet und der Fluoreszenzgrad wird definiert als Quotient aus fluoreszierenden
Zellen und totaler Zellzahl (HUHTINEN et al., 1997a). Nach Lagerung von Embryonen bei
5 °C und Farbung mit DAPI zur Beurteilung der Viabilitdt (Prozentzahl toter Zellen) zeigt
sich, dass diese Methode schnell und zuverlassig funktioniert (MOUSSA et al., 2004b).

2.7.2. Kiuhlen von Embryonen

Aufgrund der Méglichkeit, Embryonen bei 4 — 5 °C mehrere Tage (84 Stunden) mit nur mini-
malem Verlust der Lebensfahigkeit zu kihlen, kdnnen Embryonen vom Ort der Gewinnung
zum Ort des Transfers transportiert werden. Dadurch fallt der Transport der Donor- bzw.
Empfangerstuten weg und ein Tiefgefrierverfahren ist nicht nétig (PASHEN, 1987; CARNEVA-
LE et al., 1987; STOUT, 2006). Eine niedrige Lagertemperatur unterdriickt den Embryometa-
bolismus und sein Wachstum, wahrend sie die Lebensfahigkeit aufrecht erhalt (CARNEVALE,
2008c). Die Trachtigkeitsrate nach Kiihlung tber 24 Stunden in Ham’s F10 in einem Equitai-
ner unterscheidet sich nicht von der ungekuhlter frischer Embryonen (CARNEY et al., 1991;
STouT, 2006). Die Trachtigkeitsrate nach Kihllagerung in Ham’s F10 bei 15 — 18 °C ist
unabhangig von der Dauer (1 — 18 Stunden) oder der EmbryogréBe (FLEURY et al., 2002).
Trotz der Schwierigkeit, eine Mischung von 5 % CO,, 5 % O, sowie 90 % Ns innerhalb des
Mediums herzustellen, um einen korrekten pH-Wert zu erhalten, war Ham’s F10 lange das
Medium der Wabhl fur den gekihlten Transport von Embryonen (CARNEVALE et al., 1987).
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Einfacher ist es allerdings ein Medium zu verwenden, bei dem keine vorherige Begasung
notwendig ist. Ein solches Medium ist das Zwitterion-buffered Emcare Holding Medium, des-
sen Verwendung die gleichen Trachtigkeitsraten erzielt wie bei Verwendung von Ham’s F10
(McCUE et al., 2000b; STOUT, 2006). Zwischen den Medien Emcare Holding Medium (Fir-
ma ICP, Auckland, Neuseeland), Ham’s F10 (Firma Sigma, St. Louis, Missouri, USA) und
Vigro Holding Plus Medium (Firma AG Technology, Pullman, Washington, USA) gibt es kei-
ne Unterschiede hinsichtlich der Embryoviabilitdt wahrend der Kuhllagerung bei 5 °C fir 24
Stunden, sodass das Emcare Holding Medium sowie das Vigro Holding Plus Medium eine
gute Alternative zu Ham’s F10 sind. Allerdings tritt bei allen drei Medien eine steigende Zahl
toter, DAPI-angefarbter Zellen auf. Da diese aber nicht TUNEL-angefarbt sind, scheint es
sich hierbei um eine Nekrose ohne Apoptose zu handeiln.

Kleinere Embryonen (<400 pm) haben eine héhere Prozentzahl friher apoptotischer
(TUNEL-angefarbter) Zellen als gréBere, gleichaltrige Embryonen und haben daher még-
licherweise ein reduziertes Entwicklungspotential. Hat die Apoptose einen bestimmten
Grenzwert erreicht, kann sie schéadlich fir die weitere Entwicklung sein und in der Folge
potentiell nicht-lebensfahigen Nachwuchs eliminieren. Vielleicht ist dies die Ursache der ge-
ringeren Lebensféhigkeit kleiner Embryonen nach einem Transfer. Fest steht, dass gré3ere
Embryonen eine bessere Lebensféahigkeit nach 24 Stunden Kihllagerung haben als kleinere
(CARNEVALE et al., 2000b; MOUSSA et al., 2002a, 2003, 2004b).

2.7.3. Tiefgefriermethoden

Bis heute existiert kein geeignetes Tiefgefrierverfahren (TGV) fir expandierte, equine Blas-
tozysten. Angewandte Tiefgefrierverfahren wie das konventionelle TGV oder die Vitrifikation
konnten bei > 300 um groBen Embryonen bis heute noch nicht zu Gberzeugenden Resulta-
ten hinsichtlich der Vitalitat des Embryos bzw. der Tréchtigkeitsrate nach dem Auftauen und
Ubertragen fiihren. Grund hierfiir ist vermutlich die Glykoproteinkapsel, welche das Eindrin-
gen der Kryoprotektiva behindert.

Ein erfolgreiches TGV flir equine Embryonen wiirde den Im- und Export genetischen Materi-
als in andere Lander kostenguinstiger machen und das genetische Material besonderer Tiere
kénnte durch ein solches Verfahren bewahrt sowie die Zahl der bendétigten Empfangerstu-
ten bzw. deren aufwendiges Synchronisationsmanagement vermindert werden (SQUIRES,
2006b). Da das Spiilen und Ubertragen zu unterschiedlichen Zeiten und an unterschiedli-
chen Orten mdglich wéare, kénnte die Embryotransfertechnik nicht nur erleichtert, sondern
auch far mehr Tierarzte zugénglich gemacht und damit verbreitet werden. Ebenfalls méglich
ware dann die internationale Verbreitung bestimmter Blutlinien durch internationalen Handel
mit Tiefgefrierembryonen (STouT, 2006).
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Der erste erfolgreiche Versuch, Pferdeembryonen einzufrieren, wurde zwar schon 1982 pu-
bliziert; die Geburtenrate nach einem TGV in Glyzerin und anschlieBender Ubertragung von
6 Tage alten Embryonen lag jedoch nur bei 9 % (YAMAMOTO et al., 1982). Mit Hilfe eines
Zwei-Stufen-Verfahrens konnte die Trachtigkeitsrate auf 53 % erhéht werden. Dabei wur-
de festgestellt, dass friihe, nicht expandierte Blastozysten (Tag 6, <300 um) das Einfrieren
besser vertragen als expandierte Blastozysten (Tag 7, >300 xm) (SLADE et al., 1985). Diese
gréBenabhangige embryonale Empfindlichkeit gegentber Gefrierschaden wurde auf die un-
terschiedliche Permeabilitat fir Glyzerin zurlickgefihrt (HOCHI et al., 1994d). Als mdgliche
Ursache wurde die Entstehung der Glykoproteinkapsel in Betracht gezogen.

Wenngleich es mittlerweile mdglich ist, equine Embryonen einzufrieren, so kdnnen bis heute
keine vergleichbaren Trachtigkeitsraten wie nach dem Transfer frischer Embryonen erreicht
werden (MCCUE et al., 2001). Akzeptable Trachtigkeitsraten (50 — 60 %) kdénnen bis heute
nur mit Hilfe von Slow-freezing-Methoden von Morula oder frihen Blastozystenstadien mit
einer GréBe <250 um erreicht werden. Diese GrdBe haben Embryonen allerdings nur kurz
nach ihrem Abstieg in den Uterus (144 — 168 Stunden nach der Ovulation). Trotz des Wis-
sens um den genauen Ovulationszeitpunkt ist es nicht méglich, sicher vorherzusagen, ob
die Embryonen diese fiir das Einfrieren notwendige Gr6Be haben (STouT, 2006; BATTUT
et al., 1998).

Eine weit weniger aufwendige Methode, um tiefgefriertaugliche Embryonen mit der entspre-
chenden GréBe (Tag 6) zu erhalten, ist, die Spllung 8 Tage nach Verabreichung von hCG
durchzufiihren (LAGNEAUX u. PALMER, 1991; ELDRIDGE-PANUSKA et al., 2005). Auch die
Verabreichung von PGE, vier Tage nach der Ovulation in Form eines auf den Eileiter ap-
plizierten Gels wurde getestet. Dadurch wurde der Abstieg in den Uterus beschleunigt und
man konnte bereits an Tag 5 frihe Embryonalstadien gewinnen. Diese Methode ist jedoch
unpraktisch (ROBINSON et al., 2000).

Ursache fur die Problematik der verminderten Lebensféhigkeit gréBerer Embryonen nach
dem Auftauen ist vermutlich der vermehrte Zelltod und die Zerstérung von Zellorganellen
nach dem Auftauprozess. Aufgrund einer negativen Korrelation zwischen Kapseldicke und
Einfriertauglichkeit besteht der Verdacht, dass die Kapsel den Eintritt von Kryoprotektiva in
den Embryo verhindert (LEGRAND et al., 1999; BRUYAS et al., 2000b; STOUT, 2006). Die
Entfernung der Kapsel 7 Tage alter Blastozysten flhrte auch nicht zu dem erhofften Trach-
tigkeitserfolg (STOUT et al., 2005; THARASANIT et al., 2005). Ob die Kapsel also wirklich
der Grund fUr die reduzierte Einfriertauglichkeit expandierter Blastozysten ist und wie eine
adaquate Penetration von Kryoprotektiva erreicht werden kann, ohne diese fir den Embryo
wichtige Struktur zu zerstéren, muss noch weiter untersucht werden (STouT, 20086).
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2.7.3.1. Konventionell

Zu den konventionellen TG-Verfahren zéhlen sowohl das Einfrieren mit nicht—permeablen,
extrazellular wirkenden Kryoprotektiva wie z.B. Zuckermolekilen (Saccharose/Sucrose)
oder Proteinen (Serumalbumin) als auch die Verwendung intrazellular wirkender, permea-
bler Kryoprotektiva wie DMSO, Glyzerin, Propylenglykol oder Ethylenglykol (EG). Meistens
wird eine Kombination von beiden verwendet. Die permeablen Kryoprotektiva besitzen je-
doch die gréBte Bedeutung.

Beim konventionellen Tiefgefrierverfahren wird der Embryo steigenden Konzentrationen ein-
dringender Kryoprotektiva ausgesetzt. Zunachst muss das Wasser aus den Zellen des Em-
bryos, der sich meist in einer 0,5 ml Plastikpaillette befindet, durch langsame Abkuhlung mit
einer Abkuhlrate von 0,5 ° C pro Minute entfernt werden. Dieser Vorgang ist nétig, um ei-
ne intrazelluldre Eiskristallbildung zu verhindern, welche durch mechanische Schaden und
Zelltod den Embryo schadigen wirde. Zunachst kommt es zur Bildung extrazellularer Eis-
kristalle, die in der Regel nur aus purem Wasser bestehen. Das (brige, noch nicht gefro-
rene, extrazellulare Wasser besitzt folglich eine hohe Konzentration geléster Teilchen (Na,
Cl), sodass das intrazellulare Wasser der embryonalen Zellen aufgrund der hyperosmoti-
schen Flissigkeit im extrazellularen Raum aus den Zellen herausgezogen wird. Erfolgt das
Herabkihlen langsam genug, so kann das Wasser nach und nach aus den Zellen heraus-
gezogen werden. Erfolgt das Abkihlen jedoch zu schnell, so kommt es zur intrazellularen
Eiskristallbildung, noch bevor das Wasser auf osmotischem Weg aus den Zellen hinausge-
langen kann. Es entstehen Zellsch&den. Durch Zugabe permeabler Kryoprotektiva kommt
es zunachst zum Schrumpfen der Zellen, da die in der Regel verwendete Konzentration der
Kryoprotektiva funf mal héher ist als die des Mediums und des Zellzytoplasmas. Kryopro-
tektiva sind folglich hyperton. Zur Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts wird
das Wasser aus den Zellen in Richtung des héher konzentrierten Kryoprotektivums heraus-
gezogen. Doch sobald das Kryoprotektivum die Zellmembran durchquert hat, wird Wasser
wieder hineingezogen und die Zellen reexpandieren. Das osmotische Gleichgewicht ist wie-
der hergestellt. Dieser Vorgang kann durch eine schrittweise Zugabe der Gefrierschutzmittel
minimiert werden (SEIDEL, 1996).

Wahrend kleinere Blastozysten (300 ;m) aufgrund des Wasserausstromes in Richtung der
héheren Konzentration (osmotisches Gleichgewicht) mit einem schnellen Schrumpfen rea-
gieren, reexpandieren sie, sobald das hypertone Kryoprotektivum in die Zellen eingedrun-
gen ist und das Wasser nach sich gezogen hat. GréBere Embryonen (500 — 1000 pm)
hingegen schrumpfen nur langsam und reexpandieren nicht. Dies liegt vermutlich an der
unterschiedlichen Permeabilitat fir verschiedene Kryoprotektiva (PFAFF et al., 1993; HOCHI
et al., 1994d, 1995b).
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Bei Erreichen von -6 °C wird die Eiskristallbildung induziert. Auf Induktion der Eiskristallbil-
dung folgt die weitere Abkuihlung mit einer Rate von 0,3 °C pro Minute bis -35 °C oder -38 °C.
AnschlieBend wird die den Embryo enthaltende Paillette in flissigen Stickstoff (-196 °C) ver-
bracht und dort bis zum Auftauvorgang gelagert (SQUIRES et al., 2005; CARNEVALE, 20086,
2008c).

Der Auftauprozess erfolgt ebenfalls schrittweise. Das ist wichtig, damit der Embryo nach und
nach sinkenden Kryoprotektivakonzentrationen ausgesetzt wird. Erfolgt dieser Schritt plétz-
lich, so kann es durch die hohe intrazelluldre Konzentration permeabler Kryoprotektiva z.B.
im Rahmen des Transfers durch die den Embryo nun umgebende Kdrperflissigkeit zu einem
Wassereinstrom in die Zelle kommen, bevor das Gefrierschutzmittel hinaus kann. Insofern
ist es wichtig, die Kryoprotektiva griindlich zu entfernen, da es sonst durch den Wasserein-
strom zur Lysis der Zellen und so zur Schadigung des Embryos kommen kann (CARNEVALE,
2006; SEIDEL, 1996; SQUIRES et al., 2005).

Besonders mit Erreichen eines bestimmten Entwicklungsstadiums erleiden die Embryonen
wahrend des Einfrierprozesses Schaden. Kleinere, 6 Tage alte Embryonen sind resistenter
gegenlber diesen Einfrierschaden als gréBere, 7 Tage alte, expandierende Blastozysten.
Um dieses Problem zu I6sen, wurden bereits einige Kryoprotektiva getestet (TAKEDA et al.,
1984; SEIDEL et al., 1989; HOCHI et al., 1994d, 1995b; HUHTINEN et al., 2000). Als Kryopro-
tektiva werden vor allem Ethylenglykol (EG) und Glyzerin verwendet.

Bisher lagen die Trachtigkeitsraten bei Anwendung der konventionellen Methoden zwischen
10— 63 % (SQUIRES et al., 2005). Diese Form des Einfrierens ist allerdings nicht nur zeitauf-
wendig (ca 1,5 Stunden), sondern benétigt auch eine teure Ausriistung (CARNEVALE, 2006,
2008c).

Ethylenglykol (EG) Aufgrund des schnelleren Eindringens von EG als Glyzerin in nicht-
expandierte Blastozysten (PFAFF et al., 1993) wurde sein kryoprotektiver Effekt mittels nicht-
chirurgischem Embryotransfer getestet. Die Trachtigkeitsrate war mit 25 % nahezu vergleich-
bar mit der von Glyzerin (38 %). Die haufig beobachteten Bruchschaden an den Hullen (Zo-
na pellucida bzw. Kapsel) durch das Tiefgefrieren mittels EG konnten durch Zugabe von Su-
crose verhindert werden und die Embryonen entwickelten sich in vitro weiter. Des Weiteren
hat Sucrose die Aufgabe, Zellschaden zu verringern und so die Lebensféhigkeit gefrorener
Embryonen zu verbessern.

Die direkte Ubertragung dieser Embryonen fiihrte zu einer Trachtigkeitsrate von 64 %. Die
Trachtigkeitsraten nach Einfrieren und Transfer spater Morulae bzw. friher Blastozysten-
stadien (<300 um, 6,5 Tage) sind somit vergleichbar mit denen frischer Embryonen (63,6
vs. 70 %). Auch beim Tiefgefrieren unreifer Cumulus-Oozyten-Komplexe ist EG besser als
Tiefgefrierschutzmittel geeignet als Glyzerin (HOCHI et al., 1994¢, 1996; HUHTINEN et al.,
1997a; HOCHI, 1998, 2003).
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Bei Rindern ermdglichte die Verwendung von EG als einziges Tiefgefrierschutzmittel sogar
den direkten Transfer tiefgefrorener Embryonen (VOELKEL u. HU, 1992) und bei Schafen
erreichte es eine héhere Permeabilitat sowie bessere kryoprotektive Ergebnisse als die Ver-
wendung von Glyzerin (SONGSASEN et al., 1995).

Im Gegensatz dazu konnten im Rahmen einer anderen Studie bei Tiefgefrierversuchen 6
Tage alter Embryonen mittels EG keine lebenden Zellen verzeichnet werden — unabhangig
davon, ob Sucrose hinzugegeben wurde oder nicht (BRUYAS et al., 1995, 2000b). Des Weite-
ren fielen auch die Trachtigkeitsraten nach dem Tiefgefrieren und anschlieBendem Transfer
expandierter Blastozysten (300 — 1100 um, 8 Tage alt) gering aus (MOUSSA et al., 2005).
Die Wirkung von EG ist folglich umstritten.

Glyzerin Bei der Verwendung von Glyzerin bei Embryonen >160 um konnte keine Trach-
tigkeit erreicht werden (0 von 22), wéhrend 8 von 26 Embryonen <160 um zu Trachtig-
keiten flhrten. Nach Auftauen und Entfernen des Kryoprotektivums war der Zellschaden
jedoch grof3, sodass eine Toxizitat des Kryoprotektivums nicht ausgeschlossen werden
kann (LAGNEAUX u. PALMER, 1991). Wahrend diese schadliche Wirkung von Glyzerin be-
zogen auf pyknotische Zellen und Schaden der ICM lange bestatigt wurde (BRUYAS et al.,
1993, 1995; FERREIRA et al., 1997), konnte im Jahr 2000 das Gegenteil bewiesen werden.
Bei Verwendung von Glyzerin zum Einfrieren 6 Tage alter Embryonen konnten keinerlei ly-
sierte Zellen sowie kaum pyknotische Kerne gefunden werden. Daraus wurde abgeleitet,
dass sich Glyzerin hervorragend fir das Einfrieren von Embryonen mit intakter Zona pellu-
cida sowie keiner oder nur einer sehr dinnen Kapsel eignet (BRUYAS et al., 2000b).

Der Zusatz von L-Glutamin zu Glyzerin beim Einfrieren von 6,5 Tage alten Embryonen re-
sultiert in gesteigerten Trachtigkeitsraten und laut Anfarbung mit DAPI zu einer geringeren
Zahl fluoreszierender (toter) Zellen (LAGNEAUX et al., 2000).

Glyzerin flhrt je nach Kapseldicke zu unterschiedlichen Zellschaden. Embryonen mit ei-
ner dinnen Kapsel erleiden durch den Wasserausstrom sowie den Glyzerineinstrom einen
geringen osmotischen Schaden, wahrend Embryonen mit einer dickeren Kapsel einen gro-
Beren Schaden erleiden. Dies liegt vermutlich daran, dass der Wasserausstrom aufgrund
der gréBeren Kapseldicke nicht durch einen entsprechenden Glyzerineinstrom kompensiert
werden kann. Embryonen mit einer sehr dicken Kapsel weisen hingegen morphologisch
kaum Unterschiede zu frischen Embryonen sowie kaum tote Zellen auf. Letzteres ist ver-
mutlich darauf zuriickzufihren, dass durch eine sehr dicke Kapsel (0,8 um) keinerlei Flis-
sigkeitsbewegung — weder von Wasser hinaus noch von Glyzerin hinein — stattfindet, sodass
kein osmotischer Schaden entsteht. Dies andert sich jedoch nach dem Einfrier- bzw. Auf-
tauprozess. Dieser flhrt mit steigender Kapseldicke zu einem proportional erhéhten Anteil
degenerierter Zellen. Dieses Verhalten ist darauf zurlickzufiihren, dass die Kapsel das Ein-
dringen von Glyzerin in die Embryonalzellen verhindert.
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Eine Vorbehandlung der Embryonen mit Trypsin zur Ausdinnung der Kapsel steigert die
Permeabilitdt der Kapsel und somit den Einfriererfolg selbst von 8 Tage alten Embryonen
und fahrt zu erfolgreichen Trachtigkeiten. Nachteil der Trypsinbehandlung ist die resultieren-
de Klebrigkeit der Kapsel, die das Handling erschwert. Diese Tatsache wird als mdgliche
Ursache fur die geringe Trachtigkeitsrate nach dem Transfer in Betracht gezogen, da es
aufgrund der klebrigen Kapsel und dem damit verbundenen erschwerten Handling wahrend
des Transfers zum Verlust des Embryos kommen kann (LEGRAND et al., 2000, 2002; STOUT
et al., 2003; THARASANIT et al., 2005).

Die Vorbehandlung >300 pm grofBer Embryonen mit dem Zytoskelett stabilisierenden
Mikrofilament-Inhibitor Cytochalasin-B (Cyto-B), das die Geschmeidigkeit steigern und so-
mit die Zerbrechlichkeit der Zellmembranen reduzieren soll, fihrte immerhin zu 4 von 7
Trachtigkeiten. Obwohl Trypsin und Cyto-B den Zelltod groBer Embryonen wahrend des
Tiefgefrierens reduzieren kénnen, induzieren sie andere Veranderungen, die vermutlich fur
das Uberleben des Embryos von Nachteil sind. Die Kombination von Cyto-B mit Trypsin hat
keinerlei Erfolg (MACLELLAN et al., 2002; STOUT et al., 2003; THARASANIT et al., 2005).

Der Auftauvorgang erfolgt, indem die 0,25 ml bzw. 0,5 ml-Pailletten zunachst fir
20 Sekunden in ein 37 °C warmes Wasserbad eingetaucht werden. AnschlieBend
wird das Glyzerin durch Eintauchen in immer niedriger konzentrierte Glyzerinlésungen
(83, 67, 50, 33, 16 und 0 %) entfernt (SIROIS et al., 1987b). Eine interessante Beobachtung
ist das Schrumpfen der Embryonen wahrend der Behandlung mit Glyzerin. Diejenigen Em-
bryonen, die bei einer steigenden Glyzerinkonzentration am wenigsten schrumpfen, haben
eine gréBere Uberlebenswahrscheinlichkeit nach dem Transfer. Diese Glyzerinabhangige
GréBenveranderung ist am starksten beim Entwicklungsstadium der Blastozyste ausgepragt
und ist eventuell ein Zeichen flr das Kollabieren des Blastozoels (HUHTINEN et al., 1997a).

Sowohl die Verwendung von EG als auch von Glyzerin liefert dem Embryo ausreichend
Schutz und es kénnen Trachtigkeiten erzielt werden. Eine vielversprechende Technik zur
Beurteilung des durch das TGV hervorgerufenen Zellschadens ist die Anwendung der Kon-
fokalmikroskopie (HUHTINEN et al., 2000).

1,2-Propanediol und Dimethylsulfoxid Weitere Kryoprotektiva sind 1,2-Propanediol oder
Dimethylsulfoxid (DMSO). Wahrend die Behandlung von Embryonen mit 1,2-Propanediol
nur einen minimalen toxischen Effekt hat, ist seine Verwendung als Kryoprotektivum
nicht geeignet. Die Unféhigkeit von 1,2-Propanediol, den Embryo wahrend des Einfrier-
Auftauprozesses zu schitzen, spiegelt sich in den Trachtigkeitsraten nach Einfrierversu-
chen wieder. Es konnten keine Trachtigkeiten erreicht werden (MEIRA et al., 1993; BRUYAS
et al., 1997a). Einfrierversuche mit DMSO bestéatigten die Resultate von YAMAMOTO et al.
(1982), dass dieses Medium zwar nur eine geringe Toxizitat gegenlber frischen Embryonen
hat, zum Einfrieren friiher Blastozysten aber vollkommen ungeeignet ist.
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Wahrend bei DMSO-behandelten, nicht tiefgefrorenen Embryonen nur wenige Trophoblast-
zellen geschadigt werden, enthalt die ICM viele pyknotische und degenerierte Zellen. Bei
Verwendung von DMSO als Tiefgefrierschutzmittel befindet sich nach dem Auftauen inner-
halb der Kapsel eine grof3e, zentrale, kompakte Zellmasse aus Trophoblastzellen und Zellen
der ICM, deren Differenzierung nicht méglich ist. Im Zwischenraum zwischen dieser Zell-
masse und der Kapsel befinden sich degenerierte Zellen (YAMAMOTO et al., 1982; BRUYAS
et al., 1995, 1997b).

Wahrend des Tiefgefrierens gibt es eine Menge Faktoren, die in der Lage sind, den Embryo
zu schadigen und damit den Transfererfolg zu beeintrachtigen. Neben den Kryoprotektiva
sowie ihren unterschiedlichen Konzentrationen und Permeabilitadten gehéren dazu auch die
Abkuhlraten und die nicht-physiologischen Temperaturen, denen die Embryonen ausgesetzt
werden (LEIBO, 2000).

2.7.3.2. Vitrifikation

Die Vitrifikation ist ein ultraschnelles Einfrierverfahren, bei dem der Embryo direkt in fls-
sigen Stickstoff getaucht wird. Der gré3te Vorteil dieser Methode ist die ausbleibende Eis-
kristallbildung. Dafur ist es jedoch wichtig, dass das Kryoprotektivum in die Zellen eindringt
(HocHI et al., 1995b). Nachteil dieser Methode ist die dafir bendtigte hohe Konzentration
des Kryoprotektivums. Da diese toxisch ist, muss die Kontakizeit zwischen Kryoprotektivum
und Embryo sehr kurz gehalten werden. In der Regel wird eine Kombination aus penetrie-
renden und nicht penetrierenden Kryoprotektiva angewendet. Die Trachtigkeitsraten lagen
bisher bei 40 %. Beim Auftauprozess erfolgt die Entfernung des Kryoprotektivums meistens
mit Hilfe von Sucrose.

Beim Vitrifizieren kommt es durch die extreme Erhéhung der Viskositat zum Erstarren der
Lésung, sodass diese von einer Sekunde auf die andere eine glasahnliche Konsistenz er-
hélt. Der Zeitaufwand (<4 Minuten) ist im Vergleich zum konventionellen Tiefgefrieren gering
und es werden keine teuren Gerate bendtigt. Dieses Verfahren ist einfacher, schneller und
kostenkunstiger als konventionelle Tiefgefrierverfahren.

Bevor der Embryo in flissigen Stickstoff (-196 °C) verbracht wird, wird er zunachst flr 1
Minute dem Stickstoffdampf ausgesetzt. Vitrifizierte Embryonen kénnen innerhalb der Pail-
letten schnell aufgewarmt und direkt Ubertragen werden. Beim Aufwarmen wird die Paillette
10 Sekunden bei Raumtemperatur in die Luft gehalten und anschlieBend flir weitere 10
Sekunden in ein 20 — 22 °C warmes Wasserbad verbracht. Sechs bis acht Minuten spater
kann der Embryo Ubertragen werden (CARNEVALE et al., 2004a; STOUT, 2006; CARNEVALE,
2006; SQUIRES, 2006Db).
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Die Vitrifikation von Pferdeembryonen ist aufgrund der geringeren Permeabilitdt gegeniber
Kryoprotektiva schwieriger als bei Rinderembryonen. Fir eine erfolgreiche Vitrifikation ist
neben der Vitrifikationsldsung auch das embryonale Entwicklungsstadium sowie das Vitrifi-
kationsprotokoll fir den Zusatz und die Verdiinnung der Kryoprotektiva von entscheidender
Bedeutung (HOCHI, 1998). Setzt man nicht expandierte Blastozysten zum Beispiel direkt ei-
ner EG-basierten Vitrifikationslésung aus, so ist die embryonale Uberlebensrate gleich null.
Erfolgt das Aussetzen jedoch schrittweise, so dndert sich dieses Verhalten deutlich. Das
erste Fohlen nach Vitrifikation wurde 1994 geboren (HOCHI et al., 1994b). Wahrend Blasto-
zysten <200 pm bzw. zwischen 200 und 300 um problemlos vitrifiziert werden kdnnen, ist
die Vitrifikation sowie auch das konventionelle Tiefgefrierverfahren bei Blastzoysten >300
pm noch nicht sehr erfolgreich. Dies liegt vermutlich an der Bildung der Glykoproteinkap-
sel, deren Struktur sich deutlich von der der Zona pellucida unterscheidet und durch deren
wunterdriickenden® Effekt intrazelluldr wirkende Kryoprotektiva nicht in die Zellen eindringen
kénnen (HOCHI et al., 1994d, 1995b). So bleiben Trachtigkeiten nach Transfer vitrifizierter
Blastozysten >300 pum aus, wéhrend der Transfer kleiner vitrifizierter Embryonen <300 pm
nach dem Auftauen hohe Trachtigkeitsraten (>60 %) erzielt (DI BRIENZA et al., 2004; CAR-
NEVALE et al., 2004b; ELDRIDGE-PANUSKA et al., 2005; SQUIRES, 2006b).

Anhand eines In-vitro-Vergleiches zwischen konventionellem TGV und Vitrifikation von 6,5
bzw. 6,75 Tage alten Embryonen konnten nach dem Auftauen keine Unterschiede zwischen
den beiden Methoden festgestellt werden (MOUSSA et al., 2005). Allerdings konnte die mor-
phologische Qualitédt und die Prozentzahl lebender Zellen nach Zusatz von Ficoll und Sucro-
se bzw. Trehalose beim Vitrifizieren von 6,5 Tage alten Embryonen zwischen 170 und 235
pum verbessert werden (CASTANHEIRA et al., 2004).

Eine weitere Vitrifikationsmethode ist die ,Step-Down-Aquilibrierungsmethode*, bei der man
gréBere Embryonen (>300 um) schrittweise wechselnden Glyzerinkonzentrationen aussetzt
(2M -4 M-2M), um eine moglichst hohe intrazellulare Konzentration zu erreichen. Vor dem
Einfrieren wird die Konzentration wieder gesenkt, um die Toxizitdt zu minimieren. Wichtig
dabei ist, dass auch das Entfernen des Glyzerins schrittweise erfolgt (1,5M-0,8 M—-0,3 M
— 0 M). Diese Methode scheint vielversprechend zur Vitrifikation gro3er Embryonen zu sein
(YOUNG et al., 1997b).

Im Gegensatz zur konventionellen Methode ist die Konzentration der Tiefgefrierschutzmittel
bei der Vitrifikation sehr hoch, die Inkubationszeit ist jedoch sehr kurz. Durch die schnelle
Abkuhlrate von 25,000 °C pro Minute geht die Lésung direkt in einen glaséhnlichen Zu-
stand Uber, sodass Strukturschaden durch intrazellulére Eiskristalle vermieden werden. Die
schédliche Eiskristallbildung ist proportional zum Volumen und umgekehrt proportional zur
Viskositat und Kuhlrate. Das heif3t je mehr Volumen vorhanden ist, desto gré3er ist auch die
Eiskristallbildung und somit der Schaden bzw. je gréBer die Viskositat und die Abkulhlirate,
desto kleiner die Eiskristallbildung und damit der entstehende Schaden (VANDERZWALMEN
et al., 2002; SCHERZER et al., 2008).
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Durch Aspiration der Blastozoelflissigkeit, kombiniert mit der Mikroinfusion von Gefrier-
schutzmitteln vor dem Vitrifizierungsprozess sowie einer sehr schnellen Abkihlrate ist eine
Methode entstanden, mit der es in Zukunft méglich sein kénnte, expandierte Blastozysten
erfolgreich zu vitrifizieren und zu Ubertragen (SCHERZER et al., 2008). Es wird angenommen,
dass die Vitrifikationsmethode in Zukunft das konventionelle Kryokonservierungsverfahren
ersetzen wird (VATJA u. KUWAYAMA, 2006).

2.7.4. Kultur von Embryonen

Das Kultivieren von Pferdeembryonen wird im Allgemeinen verwendet, um ihre Lebensfahig-
keit anhand morphologischer Kriterien zu beurteilen. Kriterien fir eine erfolgreiche Kultivie-
rung sind neben der Weiterentwicklung auch das GréBenwachstum des Embryos. Wichtig
ist die Beobachtung und Beurteilung weiterer morphologischer Kriterien vor, wahrend und
nach der Kultur. In einem kommerziellen Embryotransferprogramm ist es von Bedeutung,
dass der Zeitraum zwischen Gewinnung und Ubertragung méglichst kurz gehalten wird. Da-
her sollte von einer langeren Kulturdauer abgesehen werden. Selbst ein auBerordentlich
gutes Kultursystem kann die natlrlichen Bedingungen der Gebarmutter nicht ersetzen. So
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass der Embryo Schaden nimmt, mit anhaltender Kulturdauer
an.

Das Kultivieren von Pferdeembryonen ist besonders sinnvoll zur Beurteilung der Lebens-
fahigkeit des Embryos nach Manipulationen (Splitting, Einfrieren) bzw. zur Beurteilung der
Qualitat des Kulturmediums an sich. Von weiterem Interesse ist die Beobachtung der ver-
schiedenen entwicklungstechnischen Aspekte des Embryos in einem etablierten In-vitro-
Kultursystem. Die unterschiedlichen Kulturbedingungen manifestieren sich bei unterschied-
lichen Temperaturen (5, 24 bzw. 37 °C) oder in verschiedenen Kulturmedien.

Die Lebensféahigkeit des Embryos kann nach kurzzeitiger Aufbewahrung unterhalb der Kor-
pertemperatur (5 °C, 24 °C) erhalten werden. Diese Methode wird im Rahmen eines Em-
bryotransferprogrammes zwischen Gewinnung und Ubertragung angewendet. Erfolgt die
Lagerung des Embryos bei hdheren Temperaturen (37 °C), so entwickelt sich der Embryo
wéahrend dieser Zeit weiter. Diese Form der Kultivierung ist als einzige geeignet, um die
Lebensféahigkeit des Embryos zu beurteilen (VANDERWALL, 1996). Trotz glnstiger Kulturbe-
dingungen ist es bis heute nicht gelungen, die Erhaltung der Kapsel bzw. deren Entwicklung
unter Kulturbedingungen zu gewahrleisten (HOCHI et al., 1995a).

Ein entscheidendes Kriterium einer erfolgreichen Kultur ist die ausreichende Versorgung mit
Glucose. Wahrend die Glucosekonzentration gegenlber Pyruvat und Laktat wahrend der
ersten Teilungsstadien gering dosiert sein sollte, bendtigt der Embryo wahrend der Blas-
tozystenentstehung und -expansion verhéaltnismaBig groBe Mengen an Glucose (RIEGER,
2001). Der Zusatz von Calcium (Ca?*) hingegen senkt die Blastozystenentwicklung und
beeintrachtigt die embryonale Morphologie (HINRICHS et al., 2007).
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2.7.4.1. Co-Kultivierung

Die Co-Kultivierung ist eine Methode, die in vitro gute Erfolge erzielt. Das Prinzip der Co-
Kultivierung ist der Zusatz nicht-embryonaler Zellen oder Gewebe zum Kulturmedium. So
entwickeln sich Ein- bis Zweizellstadien deutlich besser in Anwesenheit von tubalen Epi-
thelzellen als ohne diese. Allerdings liegt ihre Entwicklungsrate um 1 Tag hinter der von
co-kultivierten Vier- bis Achtzellstadien, von denen mehr Embryonen das Blastozystensta-
dium erreichen. Auffallend ist aber, dass Ein- bis Zweizellstadien eine bessere Qualitat bzw.
einen besseren mitotischen Index als Vier- bis Achtzellstadien haben. Dadurch stellt sich die
Frage, ob Ein- bis Zweizellstadien eine bessere Lebensféahigkeit als Vier- bis Achtzellstadien
haben. Diese liegen in ihrer Entwicklung zwar einen Tag hinter der von in vivo gereiften Em-
bryonen, die Trachtigkeitsraten sind jedoch vergleichbar (BALL et al., 1993a; VANDERWALL,
1996).

Obwohl die Entwicklung und das Uberleben durch Co-Kultur mit Eileitergewebe besser ist
als ohne diese, erfolgt auch hier der Schlupf aus der Zona pellucida via Squeezing bzw. Aus-
dinnen und nachfolgendem Abwurf (FREEMAN et al., 1991a). Letztendlich sind co-kultivierte
Embryonen zwar kleiner und in ihrer Entwicklung etwas hinter der von nicht-kultivierten Em-
bryonen, sie sind jedoch in der Lage, sich nach dem Transfer normal weiterzuentwickeln,
sodass an Tag 30 keinerlei Unterschiede bemerkbar sind (BALL u. MILLER, 1992).

2.7.4.2. Kulturmedien

Da selbst das beste Kulturmedium nicht das Gebarmuttermilieu ersetzen kann, sollte die
Kulturdauer so gering wie mdglich gehalten werden. Das minimale Zubehdr eines Kultur-
systems flr Embryonen ist neben einem geeigneten Medium auch ein Inkubator, der eine
konstante Temperatur sowie eine angemessene Gasatmosphéare aufrecht erhalten kann.
Pferdeembryonen werden normalerweise bei Kérpertemperatur, 5 % CO, und einer ma-
ximalen Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei Verwendung unterschiedlicher Kulturmedien zur In-
vitro-Kultivierung von Pferdeembryonen wurden verschiedene Erfolge erzielt (VANDERWALL,
1996).

B2-Medium Bei Verwendung von B2-Medium mit 15 % hitzeinaktiviertem FCS bei 5 %
CO., maximaler Luftfeuchtigkeit und 38,5 °C konnten bei einer Kulturdauer von <96 Stun-
den Zellteilungen wie in vivo beobachtet werden (BEZARD et al., 1989). In einem Vergleich
zwischen dem B2-Medium und Tissue Culture Medium 199 (TCM-199) stellte sich heraus,
dass das B2-Medium bei In-vitro-Kultivierung von Rinderembryonen zur Entwicklung von
mehr und weiter entwickelten Rinderblastozysten fihrt als die Kultur in TCM-199. Daraus
wird gefolgert, dass das B2-Medium — in Kombination mit BRL (Buffalo Rat Liver) als Co-
Kulturgewebe — fiir das Kultivieren von Rinderblastozysten besser geeignet ist als TCM-199
(FARIN et al., 1996).

76



2. Literaturiibersicht

Tisssue Culture Medium 199 Das Kulturmedium TCM-199, welches mit 10 % hitzeinak-
tiviertem FCS sowie mit einer antibiotisch-antimykotischen Lésung versetzt ist, ist in Bezug
auf das Wachstum von Pferdeembryonen fiir die In-vitro-Kultivierung genauso gut geeignet
wie das Medium Ham's F12. Bei maximaler Luftfeuchtigkeit, 5 % CO- und einer Kultivie-
rung bei 37 °C konnte keine Degeneration der Embryonen festgestellt werden (HOCHI et al.,
1993).

Ham’s F10/Ham’s F12 Sowohl bei Kultivierung in Ham’s F10 als auch in Ham’s F12 entwi-
ckelten sich die Embryonen weiter. Allerdings wurde bei dieser Form der In-vitro-Kultivierung
das Phanomen des Squeezings nicht-expandierter Blastozysten aus der Zona pellucida be-
obachtet. Nach Abwurf der Zona pellucida zusammen mit der Kapsel kann diese nicht nach-
gebildet werden (MCKINNON et al., 1989; HINRICHS et al., 1990).

Durch Kihlung der Embryonen bei 5 °C in Ham’s F10, welches mit 90 % Ns, 5 % 05 sowie
5 % CO, begast sowie mit 10 % FCS, Penicillin und Streptomycin versetzt wurde, konnte
ihre Lebensfahigkeit bis zu 24 Stunden aufrecht erhalten werden. Auf diese Weise kdnnen
Embryonen im Rahmen eines Transferprogrammes zum Ort der Empfangerstute verschickt
werden (CARNEVALE et al., 1987).

2.7.5. Kapselmanipulation

Im Jahre 2000 schlugen LEGRAND et al. die Kapselauflésung als Mittel zur Verbesserung
des Tiefgefrierverfahrens von Blastozysten vor. |hr Ziel war es, durch die enzymatische Auf-
I6sung der Kapsel eine gesteigerte Permeabilitat fir Kryoprotektiva zu erreichen. Dabei stell-
ten sie fest, dass sich das Enzym Trypsin daflr besser eignet als das Enzym Kollagenase.
Wahrend kleine Konzentrationen an Trypsin uneffektiv waren, wirkten gro3e Konzentratio-
nen toxisch auf den Embryo und flhrten zu einer groBen Zahl nekrotischer Zellen. Nach
enzymatischer Entfernung der Kapsel mittels einer 2 %igen Trypsinlésung wurden die 8
Tage alten Blastozysten mit Glyzerin als Kryoprotektivum tiefgefroren. Nach dem Auftaupro-
zess wurden sie nicht-chirurgisch Gbertragen. Dabei konnten erstmalig Trachtigkeiten (6 von
8 bzw. 3 von 11) nach Ubertragung expandierter Blastozysten erreicht werden (LEGRAND
et al., 2000, 2002).

2.7.6. Laserdissektion

Die Lasermikrodissektions-Technik ist eine leistungsfahige Technologie, die die morphologi-
sche und histochemische mit der fortschrittlichen Molekularanalyse kombiniert. Es gibt zwei
Lasermikrodissektionstechniken, die auf unterschiedlichen Prinzipien entwickelt wurden: die
,Laser capture microdissection“ und die ,Laser cutting microdissection“(MURRAY, 2007).
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2.7.6.1. Laser capture microdissection

Dieses System basiert auf einem spiegelverkehrten Breitfeld-Lichtmikroskop. Eine thermo-
plastische Membran, adaptiert an einen Plastikdeckel, Uberdeckt die zu untersuchenden
Zellen. Nach einer kurzen aber starken Erhitzung mittels eines schmalen Laserstrahls wird
ein kleines Plastikgebiet erhitzt. Dabei fokussiert der Infrarotlaser die entsprechenden Zel-
len, die zuvor mikroskopisch identifiziert wurden. Durch diesen Vorgang verschmelzen diese
Zellen mit dem Plastik, sodass nach dem Abkuhlen die thermoplastische Membran zusam-
men mit diesen Zellen vom Plastikdeckel entfernt werden kann. Im Anschluss erfolgt die
Isolation und Analyse der Molekdle. In Abb. 2.8 ist die Methode der Laserassisted Microdiss-
ection dargestellt. In der Regel zeigen weder das Erhitzen noch das Abkiihlen Folgeschaden
fir das Zellmaterial (MURRAY, 2007).

LASER-GESTUTZTE MICRODISSEKTION
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Abb. 2.8.: Die Laserassisted Microdissection kann mit einer Vielzahl von Techniken, wie
z.B. der Genom- oder Transkriptomanalyse, kombiniert werden (modifiziert nach
CHIMGE et al. 2007).

2.7.6.2. Laser cutting microdissection

Das Prinzip dieses Lasers beruht auf einem schmalen, ultravioletten Laserstrahl, der die
entsprechenden Zellen aus den sie umgebenden Geweben herausschneidet und in Sam-
melréhrchen verbringt. Bei dieser Methode erfolgt weder Erhitzung noch Kiihlung, sodass
das Risiko eventueller Schaden durch das Schmelzen und Auflésen des Plastiks nicht be-
steht. Bei diesem System handelt es sich um ein non-contact-System. Daher ist auch jeg-
liche Kontamination durch anderweitige, zum Beispiel an den Geraten vorhandene Zellen
unmaoglich.
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Der Laserstrahldurchmesser dieses Lasers betragt <1 um, wahrend der kleinste Durchmes-
ser des Infrarotlasers 7,5 um betragt. Durch den hier verwendeten kleineren Laserstrahl-
durchmesser ist ein praziseres Arbeiten moglich (MURRAY, 2007).

Die Laser Microdissections-Methode mittels eines UVA-Lasers ermdglicht die selektionierte
Auswabhl individueller Zellen, ohne die benachbarten Zellen zu beschadigen. Besonders die
Gewinnung fetaler Zellen aus maternalen Blutproben ist auf diese Art mdglich und gewéhr-
leistet eine schnelle, temperaturunabhangige, nicht-invasive Pranataldiagnostik. Bei dieser
Laser microdissection and pressure catapulting (LMPC)-Methode handelt es sich um eine
Kombination aus der Herausl6sung der gewlinschten Zelle aus ihrer Umgebung und der an-
schlieBenden Verbringung der Probe in ein Sammelgefal3. Auffallend dabei ist, dass beide
Schritte mit ein und demselben Laser erfolgen (BURGEMEISTER, 2005). In Abb. 2.9 ist die
Methode der LMPC dargestellt.

Molekularbiologische
Analyse

==

oder Kultivierung der
ausgewdhlten Zelle(n)

Abb. 2.9.: Laser microdissection and pressure catapulting (LMPC). Nach Herauslésung der
gewdinschten Zelle aus ihrer Umgebung wird diese in ein Sammelgefaf verbracht
(modifiziert nach BURGEMEISTER 2005).

Die Vorteile der Laserbehandlung gegeniber mechanischen oder chemischen Methoden
sind neben der einfach zu bedienenden Technik sowie der kontrollierbaren, schnellen und
prazisen Durchfihrbarkeit auch das Ausbleiben jeglicher mechanischer, temperaturbeding-
ter oder chemischer Schaden. Allerdings ist bisher nicht klar, inwiefern die Laserstrahlen
eine mutagene Wirkung auf den Embryo haben kénnen. Bisher konnten in der Humanmedi-
zin jedoch keine gesteigerten chromosomalen oder kongenitalen Abnormalitaten festgestellt
werden. Bekannte Nachteile der Verwendung von Laserstrahlen sind zum einen die hohen
Kosten, zum anderen die Unfahigkeit des Laserstrahls, Fragmente und degenerierte Zellen
wahrend der Behandlung zu entfernen (MAKRAKIS et al., 2006). Bisher gibt es jedoch keine
Studien Uber das laserinduzierte Auflésen der Kapsel.
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Abb. 3.1.: Das Bayerische Haupt- und Landgestit Schwaiganger
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3.1. Versuchsibersicht

In der Studie wurden jeweils zehn 7,5 — 9,5 Tage alte Pferdeembryonen mit einem Durch-
messer von 912,41 + 68,22 (310 —2600) um einer der folgenden Behandlungen unterzogen:

1. Kontrollgruppe | (KGl): In-vitro-Kultivierung bei 38,5 °C in TCM-199 fiir 48 Stunden

2. Versuchsgruppe | (VGI): Laserpunktion (2 Punktionen) und anschlieBende In-vitro-
Kultivierung bei 38,5 °C in TCM-199 fiir 48 Stunden

3. Kontrollgruppe II (KGlI): 10minitiges Verbringen in EG und anschlieBende In-vitro-
Kultivierung in TCM-199 bei 38,5 °C fur 48 Stunden

4. Versuchsgruppe Il (VGII): Laserpunktion (1 Punktion), 10minltiges Verbringen in EG
und anschlieBende Kultivierung in TCM-199 bei 38,5 °C fiir 48 Stunden

3.2. Versuchstiere

Abb. 3.2.: Die Versuchsstuten des Haupt- und Landgestits Schwaiganger
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Als Versuchsstuten wurden 17 fertile Warmblutstuten im Alter von 3 — 11 Jahren
(@ 5,7 Jahre) und einem Gewicht von 530 — 630 kg verwendet, die vom Bayerischen Haupt-
und Landgestit Schwaiganger zur Verfligung gestellt wurden. Zu Beginn der Studie wur-
den die Stuten gynékologisch und allgemein klinisch untersucht. Die Entnahme von Uteru-
stupfern ergab keine positiven Befunde. Mit Hilfe einer Uterusbiopsie wurde eine Fertilitats-
prognose erstellt. Die resultierenden Biopsiescores lagen zwischen Kategorie | und [IB/IlI
(Tabelle 3.1).

Tab. 3.1.: In dieser Tabelle ist der Biopsiescore der einzelnen Stuten dargestellt.

Stute | Alter | Biopsiescore
(Jahre)

A1l 8 [1A/B
A2 3 I/11A
A3 7 A
A4 6 I/11A
A5 6 I
D1 3 lla
D2 5 [1B—III
D3 3 1B
D4 3 I—I1A
D5 11 1B
F1 3 A
F2 8 A
Gt 8 1B
G2 5 I
M1 8 lla
St 3 I
S2 7 bl

Die Jungstuten wurden im Offenstall mit automatischer Transponderfiitterung gehalten und
wurden nicht geritten. Die restlichen Stuten wurden unter Stallbedingungen mit individueller
Rationszuteilung gehalten und dienten als Schul- und Turnierpferde. Alle Stuten bekamen
neben Silage auch Hafer bzw. Gerste und Mineralfutter. Wasser stand ad libitum zur Ver-
fgung. Um den Effekt individueller Variabilitdten auszuschlie3en, wurden die Stuten nach
Maoglichkeit fir alle vier Gruppen verwendet.
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3.3. Zyklusmanagement

Die Stuten wurden von Marz bis August 2008 alle drei Tage auf auBBere und innere Ros-
seanzeichen kontrolliert. Nach Feststellung der Rosse erfolgte taglich die sonographische
Untersuchung von Gebarmutter und Eierstdcken. Bei Detektion der typischen, rossebeding-
ten ,radspeichenartigen Strukturen® infolge Odematisierung der Gebarmutterschleimhaut
sowie der Anwesenheit eines dominanten Follikels mit einem Durchmesser von mindestens
35 mm, wurden der Stute 2 ml hCG (Ovogest, Intervet, Unterschlei3heim) mit einer Konzen-
tration von 1500 IE i.v. zur Ovulationsinduktion verabreicht.

3.4. Besamung und Ovulationsdetektion

Zeitgleich mit der hCG-Verabreichung wurden die Stuten mit frischem Samen nachgewie-
senermalfen fertiler Hengste des Haupt- und Landgestiits Schwaiganger kiinstlich besamt.
Dabei wurde eine Besamungsdosis von 600 Millionen vorwartsbeweglichen Spermien ver-
wendet. Fur die kinstliche Besamung wurden Universalbesamungspipetten zur tiefen in-
trauterinen Besamung mit einer Lange von 75 cm verwendet (Firma Minitib, Abflll- und
Labortechnik GmbH und Co. KG, Tiefenbach). Die Besamung wurde bis zur Feststellung
der Ovulation taglich wiederholt. Der Tag der Feststellung eines Corpus luteum wurde als
Tag 0,5 festgelegt (SIROIS et al., 1987b).

3.5. Embryogewinnung

Aufgrund der Feststellung, dass equine Embryonen zwischen 144 und 156 Stunden nach
der Ovulation in den Uterus absteigen (BATTUT et al., 1998) und die Kapselbildung unge-
fahr an Tag 6 beginnt (FLOOD et al., 1982), wurde die Embryogewinnung in dieser Studie
zwischen Tag 7,5 und 9,5 durchgeftihrt (37x Tag 8,5/ 2x Tag 9,5 und 1x Tag 7,5). Die gewon-
nenen Embryonen wurden per Zufall einer der vier Behandlungsgruppen zugeteilt. Dadurch
wurde gewahrleistet, dass in allen 4 Gruppen die gleiche Anzahl an Embryonen und damit
eine vergleichbare GréBe vorhanden war. Das einzige Ausschlusskriterium in dieser Stu-
die waren Embryonen <300 um, da diese bereits in friiheren Studien als einfriertauglich
klassifiziert worden waren.

Vor der Gebarmutterspilung wurde die Stute zunachst rektal und sonographisch auf das
Vorhandensein des am Ovulationstag festgestellten Gelbkdrpers sowie auf weitere Funkti-
onskdrper untersucht. Daraufhin wurde der Anogenitalbereich griindlich gereinigt und desin-
fiziert sowie der Schweif bandagiert, um eine Verunreinigung beim Spulvorgang zu vermei-
den. Nach Vorbereitung der bendétigten Materialien sowie dem Erwédrmen der Spullésung in
einem Heizschrank (Firma Memmert, Schwabach) auf etwa 37 °C begann die eigentliche
Embryogewinnung.
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Unter Verwendung von sterilen Handschuhen (Supersensitive, Firma Jospeh F. Muller, Miin-
chen) und sterilem Gileitgel (Firma Selectavet, Weyarn-Holzolling) flihrte der Operateur den
Katheter des sterilen Schlauchsystems aus Kunststoff (Firma Minitib, Tiefenbach) mit einer
Lange von 1500 mm und einem Durchmesser von 12,5 mm durch die Zervix in den Uterus
ein. Sobald der Katheter im Uteruskdrper positioniert war, wurde der am Katheter befind-
liche Ballon vor der Zervix platziert und mit 100 ml Luft gefdllt. Der Ballon wurde soweit
zurtickgezogen, bis er gut fixiert war, sodass wahrend des Spulvorganges keine Flissigkeit
in die Scheide abflieBen konnte.

Im Anschluss daran wurden je nach Vorbericht der Stute (Maidenstute/Unipaar/Multipaar)
1 —2 Liter einer 37 °C warmen Spillésung (EquiPro + PVA [Polyvinylalkohol] + Antibiotikum;
Firma Minitib, Tiefenbach) durch das Schlauchsystem in den Uterus der Stute instilliert.
Die Flussigkeit wurde fir 3 Minuten im Uterus belassen (Hinrichs, 1990). Nach 3 Minuten
wurde die Spulflissigkeit abgelassen und in einem 1I-Messzylinder aus Glas (Firma Minitub,
Tiefenbach) aufgefangen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Spulfllissigkeit vorsichtig
am Rande des Zylinders entlang lief. Die Uterusspiilung wurde dreimal wiederholt. Vor dem
Ablassen der Spiilflissigkeit im letzten Durchgang wurde der Stute 1ml Oxytocin (Oxytocin,
Firma Albrecht, Aulendorf) i.v. verabreicht. AbschlieBend wurde die Luft aus dem Ballon
abgelassen, der Katheter aus der Gebarmutter entfernt und der Anogenitalbereich der Stute
erneut gereinigt sowie die Schweifbandage entfernt. Die Stute erhielt nach der Spilung 2
ml PGF,, (Dinolytic [Dinoprost], Firma Pfizer, Pharmacia GmbH, Karlsruhe) i.m., um die
Luteolyse des bestehenden Gelbkdrpers auszulésen und so einen neuen Zyklus einzuleiten
(DOUGLAS u. GINTHER, 1972; BROCKSCHMIDT et al., 1985; GINTHER, 1992).

Nach dem letzten Spildurchlauf wurde die Spulflissigkeit mit einem embryodichten
EMCON-Filter (Firma Minitib, Tiefenbach) gefiltert. Es wurden 15 ml (etwa ein Flissig-
keitsspiegel von 1 cm) der Spulflissigkeit im Filter belassen und in eine gerasterte Petri-
schale (Firma Minitlb, Tiefenbach) mit einem Durchmesser von 94 mm verbracht. Der Filter
wurde dann mittels einer mit Sptlmedium geflllten 20 ml-Spritze noch einmal grindlich
durchgespult. AnschlieBend wurde die Spulflissigkeit unter einem Stereomikroskop (Firma
Wild, Vélkermarkt, Osterreich) mit angeschlossenem Heiztisch (Firma Minitlib, Tiefenbach)
maanderférmig auf das Vorhandensein eines Embryos durchgemustert. Der Spllvorgang
ist in Abb. 3.3 dargestellt.

Der gewonnene Embryo wurde wie in Tabelle 2.1 morphologisch beurteilt und anschlief3end
dreimal in Haltemedium (EquiPro Holding Medium: Zwitterion-gepufferte Lésung mit D-
Glucose, Na-Pyruvat, 0,4 % BSA, Aminosauren, Wachstumsfaktoren, Vitaminen sowie An-
tibiotika [Gentamycin und Kanamycin]; Firma Minitlb, Tiefenbach) gewaschen. Das Umset-
zen des Embryos von einer Waschschale zur nachsten erfolgte mittels einer 20 ul-Unopette
(Firma Minitlb, Tiefenbach) bzw. im Falle eines verhaltnismafig groBen Embryos mit Hilfe
einer Pipette (Firma Eppendorf, Hamburg).
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Die Waschschalen (Petrischalen mit einem Durchmesser von 34 mm; Firma Minitlb, Tie-
fenbach) wurden zuvor auf einer an eine Steuereinheit (HT50, Firma Minitlb, Tiefenbach)
angeschlossenen Warmeplatte (180 x 180 x 10 mm, Firma Minittb, Tiefenbach) auf 37 °C
erwarmt. Nach dreifacher Waschung des Embroys wurde dieser in ein mit Holding Medi-
um gefllltes Sammelréhrchen Ubertragen (4 ml; Firma Greiner,Bio-One, Frickenhausen),
welches in ein Transportsystem fir Embryonen (Embryo Transport Kit; Firma Minittb, Tie-
fenbach) platziert wurde. Der Embryo Transport Kit sorgte fir eine konstante Transporttem-
peratur von 37 °C.

Abb. 3.3.: Embryogewinnung. (A) Aufblasen des Ballons, (B) — (D) Spulvorgang, (E) Filtern
der Spulflussigkeit, (F) Petrischale zum Suchen und Waschen des Embryos, (G)
—(H) Aufsuchen des Embryos mit dem Stereomikroskop

3.6. Laserverfahren

3.6.1. Lasertechnik

Bei dem in dieser Studie verwendeten Gerat handelt es sich um einen PALM MicroBeam
Laser der Firma Zeiss (Carl Zeiss AG, Jena). Da dieses Gerat zwei Methoden miteinander
kombiniert, wird diese Technik als ,non-contact Laser microdissection and pressure catapul-
ting (LMPC)“ bezeichnet (Abb. 3.4). Bei der Laser Microdissectionstechnik werden die ge-
winschten Zellen mit Hilfe des UV-A-Laserstrahls durch Ausschneiden von den Ubrigen Zel-
len separiert. Dies ist ein lokal begrenzter Abldsungsprozess mit einem sehr klaren Schnitt
(Lasercutting), bei dem die benachbarten Zellen weder in irgendeiner Form beeinflusst wer-
den noch die Probe verunreinigen kdnnen. Die effektive Laserenergie ist bei diesem Vorgang
nur auf den ausgewahlten Bereich gerichtet.
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Im Anschluss daran kdnnen die ausgeschnittenen Zellen mit Hilfe der Laser Pressure
Catapulting-Technik durch einen Lichtstrahl in die H6he gehoben und in ein Sammelgefal3
transportiert werden. Durch diese Kombinationstechnik kann eine kontaminationsfreie und
behutsame Probenentnahme gewahrleistet werden.

Abb. 3.4.: Das PALM MicroBeam Lasersystem von Zeiss (www.zeiss.de).

3.6.2. Laserbehandlung

Embryonen der VGI und VGII wurden im Embryo Transport Kit (Firma Minittb, Tiefenbach)
vom Bayerischen Haupt- und Landgestut Schwaiganger zum Helmholtz-Zentrum (Deut-
sches Forschungszentrum fir Gesundheit und Umwelt, Miinchen) transportiert. Dort wurde
das Sammelréhrchen mit dem Embryo aus dem Transport Kit herausgenommen und der
Embryo in der Flissigkeit in eine Petrischale (Firma Minitub, Tiefenbach) Gberfihrt. Aus die-
ser wurde der Embryo mit einer Unopette oder einer Pipette (Firma Eppendorf, Hamburg) in
eine spezielle, lasertaugliche Schale (Firma Ibidi, Martinsried) umgesetzt, in der sich etwa 1
ml Holding Medium (EquiPro, Firma Minittb, Tiefenbach) befindet. Diese Laserschale wur-
de unter dem MicroBeam (Firma Carl Zeiss AG, Jena) platziert und der Embryo zunéchst
bei 100facher VergréBerung morphologisch beurteilt, photographiert und gemessen. Dann
wurde die Lasermanipulation des Embryos durchgefihrt, indem der Laser in seiner Positi-
on fixiert und der Embryo innerhalb der Schale in den Laserstrahl geschoben wurde. Die
Kapsel wurde bei 630facher Vergréerung fokussiert, scharfgestellt und photographiert. Mit
einer Apertur von 1, einem durchschnittlichen Focus von 27 sowie einer durchschnittlichen
Energie von 25 uJ (18,5 — 49,4), 15 Pulsen pro Sekunde und einer Dauer von 3 Nanose-
kunden wurden je nach Versuchsgruppe 1 — 2 Locher in die Kapsel des Embryos gelasert.
Dabei musste darauf geachtet werden, dass weder die unter der Kapsel liegenden Tropho-
blastzellen, noch die Zellen der ICM beschadigt wurden. Die Laserbehandlung konnte auf
einem Monitor verfolgt werden. Sobald ein Defekt in der Kapsel zu sehen war, wurde dieser
photographiert und eine erneute Ubersicht des Embryos erstellt.

86



3. Material und Methoden

Der Embryo wurde anschlieBend je nach Versuchsgruppe entweder zurlick in das Sammel-
réhrchen (Firma Greiner, Bio-One, Frickenhausen) umgesetzt (VGIl) und in den Trasport Kit
verbracht (Firma Minittb, Tiefenbach), oder er wurde in seiner Position so verschoben, dass
eine zweite Kapsel6ffnung gelasert werden konnte (VGI).

Nach Beendigung des Laserverfahrens wurde der Embryo vom Helmholtz-Zentrum zur LMU
Munchen transportiert, wo die Kultivierung erfolgte.

In Abb. 3.5 ist das Schema der Laserbehandlung dargestellt.

Laserstrahl

Kapsel /
N

—b Embryo

\

Kapseldefeki]

Abb. 3.5.: Schema der Laserbehandlung. Mit Hilfe des Laserstrahls wird eine Offnung in die
Kapsel gelasert.

3.7. Behandlung mit EG

Die Embryonen der KG Il sowie der VG Il werden im Anschluss an den Transport einer
10mindtigen Behandlung mit EG (1,5 M EG in einer Zwitterion-gepufferten Lésung mit 0,1
M Sucrose, D-Glucose, Na-Pyruvat, 0,4 % BSA, Aminosauren, Wachstumsfaktoren, Vitami-
ne und Antibiotika [Kanamycin und Gentamycin], Firma Minitlb, Tiefenbach) ausgesetzt.
Nachdem das Sammelréhrchen mit dem Embryo aus dem Transport Kit (Firma Minitlb, Tie-
fenbach) herausgenommen wurde, wurde der Embryo zusammen mit dem Holding Medium
(EquiPro, Firma Minitlb, Tiefenbach) in eine Petrischale tberfihrt. Unter einem Mikroskop
(Axiovert, Firma Carl Zeiss AG, Jena) wurde der Embryo morphologisch beurteilt, gemes-
sen und photographiert. Mit einer Unopette (Firma Minitib, Tiefenbach) bzw. einer Pippette
(Firma Eppendorf, Hamburg) wurde der Embryo unter dem Mikroskop (Axiovert, Firma Carl
Zeiss AG, Jena) in eine Petrischale (Firma Minittb, Tiefenbach) mit EG umgesetzt. In diesen
zehn Minuten in EG wurde der Embryo unter dem Fluoreszensmikroskop auf morphologi-
sche Veranderungen Uberprift und jede Minute gemessen und photographiert. Anschlie-
Bend erfolgte die Kultivierung.
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3.8. Kulturverfahren

Die Embryonen aller Behandlungsgruppen wurden im Anschluss an die Gewinnung (KGl),
an das Laserverfahren (VGI und VGII) bzw. an die Behandlung mit EG (KG Il und VG II) far
48 Stunden kultiviert. Einige Embryonen wurden bis zu 72 bzw. 96 Stunden weiterkultiviert.
Nach Entnahme der Embryonen von KGI und VGI aus dem Transport Kit (Firma Minittb,
Tiefenbach), wurden sie in ein Holding Medium (EquiPro; Firma Minitlb, Tiefenbach) in eine
Petrischale Uberflhrt. Unter einem Mikroskop (Axiovert; Firma Carl Zeiss AG, Jena) wurden
die Embryonen morphologisch beurteilt, gemessen und photographiert.

Die Kultivierung aller Embryonen erfolgte jeweils bei 38,5 °C, 5 % CO, und maximaler Luft-
feuchtigkeit.

1. KGI: Der Embryo wurde mit einer Unopette unter einem Stereomikroskop (Firma
Wild, Volkermarkt, (")sterreich) zweimal in einer 4-Well-Schale (Nunc, Firma Roskil-
de, Danemark) im Kulturmedium TCM-199 (100 ml Wasser, 220 mg NaHCOs, 5 mg
Gentamycin-Sulfat, 2,2 mg Na-Pyruvat, 1510 mg Medium 199 Hepes Mod., Firma Sig-
ma Steinheim sowie 10 % FCS Superior, Firma Biochrom, Berlin) gewaschen. Das
Kulturmedium TCM-199, das in Anlehnung an embryonale Kultivierungsversuche von
HOCHI et al. 1993 verwendet wurde, musste nach seiner Anfertigung fir mindestens 4
Stunden im Brutschrank (HeraCell, Firma Heraeus, Hanau) bei 38,5 °C und 5 % CO.
aquilibriert werden, bevor es zur Kultur verwendet werden konnte. Nach dem Waschen
des Embryos folgte eine 15 mindtige Kultur im Inkubator (HeraCell, Firma Heraeus,
Hanau) bei 38,5 °C. Nach den 15 Minuten wurde der Embryo erneut morphologisch
beurteilt, vermessen und photographiert und schlie3lich fir weitere 24 bzw. 48 Stun-
den inkubiert. Nach 24 und 48 Stunden wurden die morphologische Beurteilung, die
Messung der Grée sowie das Photographieren wiederholt.

2. VGI: Nach der Laserpunktion von zwei Kapseldefekten wurde der Embryo zunéchst
wie in KGI im Holding Medium morphologisch beurteilt, gemessen und photographiert.
Nach zweimaligem Waschen in TCM-199 wurde er fir 15 Minuten in TCM-199 im In-
kubator bei 38,5 °C kultiviert. Danach wurde er erneut beurteilt, gemessen und pho-
tographiert. Nach weiteren 24 bzw. 48 Stunden Kultur wurde dieser Prozess jeweils
wiederholt.

3. KGll: Nachdem der Embryo mit EG behandelt wurde, wurde er zweimal in einer 4-Well-
Schale in TCM-199 gewaschen und schlie3lich fir 15 Minuten, 24 und 48 Stunden im
Kulturmedium TCM-199 im Inkubator bei 38,5 °C kultiviert. Dabei wurde er zu jedem
Zeitpunkt morpholgisch beurteilt, gemessen und photographiert.

4. VGII: Nachdem mit Hilfe eines Laserstrahles ein Kapseldefekt induziert wurde, wurde
der Embryo einer 10minltigen EG-Behandlung ausgesetzt.
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Im Anschluss daran wurde der Embryo wie in den Gbrigen Behandlungsgruppen zwei-
mal in TCM-199 gewaschen und schlieBlich fir 15 Minuten, 24 und 48 Stunden im
Inkubator bei 38,5 °C kultiviert. Dabei wurde er jedes Mal morphologisch beurteilt,
gemessen und photographiert.

3.9. DAPI

Nach 48 Stunden Kultur in TCM-199 im Inkubator bei 38,5 °C wurden alle Embryonen fir 15
Minuten mit DAPI (4’,6’-diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid; Firma Roche, Mannheim)
angefarbt. DAPI ist eine membranundurchlassige Fluoreszenzfarbung, die verwendet wird,
um tote Zellen sichtbar zu machen. Diese leuchten unter dem Fluoreszenzlicht blau.

Zur Farbung der Embryonen wurde eine Stammlésung mit 0,1 mg DAPI und 1 ml NaCl
angefertigt. Fir die Arbeitslésung wurden 50 pl der Stammlésung mit 450 il Kulturmedium
(TCM-199) gemischt.

Nachdem der Embryo nach 48 Stunden Kultur in TCM-199 unter dem Fluoreszenzmikro-
skop (Axiovert, Firma Carl Zeiss AG, Jena) morphologisch beurteilt, gemessen und photo-
graphiert wurde, wurde der Farbstoff (Stammlésung) dem Kulturmedium hinzugefiigt. Nach
weiteren 15 Minuten Kultur in dieser Mischung aus TCM-199 und DAPI wurde der ange-
farbte Embryo unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert, Firma Carl Zeiss AG, Jena) bei
450 nm betrachtet. Anhand photographischer Aufnahmen sowie Videomaterial wurde der
prozentuale Anteil fluoreszierender toter Zellen an der Gesamtzellzahl geschatzt.

Einige wenige Embryonen wurden nach 72 bzw. 96 Stunden Kultur erneut mit DAPI ange-
farbt, um Unterschiede zum Fluoreszenzbild nach 48 Stunden zu untersuchen.

3.10. Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms StatView® (Abacus Concepts, Berkley,
CA) ausgewertet. Neben der deskriptiven Statistik kamen der t-Test fir gepaarte Stichpro-
ben (Durchmesser Kapsel und Embryo), die ANOVA zur Faktorenanalyse (Zeit, Behandlung)
und der chi-Quadrat-Test (Reaktion der Embryonen in Abhangigkeit von der Behandlung)
zur Anwendung. Als Signifikanzniveau wurde p <0,05 gewahlt.
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4.1. Embryogewinnung

Nach Verabreichung von hCG erfolgte die Ovulation in den meisten Féllen (69,3 %) inner-
halb der nachsten 36 — 48 Stunden. Bei den lbrigen Stuten (30,7 %) fand die Ovulation
verzogert statt.

Es wurden zwischen zwei und sieben Zyklen pro Stute zur Embryogewinnung genutzt. Ins-
gesamt konnten bei 39 von 79 Spllungen 43 Embryonen (4 Zwillingspaare) gewonnen wer-
den. 40 dieser Embryonen wurden fiir die Studie verwendet. Die Gesamtspulrate lag somit
bei 54,4 %, wobei sie zwischen Marz und Juli 31,1 % und von Juli bis August 85,2 % betrug.
Bei den dreijahrigen Stuten lag die Spulrate im Schnitt bei 60 %, wahrend sie bei den Finf-
bis Achtjahrigen Stuten durchschnittlich bei 39,5 % lag. Die elfjahrige Stute lieferte eine
Spulrate von 71,4 %. Bei den Einzelstuten schwankte die Spllrate zwischen 0 und 100 %.
Die Ergebnisse der einzelnen Stuten sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Die Qualitat der Embryonen wurde anhand des morphologischen Klassifikationssystems
von McKinnon und Squires 1988 (Tabelle 2.1) beurteilt und lag im Schnitt bei einem Score
von LI (I=1II).

Die GréBe der Embryonen lag bei der Gewinnung durchschnittlich bei einem Kapseldurch-
messer von 912,41 + 68,22 (310 —2600) xm und einem Embryodurchmesser von 905,38 +
67,43 (310 — 2600) um. In den unterschiedlichen Behandlungsgruppen konnten zum Zeit-
punkt der Gewinnung folgende Embryonengréf3en gemessen werden:

1. KGI: 778 + 104,66 (310 — 1220) um
2. VGI: 941,25 + 114,94 (522 — 1500) um
3. KGII: 1014 + 201,91 (370 — 2600) um

4. VGII: 923,22 + 84,41 (607 — 1327) um

In Abb. 4.1 sind die Kapsel- und Embryodurchmesser zum Zeitpunkt der Gewinnung darge-
stellt. Die Kapsel- und Embryodurchmesser unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt nicht.
Des Weiteren konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behand-
lungsgruppen festgestellt werden.



4. Ergebnisse

Tab. 4.1.: In dieser Tabelle ist die Embryogewinnungsrate der einzelnen Stuten dargestellt

(n=Anzahl).
Stute | Alter Spulungen Spulrate | Embryonen
gesamt | positiv
(Jahre) | (n) (n) (%) (n)
A1 8 6 3 50,0 4
A2 3 6 2 33,3 2
A3 7 7 2 28,6 2
A4 6 7 3 42,9 3
A5 6 6 2 33,3 2
D1 3 4 2 50,0 2
D2 5 3 1 33,3 1
D3 3 4 2 50,0 2
D4 3 2 2 100,0 2
D5 11 7 5 71,4 5
F1 3 6 5 83,3 5
F2 8 2 0 0,0 0
G1 8 5 2 40,0 3
G2 5 2 0 0,0 0
M1 8 6 5 83,3 6
S 3 3 2 66,7 3
S2 7 4 1 25,0 1
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Abb. 4.1.: Kapsel- und Embryodurchmesser der Behandlungsgruppen zum Zeitpunkt der

Gewinnung.

In Tabelle 4.2 ist ein Uberblick {iber die gewonnenen Embryonen dargestellt.
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Tab. 4.2.: Uberblick (iber die gewonnenen Embryonen.

Embryo | Gruppe | Qualitat | Durchmesser Manipulation Verhalten
bei Gewinnung nach 48 Stunden
(Nr.) (pm)
1 KGI I 750 Kapselruptur
2 KGI I 450 Kapselruptur
3 KGlI I 850 Blastozoelkollaps
4 KGI Il 1200 Wachstum
5 KGI I 310 Kapselruptur
6 KGlI I 910 Blastozoelkollaps
7 KGI I 610 Kapselruptur
8 KGI I 400 Blastozoelkollaps
9 KGI I 1220 Wachstum
10 KGlI I 1080 Wachstum
1 VGI I 780 Laserpunktion Blastozoelkollaps
2 VGl I 522 Laserpunktion Blastozoelkollaps
3 VGI I - Laserpunktion Kapselruptur
4 VGI I 1344 Laserpunktion Blastozoelkollaps
5 VGI I 989 Laserpunktion Kapselruptur
6 VGl I 789 Laserpunktion Blastozoelkollaps
7 VGI I 804 Laserpunktion Blastozoelkollaps
8 VGI I 802 Laserpunktion Blastozoelkollaps
9 VGl I 1500 Laserpunktion Blastozoelkollaps
10 VGl -1l - Laserpunktion Blastozoelkollaps
1 KGlI I 2600 EG Blastozoelkollaps
2 KGll I 510 EG Kapselruptur
3 KGlI I 370 EG Kapselruptur
4 KGlI I 1300 EG Wachstum
5 KGlI I 530 EG Kapselruptur
6 KGll I 820 EG Wachstum
7 KGlI I 910 EG Wachstum
8 KGill I 1300 EG Stagnation
9 KGll I 820 EG Wachstum
10 KGlI I 980 EG Kapselruptur
1 VGl I - Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
2 VGl I 993 Laserpunktion + EG Wachstum
3 VGl I 1187 Laserpunktion + EG Wachstum
4 VGl - 805 Laserpunktion + EG Wachstum
5 VGll I 820 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
6 VGl I 667 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
7 VGl I 1156 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
8 VGl Il 607 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
9 VGl I 1327 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
10 VGl I 747 Laserpunktion + EG | Blastozoelkollaps
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4.2. Durchfiuhrbarkeit der Laserpunktion

Die Dauer der Laserbehandlung lag durschnittlich bei 19,4 + 2,71 (5 — 46) Minuten. Wah-
rend die Dauer bei der VGI mit zwei Laserdefekten im Schnitt bei 22,7 + 3,84 (5 — 46)
Minuten lag, lag sie in der VGII mit einem Laserdefekt bei durchschnittlich 16,1 + 3,71 (5
— 46) Minuten. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen waren nicht signifikant
(p= 0,2324). Embryonen, deren Laserbehandlung langer dauerte, zeigten im Vergleich zu
Embryonen, deren Laserbehandlung kirzer dauerte, keinen Unterschied bezlglich ihres
nachfolgenden Verhaltens. Die durchschnittlich verwendete Energie in VGI lag mit 15 Pul-
sen pro Sekunde, einer Dauer von 3 Nanosekunden und 25 p.J etwas héher als die Energie
in VGII, die bei 15 Pulsen pro Sekunde, einer Dauer von 3 Nanosekunden und nur 18,5 uJ
lag. Der Focus schwankte bei beiden Versuchsgruppen zwischen 26 und 38,9.

Mit Hilfe des Laserstrahles wurden ein bzw. zwei punktuelle Offnungen in die embryonale
Kapsel gelasert. Die Punktion der ersten Offnung gestaltete sich schwieriger bzw. dauerte
langer als diejenige der zweiten Offnung. Die Kapsel wurde mit dem Laser fokussiert und
anschlieBBend dem Laserstrahl ausgesetzt. Die Laserbehandlung wurde solange ausgefihrt,
bis eine durch den entstandenen Kapseldefekt hinausdringende Trophoblastzelle sichtbar
wurde. Dies wurde als Zeichen der erfolgreichen Laserpunktion gewertet und konnte bei
allen Embryonen festgestellt werden. Der Laserverlauf ist in Abb. 4.2 zu sehen.

Abb. 4.2.: Verlauf der Laserpunktion: (A) Ubersicht des Embryos (Embryodurchmesser:
1327um) vor der Laserpunktion, (B) scharfgestellte Kapsel vor der Laserpunkti-
on, (C) geringgradige, laserinduzierte Einstilpung der Kapsel (Pfeil), (D) Kapsel-
defekt (Pfeil) (E) eine Trophoblastzelle (Pfeil) driickt sich durch den Kapseldefekt,
(F) Ubersicht des Embryos nach der Laserpunktion (Pfeil: Kapseldefekt; Embryo-
gréBe: 1327 pm). Balken = 200 um.
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4.3. Reaktionen der Embryonen auf die Manipulationen

4.3.1. Laserpunktion

In den Abb. 4.3 und 4.4 sind die Kapsel- und Embryodurchmesser vor und nach der Laser-
behandlung dargestellt. Die Kapseldurchmesser weisen signifikante Unterschiede auf.
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Abb. 4.3.: Kapseldurchmesser vor und nach der Laserpunktion.
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Abb. 4.4.: Embryodurchmesser vor und nach der Laserpunktion.
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Ein besonderes Phanomen, welches in direktem Zusammenhang mit der Laserpunktion
stand, war das Kollabieren eines Embryos aus VGI. Die Erzeugung des ersten Kapselde-
fektes dieses Embryos dauerte 12 Minuten. Nach weiteren 10 Minuten wurde die Energie
auf 49,4 uJ erhéht. Der zweite Defekt entstand. Daraufhin kollabierte der Embryo innerhalb
von Sekunden. Auffallend hierbei war die innerhalb der Kapsel sichtbare ZellunregelmaBig-
keit der Trophoblasten. Wahrend der folgenden 48 Stunden reexpandierte der Embryo fast
vollstandig. Nach 24 Stunden Kultur waren sowohl Zellverdichtungen als auch die Kapselde-
fekte sichtbar. Dennoch wurde der Anteil fluoreszierender Zellen nach 48 Stunden Kultur auf
nur 10 % geschétzt. Der Verlauf der Entwicklung dieses Embryos nach der Laserbehandlung
ist in Abbildung 4.5 dargestellt.

Abb. 4.5.: Kollabieren eines Embryos infolge der Laserpunktion: (A) Ubersicht vor dem Kol-
labieren (1344 um), (B) kollabierter Embryo mit sichtbarer Zellausstilpung inner-
halb der Kapsel nach der Laserpunktion (1220 xm Kapseldurchmesser, 960 um
Embryodurchmesser), (C) nach 15 Minuten Kultur (1200 ;. Kapseldurchmesser,
900 pm Embryodurchmesser), (D) nach 24 Stunden Kultur (1520 ym Kapsel-
durchmesser, 1500 . Embryodurchmesser), (E) nach 48 Stunden Kultur, der Em-
bryo ist nahezu vollstdndig reexpandiert und weist eine laserinduzierte Zellaus-
stllpung auf (1480 pum Kapseldurchmesser, 1460 um Embryodurchmesser), (F)
DAPI-angefarbter Embryo nach 48 Stunden Kultur (1460 pm Embryodurchmes-
ser). Balken = 200 pm.
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4.3.2. Behandlung der Embryonen mit Ethylenglykol

Die Embryonen der KGII sowie nach Laserpunktion diejenigen der VGII wurden einer 10mi-
ndtigen EG-Behandlung ausgesetzt. Wahrend dieser Behandlung verringerten sich sowohl
der Kapsel- als auch der Embryodurchmesser signifikant. In den Abbildungen 4.6 und 4.7
ist die Reduktion der Konzeptendurchmesser dargestellt.
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Abb. 4.6.: Kapseldurchmesser vor und nach EG-Behandlung.
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Abb. 4.7.: Embryodurchmesser vor und nach EG-Behandlung.
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Nur ein einziger Embryo aus VGII kollabierte wahrend der EG-Behandlung innerhalb der
Kapsel. Dieses Verhalten ist in Abb. 4.8 dargestellt.

Abb. 4.8.: Reaktion eines Embryos aus Versuchsgruppe Il auf die Behandlung mit EG: (A)

Ubersicht des Embryos nach dem Lasern (Embryodurchmesser: 487 m), (B) vor
der EG-Behandlung (Embryodurchmesser: 460 um), (C) nach 2 Minuten in EG
(Embryodurchmesser: 450 um), (D) nach 5 Minuten in EG (Embryodurchmesser:
440 pm), (E) nach 10 Minuten EG (Kapseldurchmesser 430 pm, Embryodurch-
messer 420um), (F) nach 15 Minuten Kultur (Embryodurchmesser: 430 um), (G)
nach 24 Stunden Kultur (Kapseldurchmesser: 490 um, Embryodurchmesser: 440
um), (H) nach 48 Stunden Kultur (Kapseldurchmesser: 480 pm, Embryodurch-
messer: 400 pm). MaBstab = 100 um.

4.4. Embryokultur

Die Zeit zwischen der Gewinnung der Embryonen und dem Beginn der Kultivierung lag im
Schnitt bei 222,4 4+ 9,39 (98 — 330) Minuten. Diese Zeitspanne war bei Embryonen der KGlI
mit durchschnittlich 161,30 4+ 13,46 (98 — 250) Minuten am klrzesten, gefolgt von KGII mit
durchschnittlich 218,10 + 16,4 (135 — 289) Minuten. Da das Laserverfahren mehr Zeit in
Anspruch nahm, lag die Zeitspanne in der VGI bei durchschnittlich 238,50 + 12,44 (195 —
321) Minuten bzw. in der VGII bei durchschnittlich 271,70 + 14,86 (180 — 330) Minuten. Der
Grund flr die langere Zeitdauer in KGII und VGII war die 10minitige EG-Behandlung. Die
zeitlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren signifikant (p <0,0001).

In Abb. 4.9 sind die verschiedenen Zeitspannen der einzelnen Behandlungsgruppen darge-
stellt.
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Abb. 4.9.: Zeitspanne zwischen der Embryogewinnung und dem Kulturbeginn

Die Reaktionen der Embryonen wéahrend einer Kulturdauer von 48 Stunden waren unter-
schiedlich. Grundsatzlich konnten vier verschiedene Verhaltensmuster (Wachstum, Stagna-
tion, Blastozoelkollaps, Kapselruptur) beobachtet werden, die in der Tabelle 4.3 dargestellt
sind. Wahrend nach 24 Stunden Kultur keine signifikanten Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Behandlungsgruppen erkennbar waren (p = 0,0823), anderte sich dies nach 48
Stunden deutlich (p = 0,0381).

Tab. 4.3.: Reaktion der Embryonen auf die Manipulationen (n=Anzahl).

Reaktion Behandlungsgruppen | Gesamt
KGI VGl KGII VGl
(n) (M () (n) (n)
24 Stunden Kultur
Wachstum 10 7 8 6 31
Stagnation 0 0 0 3 3
Blastozoelkollaps | 0 2 2 1 5
Kapselruptur 0 1 0 0 1
10 10 10 10 40
p = 0,0823
48 Stunden Kultur
Wachstum 3 0 4 4 11
Stagnation 0 0 1 0 1
Blastozoelkollaps | 3 8 1 6 18
Kapselruptur 4 2 4 0 10
10 10 10 10 40
p = 0,0381
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4.4.1. Wachstum

Wahrend innerhalb von 24 Stunden Kultur eine deutliche Wachstumstendenz in allen Be-
handlungsgruppen zu verzeichnen war ( KGI: 10 von 10, VGI: 7 von 10, KGlI: 8 von 10, VGII:
6 von 10), wurde bereits nach 24 Stunden sichtbar, dass die KGI bzw. KGlI diesbeziglich
den beiden Versuchsgruppen tendenziell Gberlegen waren. Nach 48 Stunden &nderte sich
diese Wachstumstendenz allerdings sichtlich, sodass lediglich 3 Embryonen aus der KGlI, 4
Embryonen aus KGlIl sowie 4 Embryonen aus VGII eine weitere GréBenzunahme zeigten.
In VGI konnte nach 48 Stunden kein gewachsener Embryo verzeichnet werden.

In Abb. 4.10 ist ein Beispiel fir den Verlauf eines wachsenden Embryos Uber eine Kultur-
dauer von 48 Stunden dargestellt.

Abb. 4.10.: Wachstum eines Embryos: (A) vor der Kultivierung (Kapsel- und Embryodurch-
messer: 960 um), (B) nach 24 Stunden (Kapsel- und Embryodurchmesser: 1560
um), (C) nach 48 Stunden (Kapsel- und Embryodurchmesser: 2160 um), (D)
nach Anfarbung mit DAPI. MaB3stab = 200 pym.

In den Abbildungen 4.11 und 4.12 sind die Kapsel- bzw. Embryonendurchmesser der Be-
handlungsgruppen wahrend der Kulturdauer von 48 Stunden dargestellt.
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Abb. 4.11.: Kapseldurchmesser der Embryonen wahrend der Kultur.
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Abb. 4.12.: Embryodurchmesser wéhrend der Kultur.

In den Abbildungen 4.13, 4.14, 4.15 und 4.16 sind die Kapsel- und Embryodurchmesser der
einzelnen Behandlungsgruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der Kulturdau-
er von 48 Stunden dargestellt.
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Abb. 4.13.: Kapsel- und Embryodurchmesser der KGI wéahrend der 48stiindigen Kultur.
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Abb. 4.14.: Kapsel- und Embryodurchmesser der VGI wahrend der 48stiindigen Kultur.
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Abb. 4.15.: Kapsel- und Embryodurchmesser der KGll wahrend der 48stindigen Kultur.
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Abb. 4.16.: Kapsel- und Embryodurchmesser der VGII wahrend der 48stiindigen Kultur.

Wahrend in den Abbildungen 4.17 und 4.18 das relative Wachstum der Kapseln bzw. Em-
bryonen aller Behandlungsgruppen zwischen dem Zeitpunkt der Gewinnung und einem der
spateren Zeitpunkte (15 Minuten, 24 und 48 Stunden) dargestellt ist, sieht man in den Ab-
bildungen 4.19, 4.20, 4.21 und 4.22 das relative Wachstum der einzelnen Behandlungs-
gruppen. Anhand dieser Abbildungen wird deutlich, dass nach einer Kulturdauer von 48
Stunden signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen beziglich
der Kapsel- und Embryodurchmesser vorhanden waren (p = 0,1176 bzw. p = 0,0672).

Wahrend die Kapseln und Embryonen der KGI zu jedem Zeitpunkt eine positive Wachs-
tumsbilanz aufwiesen, wurden die Kapseln und Embryonen der KGIl nach 48 Stunden wie-
der kleiner. Der Kapseldurchmesser der VGI wies nach 24 bzw. 48 Stunden eine minimal
positive Wachstumsbilanz auf, der Embryodurchmesser hatte jedoch zu jedem Zeitpunkt
eine negative Bilanz und erreichte seine AusgangsgréBe im Laufe der Kulturdauer von 48
Stunden nicht mehr. Das Wachstum der Kapseln bzw. Embryonen von VGlI blieb gering und
wurde nach 48 Stunden wieder kleiner.
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Abb. 4.17.: Relatives Kapselwachstum zwischen dem Zeitpunkt der Gewinnung und 15 Mi-
nuten bzw. 24 und 48 Stunden Kultur.
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Abb. 4.18.: Relatives Embryowachstum zwischen dem Zeitpunkt der Gewinnung und 15 Mi-
nuten bzw. 24 und 48 Stunden Kultur.
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Abb. 4.19.: Relatives Wachstum der KGI
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Abb. 4.20.: Relatives Wachstum der VGI
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Abb. 4.22.: Relatives Wachstum der VGlII
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4.4.2. Blastozoelkollaps

Wahrend die Embryonen der VGI und VGII innerhalb der ersten 24 Stunden Kultivierung
eine deutliche Wachstumstendenz aufwiesen (7 von 10 bzw. 6 von 10), &nderte sich die-
ses Verhalten im weiteren Verlauf sichtlich. Zwischen 24 und 48 Stunden Kultur konnte eine
klare Tendenz zum Blastozoelkollaps (8 von 10 bzw. 6 von 10) verzeichnet werden. Im Ge-
gensatz dazu war dieses Verhalten nur bei 3 von 10 (KGI) bzw. 1 von 10 (KGII) Embryonen
der Kontrollgruppen zu sehen. Die Abbildung 4.23 stellt den zeitlichen Ablauf des Blastozo-
elkollapses dar.

Rl mti

Abb. 4.23.: Blastozoelkollaps wahrend der Kultur: (A) vor der Kultur (1300 um), (B) nach
15 Minuten (Kapsel- und Embryodurchmesser 1300 pm), (C) nach 24 Stun-
den (Kapseldurchmesser 1360 pum, Embryodurchmesser 1260 pm), (D) nach 48
Stunden Kultur (Kapseldurchmesser 1320 pm, Embryodurchmesser 1020 um).
MaBstab = 200 um.

4.4.3. Kapselruptur

Ein weiteres Phanomen, welches vor allem die Embryonen der Kontrollgruppen betraf, war
das Rupturieren der Kapsel. Wahrend nach 24 Stunden Kultur 1 von 10 Embryonen der VGI
eine Kapselruptur aufwies, konnte nach 48 Stunden Kultur bei 4 von 10 Embryonen der KGl,
bei 2 von 10 Embryonen der VGI sowie bei 4 von 10 Embryonen der KGlI eine Kapselruptur
verzeichnet werden. In Abb. 4.24 ist der Verlauf einer Kapselruptur im Laufe der Kultivierung
dargestellt.

Abb. 4.24.: Kapselruptur zwischen 24 und 48 Stunden Kultur: (A) vor der Kultur (Kapsel-und
Embryodurchmesser 600 m), (B) nach 24 Stunden (Kapsel-und Embryodurch-
messer 1080 um), (C) nach 48 Stunden, die Kapsel ist rupturiert (Breite des
Embryos 450 um, Lange des Embryos 650 um), (D) nach Anfarbung mit DAPI.
MafBstab = 200 pm.
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4.4.4. Zellausstilpungen

Eine weitere Eigenschaft der Versuchsgruppen | und Il war das Durchdringen einzelner Tro-
phoblastzellen bzw. ganzer Zellverbdnde durch den laserinduzierten Kapseldefekt. Dieses
Verhalten ist in Abbildung 4.25 zu sehen. Wahrend das Durchdringen ganzer Zellverbande
durch den Kapseldefekt in VGI bei 4 von 10 Embryonen beobachtet werden konnte, waren
dies in VGII bei 7 von 10 Embryonen der Fall. Das Hinausquellen einzelner Trophoblastzel-
len im Zuge der Laserbehandlung konnte bei fast allen Embryonen der Versuchsgruppen
beobachtet werden. Es wurde als Zeichen der erfolgreichen Laserpunktion gewertet.

Abb. 4.25.: Teilausstllpung des Trophoblasten eines Embryos als Folge der Laserpunkti-
on: (A) Ubersicht des Embryos vor der Laserbehandlung (Kapsel- und Embryo-
durchmesser 522 um), (B) scharfgestellte Kapsel, (C) durch den Kapseldefekt
dringende Trophoblastzelle, (D) Ubersicht nach dem Lasern (Kapsel- und Em-
bryodurchmesser 495 um), (E) Kollabieren von Kapsel und Embryo nach 15
Minuten Kultur (Kapseldurchmesser 420 um, Embryodurchmesser 350 um), (F)
kollabierte Kapsel mit sichtbarem Defekt, (G) nach 24 Stunden Kultur (Kapsel-
und Embryodurchmesser 440 um), (H) nach 48 Stunden Kultur (Kapseldurch-
messer 470 um, Embryodurchmesser 430 pm), ein Teil der Zellen ist durch den
laserinduzierten Kapseldefekt hinausgedrungen. Balken = 100 um.
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4. Ergebnisse

4.5. DAPI

In Abbildung 4.26 ist der Anteil fluoreszierender Zellen (in %) nach 48 Stunden Kultur dar-
gestellt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen waren nicht signi-
fikant.
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Abb. 4.26.: Anteil fluoreszierender Zellen nach 48 Stunden Kultur.

In Abb. 4.27 ist der Anteil fluoreszierender Zellen entsprechend dem Verhaltensmuster wéah-
rend der Kulturdauer von 48 Stunden dargestellt. Auch hier sind die Unterschiede nicht signi-
fikant. Allerdings ist die Anzahl der Embryonen pro Gruppe sehr unterschiedlich (n=Anzahl).
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Abb. 4.27.: Anteil fluoreszierender Zellen entsprechend dem Verhalten wéahrend der Kultur-
dauer von 48 Stunden (n=Anzahl).
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Je nach morphologischer Qualitat der Embryonen nach 48 Stunden Kultur konnten verschie-
dene Farbmuster nach Anfarbung mit DAPI festgestellt werden. Diese sind in Abbildung 4.28
dargestellt.

Abb. 4.28.: Unterschiedliche Fluoreszenz bei Embryonen nach Anfarbung mit DAPI: (A)
nach 48 bzw. (B) nach 72 Stunden, (C) Zellausstilpungen nach 48 Stunden,
(D) Embryo ohne Kapsel nach 48 Stunden, (E) Embryo inklusive rupturierter
Kapsel nach 48 Stunden, (F) und (G) kollabierte Embryonen nach 48 Stunden,
(H) Zellausstilpungen nach 48 Stunden Kultur.
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Es ist auffallend, dass bei den meisten Embryonen, die nach der Anfarbung mit DAPI stark
fluoreszierende Zellen aufwiesen, bereits vor der Farbung Zellverdichtungen oder Defekte
in der Kapsel sichtbar waren. Dieses Phanomen ist in Abbildung 4.29 dargestellt.

Abb. 4.29.: Embryonen nach 48 Stunden Kultur vor und nach der Anfarbung mit DAPI.
(A1,A2) vitaler Embryo, (B1, B2) Embryo mit Zellverdichtungen, (C1, C2) Em-
bryo mit rupturierter Kapsel, (D1, D2) kollabierter Embryo, (E1 — H1) Zellver-
dichtungen, die nach Anférbung mit DAPI deutlich fluoreszieren (A2 — H2).
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5. Diskussion

Die Impermeabilitat der Glykoproteinkapsel des equinen Embryos fiir Kryoprotektiva wird
dafar verantwortlich gemacht, dass expandierte equine Blastozysten nicht tiefgefriertauglich
sind. Ein Lésungsvorschlag besteht darin, die Kapsel so zu beeintrachtigen, dass Kryopro-
tektiva in den Embryo eindringen kénnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es demnach, das
Verfahren der Laserpunktion als Methode zu etablieren und die Auswirkung der punktuel-
len, laserinduzierten Offnung der embryonalen Kapsel auf die Vitalitat und Viabilitat acht
Tage alter Pferdeembryonen in vitro zu untersuchen. Des Weiteren sollte geprift werden,
inwiefern sich die Laserpunktion auf das Verhalten des Embryos gegenlber der Expositi-
on mit Ethylenglykol (EG) auswirkt. Das Ergebnis kénnte im gunstigsten Fall als Grundlage
far ein erfolgreiches Tiefgefrierverfahren expandierter Blastozysten dienen. Bislang wurden
jedenfalls keine Studien Uber das laserinduzierte Eréffnen der equinen Glykoproteinkapsel
veroffentlicht.

5.1. Embryogewinnung

Die Uterusspulungen zur Embryogewinnung erfolgten zwischen Marz und August. Die Wahl
des Zeitpunktes (Tag 8,5) liegt einerseits daran, dass firr die Studie Embryonen mit einer
vollstandig ausgebildeten Kapsel benétigt wurden. Andererseits steigt mit zunehmendem
Alter der Embryonen die Wahrscheinlichkeit einer guten Spulrate an (LAGNEAUX u. PALMER,
1991). Da Embryonen jedoch, die > 9 Tage alt sind, anfalliger flir manipulationsbedingte
Schaden sind (MCKINNON u. SQUIRES, 1988b; CARNEVALE et al., 2000b; STouT, 2006),
wurden die Embryonen in dieser Studie an Tag 8,5 gewonnen.

Das dreimalige Wiederholen der Spllung mit jeweils 1 — 2 Litern Spulllésung sowie das
3mindtige Belassen der Spullésung im Uterus erfolgte in Anlehnung an eine Studie von
HINRICHS (1990), in der mit Hilfe dieser Methode die Spulrate zwischen Tag 7 und 11 von
durchschnittlich 55 — 80 % auf bis zu 105 % erhéht werden konnte. Dies liegt daran, dass der
Embryo aufgrund seiner Mobilitat bis zu seiner Fixierung an Tag 16 mit groB3er Wahrschein-
lichkeit im Laufe der 3 Minuten auf die Spulflussigkeit trifft und von dieser aufgenommen
wird (HINRICHS, 1990).

In der Literatur sind unterschiedliche Angaben bezliglich der Spilrate zu finden. Diese rei-
chen bei Spllungen an Tag 8 von 43,5 % (HUDSON u. MCCUE, 2004) bis 82 % (IULIANO
et al., 1985).



5. Diskussion

Wahrend in der vorliegenden Studie zwischen Marz und Juli nur eine Spulrate von 31,1 %
erreicht wurde, betrug sie von Juli bis August 85,3 %. Die Gesamtspulrate von 54,4 % lag
folglich unter der Erfolgsrate, die unter optimalen Bedingungen hatte erzielt werden kén-
nen. Als Ursache flr die in dieser Studie erzielte Spulrate von insgesamt 54,4 % kommen
verschiedene Faktoren wie Jahreszeit, Methode der Uterusspuilung, Alter und Fertilitat der
Stuten sowie die Samenqualitat in Frage.

Die niedrige Spulrate zwischen Marz und Juli kénnte jahreszeitlich bedingt gewesen sein.
Allerdings haben KOT und TISCHNER (1991) héhere Spulraten im Frihjahr erzielt als im
Sommer, sodass saisonale Einflisse als Ursache unwahrscheinlich sind. Als weitere Még-
lichkeit kommt die Methode der Uterussptilung in Betracht. Da diese jedoch wahrend des
gesamten Gewinnungszeitraums unverandert angewandt wurde, scheidet sie ebenfalls als
mogliche Ursache aus.

Far die Studie wurden Stuten im Alter von 3 bis 11 Jahren eingesetzt, die Spulraten zwi-
schen 0 und 100 % erzielten. Entgegen den Angaben im Schrifttum (McCUE et al., 2001)
war jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Spulrate und dem Alter der Stu-
ten zu erkennen. Auch die Fertilitdtsprognose anhand der histologischen Beurteilung von
Uterusbioptaten der Stuten ergab keinen Zusammenhang zwischen dem Ergebnis der his-
tologischen Untersuchung und dem Splerfolg. Dies zeigte sich vor allem an der auffallend
guten Splilrate (71,2 %) einer 11jahrigen Stute mit vergleichsweise schlechtem Biopsiescore
(lb).

Eine entscheidende Rolle fiir die erfolgreiche Befruchtung und somit ein positives Spiiler-
gebnis spielt die Qualitat des Spermas (SQUIRES et al., 2003a). Aufgrund der Tatsache,
dass in dieser Studie frisches Sperma nachgewiesenermaf3en fertiler Hengste einer staatli-
chen Besamungsstation verwendet wurde, gab es zunachst keinen Anlass, dessen Qualitat
in Frage zu stellen. Aufgrund der niedrigen Spulrate wurde der Samen ab Juni vor Insemina-
tion mikroskopisch untersucht und es wurde tatsachlich eine unzureichende Samenqualitét
festgestellt. Nach Reklamation und begleitender Kontrolle wurde schlagartig eine deutliche
Verbesserung sowohl der Spermienqualitét als auch der Spulrate verzeichnet, welche auf
diese Weise von 31,1 auf 85,2 % erhdht werden konnte.

Zum Zeitpunkt der Gewinnung, die in 37 von 40 Féllen an Tag 8,5 sowie einmal an Tag 7,5
und zweimal an Tag 9,5 erfolgte, gab es keine signifikanten GréBenunterschiede zwischen
den Embroyodurchmessern der einzelnen Behandlungsgruppen. Der 7,5 Tage alte Embryo
mit einer GréBe von 667 pum sowie einer der 9,5 Tage alten Embryonen mit 1280 ym wi-
chen nicht wesentlich von der GréBe der 8,5 Tage alten Embryonen ab. Lediglich ein 9,5
Tage alter Embryo wies mit 3200 xm seinem Alter entsprechend den gréBten Durchmesser
aller Embryonen auf. Die GréBendifferenz der Embryonen zum Zeitpunkt der Gewinnung ist
vermutlich auch auf das Zeitintervall zwischen den einzelnen Ovulationskontrollen zuriick-
zufthren.
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Da der Abstand zwischen den Ovulationskontrollen aus organisatorischen Griinden 24 Stun-
den betrug, ergab sich daraus ein maximaler Altersunterschied von 24 Stunden zwischen
den Embryonen. Da ein Zellteilungszyklus in diesem Entwicklungsstadium etwa 6 Stunden
dauert (COLCHEN et al., 2000), ist folglich je nach Ovulationszeitpunkt eine GréBendifferenz
von vier Zellteilungszyklen zwischen den Embryonen mdglich. Die Mehrzahl der Embryonen
hat zu diesem Zeitpunkt etwa eine GréB8e von 400 — 1000 zm (SQUIRES et al., 2003a).

In Studien des GréBenwachstums der Embryonen wurde beobachtet, dass sich die GréBe
der Embryonen in diesem Zeitraum taglich nahezu verdoppelt. So hat ein Embryo, des-
sen GrdBe an Tag sechs 200 um betragt, an Tag sieben eine GréBe von 380 um sowie
an Tag acht eine Gré3e von 780 um (GINTHER, 1992). Allerdings gibt es eine erhebliche
GréBendifferenz zwischen ,gleichaltrigen® Embryonen zum Zeitpunkt der Gewinnung, so-
dass es selbst bei stindlicher Ovulationskontrolle nicht mdglich gewesen wére, eine auf die
GréBe bezogen homogene Embryonengruppe zu erhalten. Dies liegt daran, dass das Zei-
tintervall zwischen Ovulation und Befruchtung sowie die Entwicklungsgeschwindigkeit der
Embryonen individuell verschieden ist (COLCHEN et al., 2000). In Anlehnung an SIROIS et
al. (1987) wurde aufgrund dieses 24stindigen Zeitintervalls der Tag der Ovulationsdetektion
als Tag 0,5 bezeichnet, die acht Tage spater erfolgte Gewinnung der Embryonen folglich als
Tag 8,5.

Im Rahmen dieser Studie war die GréBendifferenz der Embryonen ein gewiinschter Aspekt,
um die Durchflhrbarkeit der Laserbehandlung bei unterschiedlich groBen Embryonen zu
testen. Aufgrund der unterschiedlichen Embryodurchmesser sowie der altersabh&ngig un-
terschiedlichen Kapseldicke war es mdéglich, die Behandlungen unter verschiedenen Be-
dingungen durchzufihren und die entsprechenden Reaktionen und Verhaltensweisen zu
untersuchen. Dadurch konnte die Laserpunktionstechnik fir ein breiteres Feld an Embryo-
nengréBen und Kapseldicken etabliert werden. Als einziges Ausschlusskriterium flr diese
Studie galten Embryonen <300 um ohne Kapsel, da diese bereits erfolgreich tiefgefroren
werden konnten. Dies steht im Gegensatz zu Embryonen mit einer Gré3e von >300 um,
bei denen bislang - vermutlich aufgrund der Glykoproteinkapsel - keine erfolgreichen Tief-
gefrierversuche verzeichnet werden konnten

5.2. Laserpunktion

Um die vermutete Impermeabilitat der Kapsel gegentber Tiefgefrierschutzmitteln aufheben
zu kénnen, muss die Kapsel so beeintrachtigt werden, dass das Eindringen von Kryoprotek-
tiva moglich wird. LEGRAND et al. (2000) schlugen die enzymatische Auflésung der Kapsel
zur Verbesserung des Tiefgefrierverfahrens von Blastozysten vor. Ihr Ziel war es, durch die
enzymatische Auflésung der Kapsel eine gesteigerte Permeabilitét fir Kryoprotektiva zu
erreichen. Dabei stellte sich heraus, dass sich das Enzym Trypsin besser eignet als Kolla-
genase.
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Wahrend kleine Konzentrationen an Trypsin uneffektiv waren, wirkten gro3e Konzentratio-
nen wiederum toxisch auf den Embryo und fihrten zu einer groBen Zahl nekrotischer Zellen.
Nach enzymatischer Entfernung der Kapsel mit einer 2 %igen Trypsinlésung wurden die 8
Tage alten Blastozysten mit Glyzerin tiefgefroren und nach dem Auftauen Ubertragen. Dabei
konnten erstmalig Trachtigkeiten nach Ubertragung expandierter Blastozysten erzielt wer-
den (LEGRAND et al., 2000, 2002). Diese Ergebnisse konnten allerdings im Jahre 2002 nicht
bestatigt werden (MACLELLAN et al., 2002). Ursache hierflir ist vermutlich, dass durch die
Entfernung der Kapsel deren Schutzfunktion aufgeldst und damit die Uberlebensfahigkeit
der Embryonen in vivo reduziert wurde. Die Kapsel sollte folglich nicht ganz entfernt, son-
dern lediglich in ihrer Permeabilitat verandert werden. Zu diesem Zweck wére die Anwen-
dung der Laserpunktion theoretisch geeignet, da die Kapsel nicht entfernt, sondern lediglich
punktuell eréffnet wird.

Die Vorteile der Laserbehandlung gegeniiber mechanischen oder chemischen Methoden
sind neben der einfachen Technik sowie der kontrollierbaren, schnellen und prazisen Durch-
fihrbarkeit auch das Ausbleiben mechanischer, temperaturbedingter oder chemischer Scha-
den bei korrekter Anwendung. Allerdings ist bisher nicht klar, inwiefern die Laserstrahlen
eine mutagene Wirkung auf den Embryo haben kénnen. Bisher konnten in der Humanmedi-
zin jedoch keine gesteigerten chromosomalen oder kongenitalen Abnormalitaten festgestellt
werden (MAKRAKIS et al., 2006).

Das Ziel der Laserpunktion zweier Kapseldefekte in Versuchsgruppe | (VGI) war herauszu-
finden, inwieweit die Embryonen das Verfahren der Laserpunktion Gberleben und wie sie
sich wahrend einer anschlieBenden Kulturdauer von 48 Stunden verhalten. Die Wahl zweier
Punktionsdefekte beruhte auf der Tatsache, dass in jedem Fall die Erzeugung zumindest
eines Defekis sichergestellt werden sollte. Nachdem dies gewéhrleistet werden konnte und
die Embryonen der VGl die Laserpunktion Uberlebten, sollte in VGII mit nur einem Kapselde-
fekt herausgefunden werden, inwieweit sich das Verhalten unbehandelter Embryonen in EG
vom Verhalten der Embryonen mit einem Kapseldefekt unterscheidet. Au3erdem war von
Interesse herauszufinden, ob sich die Anzahl an Defekten auf die Reaktion der Embryonen
auswirkt.

Die in dieser Studie angewendete Technik der punktuellen, laserinduzierten Kapseleroff-
nung konnte erfolgreich etabliert werden. Nach Scharfstellung der Kapsel war es méglich,
ein bzw. zwei Laserdefekte in der Kapsel zu erzeugen. Die erfolgreiche Durchfihrung der La-
serpunktion wurde anhand extrudierender Trophoblastzellen festgestellt. Die Beobachtung
von BOUSQUET et al. (1987), dass die Kapsel bei Vorhandensein eines kleinen Defek-
tes schnell rei3t und dazu neigt, sich an den Enden einzurollen, konnte hier nicht bestéatigt
werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Laserpunktion im Vergleich zu anderen me-
chanischen Verfahren schonender fiir die Kapsel ist.
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In dieser Studie wurde in der Regel eine Energie zwischen 18,5 — 25 uJ, 15 Pulsen pro
Sekunde und einer Dauer von 3 Nanosekunden verwendet. Die Embryonen blieben dabei
unverletzt. Bei einem Embryo aus VGI jedoch konnte kein Kapseldefekt induziert werden,
bis die Energie auf 49,4 nJ erhéht wurde. Daraufhin kollabierte der Embryo innerhalb von
Sekunden. Dies deutet darauf hin, dass eine zu hohe Energie schadlich fir den Embryo ist.

Das Zeitfenster der Laserbehandlung (5 — 46 Minuten) war relativ breit. Das liegt daran, dass
bei sehr groBen Embryonen (>1300 um) eine exakte Scharfstellung der Kapsel kaum mdg-
lich war. Dementsprechend langer dauerte das Fokussieren der Kapsel. Ein weiterer Grund
fur die lange Dauer der Laserbehandlung ist méglicherweise die Dicke der Kapsel. Obwonhl
die meisten Embryonen an Tag 8,5 gewonnen wurden, war aufgrund des Zeitintervalles von
24 Stunden zwischen zwei Ovulationskontrollen ein Altersunterschied von 24 Stunden (4
Zellteilungszyklen) méglich. Dementsprechend sind Unterschiede hinsichtlich ihrer Kapsel-
dicke vorstellbar. Sogar zwischen den Versuchsgruppen konnte eine unterschiedliche Dauer
der Laserpunktion verzeichnet werden. Wahrend die Induktion zweier Kapseldefekte in VGI
durchschnittlich 23 Minuten dauerte, betrug die Zeitspanne in VGII mit nur einem Kapsel-
defekt lediglich 16 Minuten. Ein weiterer Faktor, der die Laserdauer in VGI beeinflusste, war
die Tatsache, dass die Erzeugung des ersten Defektes langer dauerte als die des Zweiten.
Die Ursache hierfir ist unklar.

5.3. Reaktion der Embryonen auf die Manipulationen

5.3.1. Laserpunktion

In der Humanmedizin und auch bei Rindereizellen wurden Laserverfahren bereits zur Ex-
traktion des Polkdérpers fur die Prafertilisationsdiagnostik eingesetzt. Dabei kam es zum Kol-
labieren des Polkorpers bzw. zur Degeneration derjenigen Eizellen, deren Membran vermut-
lich vom Laserstrahl getroffen wurden (CLEMENT-SENGEWALD et al., 2002). Folglich besteht
auch bei der Laserbehandlung equiner Embryonen die Gefahr, dass der Laserstrahl nicht
nur die Kapsel, sondern auch die eng darunter liegenden Trophoblastzellen trifft und die-
se verletzt. Ein wesentlicher Faktor, der dabei beachtet werden sollte, ist die verwendete
Energie des Laserstrahls. Nachdem bei einem Embryo der VGI die in dieser Studie in der
Regel verwendete Energie von 25 pJ nicht ausreichte, wurde sie bis auf 49,4 nJ erhéht.
Der Embryo kollabierte daraufhin innerhalb von Sekunden. Die Ursache dieses Verhaltens
kénnte sein, dass die Energie letztlich zu hoch war. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass der
Laserstrahl nicht nur die Kapsel, sondern auch die eng darunter liegenden Trophoblastzellen
getroffen hat, sodass der Embryo kollabierte. Betrachtet man die Bilder dieses Embryos, so
wird diese Vermutung aufgrund von 6rtlich begrenzten UnregelméBigkeiten des Trophoblas-
ten bekraftigt. Das Reexpandieren dieses Embryos innerhalb von 24 Stunden Kultur zeigt
jedoch, dass er trotz des Laserdefekts vital geblieben war.
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Eine weitere Reaktion der Embryonen auf den Laserstrahl war das Extrudieren einzelner
Trophoblastzellen durch den Kapseldefekt. Die Ursache fiir dieses Phanomen ist vermutlich,
dass der Embryo unter enormem Druck steht. Folglich werden die Trophoblastzellen durch
den laserinduzierten Kapseldefekt férmlich hinausgepresst. Das Extrudieren einzelner Tro-
phoblastzellen direkt im Anschluss an das Laserverfahren konnte bei allen Embryonen im
Zuge der Laserpunktion beobachtet werden.

Zwischen der Laserpunktion und dem Beginn der Embryokultur konnte eine signifikante Re-
duktion der Kapseldurchmesser der Konzepten beobachtet werden. Als Ursachen hierfir
kommen das mehrmalige Pipettieren der Embryonen, die Lichtexposition wahrend der La-
serbehandlung sowie die Laserbehandlung selbst oder auch Temperaturschwankungen im
Verlauf der Manipulation in Frage. Da sich die Embryonen im weiteren Kulturverlauf jedoch
erholen, scheinen diese Faktoren keinen unmittelbar schadigenden Einfluss zu besitzen.

5.3.2. Behandlung der Embryonen mit Ethylenglykol

Mit Hilfe der EG-Behandlung sollte untersucht werden, ob das Kryoprotektivum als Folge
des laserinduzierten Kapseldefektes das Schrumpfen der Embryonen wie bei kleineren Em-
bryonen ohne Kapsel auslésen kann. Das Schrumpfen der Embryonen erfolgt dadurch, dass
das hypertone Kryoprotektivum den Zellen das intrazellular vorhandene Wasser in Richtung
der hdheren, extrazellularen Molekllkonzentration entzieht, um ein osmotisches Gleichge-
wicht zu erhalten. Es sollte auch untersucht werden, ob das hypertone Kryoprotektivum (EG)
anschlieBend durch den Kapseldefekt in den Embryo eindringen kann. Durch das Eindrin-
gen von EG und den nachfolgenden Wassereinstrom in die Embryonalzellen reexpandiert
der Konzeptus wieder bis auf nahezu seine Ausgangsgréf3e. Durch diesen Vorgang soll die
den Embryo schadigende Bildung intrazelluléarer Eiskristalle verhindert werden (HOCHI et al.,
1995b).

Die Entscheidung zur Verwendung von EG in dieser Studie wurde in Anlehnung an erfolg-
reiche Tiefgefrierversuche friher Blastozysten (HOCHI et al., 1996; HOCHI, 1998, 2003)
getroffen. HOCHI et al. (1996) zeigten, dass friihe Blastozysten (ohne Kapsel) auf die EG-
Behandlung mit Schrumpfen reagieren und anschlie3end wieder reexpandieren. Daher ha-
ben wir ein ahnliches Verhalten bei den Embryonen aus VGII erwartet. Im Gegensatz dazu
wurde dieses Verhalten bei Embryonen aus KGll nicht erwartet, da bei diesen das Eindrin-
gen des Kryoprotektivums geman friiherer Studien durch die Glykoproteinkapsel beeintrach-
tigtist (HOCHI et al., 1995b). Die Tatsache, dass EG nicht nur schneller in frihe Blastozysten
eindringt als Glyzerin (PFAFF et al., 1993), sondern es sich auch besser zum Tiefgefrieren
unreifer Cumulus-Oozyten-Komplexe eignet als Glyzerin (HOCHI et al., 1994c), bekraftigte
die Entscheidung fir EG als Kryoprotektivum. Auch bei Rindern und Schafen konnten mit
EG bereits bessere Ergebnisse als mit Glycerin erzielt werden (SONGSASEN et al., 1995;
VOELKEL u. Hu, 1992).
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Wahrend der zehnminitigen EG-Behandlung konnte bei den Embryonen aus VG| eine lang-
sam erfolgende, signifikante GréBenreduktion der Kapsel- und Embryodurchmesser festge-
stellt werden. Allerdings kam es nicht zu dem von HOCHI et al. (1994) beschriebenen Pha-
nomen des Schrumpfens kleiner Embryonen ohne Kapsel auf 40 — 60 % des Ursprungsvo-
lumens innerhalb der ersten Minute bei Verwendung von Glyzerin als Kryoprotektivum. Auch
die Reexpansion der Embryonen blieb aus. Dieses Verhalten wurde ebenfalls von HOCHI et
al. (1994) fur Embryonen mit einer GréBe zwischen 498 — 980 um bei Verwendung von Gly-
zerin beschrieben und auf das Vorhandensein der Kapsel bezogen (HOCHI et al., 1994d).
Diese Theorie wurde allerdings immer wieder in Frage gestellt, da die Kapsel selbst fur
grof3e neutrale Molekule wie zum Beispiel Wasser durchléssig ist, sodass selbst bei expan-
dierten Blastozyten mit einer Kapsel der Wasserausstrom méglich sein misste (GUILLOMOT
u. BETTERIDGE, 1984). Der erwartete Effekt des laserinduzierten Schrumpfens der Blasto-
zyste mit anschlieBender Reexpansion konnte jedoch selbst in VGII mit einem laserindu-
zierten Kapseldefekt nicht beobachtet werden. Hierfir kommen verschiedene Ursachen in
Betracht.

Maoglicherweise war die EG-Konzentration von 1,5 M zu niedrig, um den Wasserentzug und
somit das Schrumpfen des Embryos zu erzeugen. Da in friiherer Studien bei humanen, mu-
rinen sowie bovinen Embryonen jedoch diese Konzentration erfolgreich verwendet werden
konnte, ist dies als Ursache auszuschlieBen (EMILIANI et al., 2000; CHI et al., 2002; Lim
et al., 2008).

Ebenso ist es denkbar, dass eine Inkubationszeit von zehn Minuten in EG zu kurz fur das
Eindringen des Kryoprotektivums durch den kleinen Kapseldefekt bemessen war, sodass
weder das Schrumpfen noch die Reexpansion mdéglich war. Diese Hypothese misste in
weiteren Versuchen Gberpruft werden.

Eine weitere mdgliche Erklarung fir das Ausbleiben des Schrumpfens bzw. der Reexpansion
ist die Tatsache, dass die Permeabilitat von Pferdeembryonen gegeniber Ethylenglykol im
Vergleich zu derjenigen von Rinderembryonen deutlich geringer ist (HOCHI et al., 1994b).
AuBerdem tritt die Undurchlassigkeit der Embryonen gegeniber Kryoprotektiva zu einem
Zeitpunkt auf, an dem auch die Bildung des Endoderms bereits begonnen hat, welches
innerhalb des Ektoderms, also der Trophoblastzellen, liegt und das Blastozoel auskleidet.
Aufgrund dieses Umstandes ist es mdglich, dass nicht die Kapsel, sondern vielmehr das
Endoderm flr den erhéhten Widerstand gegen den Wasserausstrom bzw. das Eindringen
von EG in den Embryo verantwortlich ist (GUILLOMOT u. BETTERIDGE, 1984; ENDERS et al.,
1993; WAELCHLI u. BETTERIDGE, 1996; STOUT, 2006; BETTERIDGE, 2007; CREWS et al.,
2007). Das Vorhandensein der bilamindren embryonalen Dottersackwand kénnte folglich
Einfluss auf den Wassertransport durch die Epithelien und somit sowohl auf das Wachstum
des Embryos, als auch auf dessen Tiefgefriertauglichkeit haben (CREWS et al., 2007).
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Da die laserinduzierte Offnung der Kapsel bei Embryonen aus VGII keine nennenswerten
Veranderungen nach sich gezogen hat, wéare es denkbar, dass die Ursache flr das embryo-
nale Verhalten das Vorhandensein des Endoderms ist. Es ist allerdings auch mdéglich, dass
ein einzelner laserinduzierter Kapseldefekt nicht ausreichend ist, um die Permeabilitat der
Kapsel gegenuber Ethylenglykol zu verédndern, sodass ein sichtbarer Effekt ausbleibt.

Um sicherzugehen, ob das EG in den Embryo gelangt ist oder nicht, miissten die Embryo-
nen in weiteren Versuchen nach der EG-Behandlung auf das intrazellulare Vorhandensein
von EG untersucht werden.

In Kombination mit der Laserpunktion sollte die Untersuchung der Kinetik von EG eine Ant-
wort auf die Frage bringen, ob wirklich die Kapsel fir die reduzierte Tiefgefriertauglichkeit
expandierter Blastozysten verantwortlich ist. Des Weiteren sollten verschiedene Inkubati-
onszeiten getestet sowie der Effekt einer unterschiedlichen Anzahl an Kapseldefekten auf
die Reaktion mit EG Uberprift werden.

5.4. Embryokultur

Da es bis heute kein geeignetes Kultursystem flir Pferdeembryonen gibt, ist das Kultivieren
von Pferdeembryonen Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bislang nicht die Methode der
Wahl zur Lagerung von Embryonen. Die im Rahmen von Embryotransferprogrammen be-
vorzugte einfache und unschéadliche Lagerung, um die Embryonen mdglichst schnell vom
Ort der Gewinnung zum Ort der Ubertragung zu bringen, ist die Kiihllagerung bei 5 °C.
Prinzipiell sollten Embryonen so schnell wie méglich nach der Gewinnung bzw. nach dem
Auftauen Gbertragen werden.

Die Kultivierung von Embryonen kann jedoch als Qualitdtsmarker fir die Lebensfahigkeit der
Embryonen verwendet werden (HOCHI et al., 1994b; VANDERWALL, 1996; HOCHI, 2003).

In der vorliegenden Studie waren die meisten Embryonen nach 24 Stunden Kultur noch
vital und es war eine deutliche Wachstumstendenz in allen Gruppen zu erkennen. Die Un-
terschiede zwischen den Gruppen waren zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant. Nach 48
Stunden ergaben sich allerdings signifikante Unterschiede im Verhalten der Embryonen zwi-
schen den verschiedenen Behandlungsgruppen. Embryonen aus VGI und VGIl wurden nach
48 Stunden Kultur wieder kleiner und ihre morphologische Qualitdt nahm ab. Die Vermutung,
dass dieses Verhalten an einer unzureichenden Nahrstoffversorgung in vitro liegt kann mit
groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da in diesem Falle auch die Embryonen
der Kontrollgruppen ein &hnliches Verhalten zeigen missten.
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5. Diskussion

Des Weiteren nahmen sowohl die Laser- als auch die EG-Behandlung Einfluss auf das
Verhalten und die Vitalitdt der Embryonen in Kultur. Bei der Kombination von Laser- und
Ethylenglykolbehandlung (VGlI) reagierten die Embryonen mit einer Wachstums- und Vita-
litdtsreduktion. Im Vergleich dazu wurde das Wachstum der Embryonen aus VGI weniger
beeintrachtigt. Embryonen aus KGll (EG) wiesen zwar eine deutliche Wachstumstendenz
auf, Embryonen aus KGI zeigten jedoch das gréBte Wachstum. Diese unterschiedlichen
Verhaltensweisen verdeutlichen, dass sowohl die Laser- als auch die EG-Behandlung einen
negativen Einfluss auf das Wachstum der Embryonen hat. Die Kombination beider Behand-
lungen verstarkt diesen Effekt, sodass die Ergebnisse der Embryonen aus VGll in Bezug
auf das Wachstum und die Vitalitat vergleichsweise schlecht ausfielen.

Betrachtet man das relative Wachstum, so féllt auf, dass die Kapseln und Embryonen der
KGI wahrend der gesamten Kulturdauer stetig wachsen. Wahrend die Embryonen der VGI
die bei der Gewinnung vorhandene GréBe im Laufe der Kultur nicht mehr erreichen, tberstei-
gen die Kapseln die AusgangsgréBe minimal. Die Embryonen sind durchschnittlich immer
etwas kleiner als die Kapseln. Bei den Embryonen der KGll, deren Kapseln und Embryo-
nen zu jedem Zeitpunkt eine positive Wachstumsbilanz aufweisen, werden die Kapseln und
Embryonen nach 48 Stunden wieder kleiner. Dies liegt daran, dass gerade die am starksten
wachsenden Embryonen die Kapsel bereits vor diesem Zeitpunkt sprengten und daher nicht
mehr vermessen werden konnten. Auch in VGII verhélt es sich so, dass die Embryonen stets
etwas kleiner sind als die Kapseln. Die Wachstumsbilanz ist hier nach 24 bzw. 48 Stunden
positiv, allerdings wird der Embryo nach 48 Stunden wieder kleiner.

Anhand des relativen Wachstums wird deutlich, dass unbehandelte Embryonen (KGI) das
beste Wachstum aufweisen. Ein etwas geringeres Wachstum zeigen die Embryonen aus
KGll, nachdem sie einer zehnminitigen EG-Behandlung unterzogen worden waren. Wéah-
rend die Embryonen aus VGII immerhin ein geringgradiges Wachstum aufwiesen, war die
Wachstumsbilanz der Embryonen aus VGI zu jedem Zeitpunkt negativ.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die Laserbehandlung einen nachteiligen Ein-
fluss auf die Wachstumsbilanz der Embryonen hat. Wahrend die Induktion nur eines Laser-
defektes eine minimal positive Wachstumsbilanz ermdglicht, ist das Wachstum nach Induk-
tion zweier Kapseldefekte nur geringgradig moéglich. Das Blastozoel kollabiert. Insgesamt
zeigten drei Embryonen aus VGII nach 24 Stunden eine Stagnation des Wachstums. Zwei
dieser Embryonen kollabierten nach 48 Stunden Kultur, wahrend einer dieser Embryonen
weiterwuchs. Ein Embryo aus KGll, der bereits nach 24 Stunden kollabiert war, stagnierte
nach 48 Stunden. Dies kdnnte daran liegen, dass dieser Embryo wahrend des Transpor-
tes oder der Manipulation einen Schaden erlitten hat. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass der
Embryo bereits zum Zeitpunkt der Gewinnung eine schlechtere Qualitat aufgewiesen hat,
welche zu diesem Zeitpunkt mikroskopisch jedoch nicht sichtbar war.
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5. Diskussion

Fast die Halfte der Embryonen aus den Kontrollgruppen zeigten nach 48 Stunden Kultur
eine deutliche Tendenz zur Kapselruptur. Das Auftreten dieses Phdnomens konnte bereits
1995 von HOCHI et al. beobachtet werden (HOCHI et al., 1995b). Allerdings erfolgte die
Kapselruptur in diesem Zusammenhang nach Vitrifikation der Embryonen, sodass ein di-
rekter Vergleich der Beobachtungen mit denjenigen der vorliegenden Studie nicht méglich
ist.

Die Kapselruptur wahrend der Kultur von 48 Stunden ist vermutlich auf das enorme Gré3en-
wachstum der Embryonen innerhalb kiirzester Zeit und dem dadurch entstehenden Uber-
druck zurtickzufiihren, dem die Kapsel nicht standhalten kann und rupturiert. Der Grund fir
dieses Verhalten kénnte der in vitro fehlende Gegendruck der Uteruswand auf die Kapsel
sein.

DarUber hinaus ist das Fehlen von fir das Kapselwachstum wichtigen Néhrstoffen in vitro
daflrr verantwortlich, dass die Kapsel nicht im ausreichenden Maf3 gebildet wird. In vivo wer-
den die Glykoproteine der Kapsel vor allem von den Trophoblastzellen gebildet, wobei eine
Beteiligung des Endometriums nicht ganz auszuschlieBen ist. Insofern wéare es maoglich,
dass das Wachstum der Kapsel aufgrund der mangelnden Kulturbedingungen in vitro nega-
tiv beeintrachtigt wird, sodass sie dem Druck des Embryos nicht mehr standhalten kann und
rupturiert. Da der Embryo innerhalb kiirzester Zeit enorm an GréBe zunimmt, muss auch
die Kapsel in der Lage sein, sich zu dehnen bzw. zu wachsen. Die Tatsache, dass die Kap-
sel in vivo im Laufe der Zeit nicht nur gréBer, sondern auch dicker wird, spricht eher fiir ein
Wachstum als fir eine Dehnung der Kapsel. In vivo wird die Kapsel bis Tag 22 nach und nach
dinner, bis sie schlieB3lich ganz verschwindet. Das Phanomen der Kapselruptur ist also spe-
zifisch far in vitro kultivierte Embryonen. Bei diesem Vorgang bleiben die Embryonen in der
Regel nicht intakt, sondern rupturieren ebenfalls und verlieren ihre Blastozystenflissigkeit.
Der dadurch in sich zusammenfallende Embryo erscheint wie eine kompakte Zellmasse.

Ein weiteres Phanomen der in-vitro-Kultur ist das Schliiipfen der Embryonen aus der Kapsel,
bei der die Form des Embryos sowie die Blastozystenflissigkeit erhalten bleibt. Wahrend
das Extrudieren einzelner Trophoblastzellen bei allen gelaserten Embryonen direkt nach
der Laserbehandlung beobachtet werden konnte, waren es nur vier von zehn Embryonen
in VGI bzw. sieben von zehn Embryonen in VGII, bei denen es wahrend einer Kulturdauer
von 48 Stunden zum Herausdringen ganzer Zellverbédnde kam. Dieses Verhalten konnte
bereits im Jahre 1994 von HOCHI et al. bei der Kultivierung von Embryonen beobachtet
werden und wurde als Squeezing bezeichnet. Damit wurde der Verlust der Zona pellucida
in vitro definiert, bei dem sich die friihe Blastozyste (ohne Kapsel) durch ein kleines Loch
in der Zona pellucida hinausdriickt. Dieses Verhalten konnte bislang nur in vitro beobachtet
werden (MCKINNON et al., 1989; HINRICHS et al., 1990; HOCHI et al., 1993; STOUT, 2006).
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5. Diskussion

An Human- und Mauseembryonen konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden, dass
die Methode des ,assisted hatching” (Schlupfhilfe), bei der mit Hilfe eines Laserstrahls ein
Defekt in der Zona pellucida hervorgerufen wird, den Schlupf von in vitro gereiften Blasto-
zysten deutlich verbessert (VOS u. STEIRTEGHEM, 2000).

Da es sich bei den Embryonen in der vorliegenden Studie jedoch um expandierte Blastozys-
ten mit einem durchschnittlichen Alter von 8,5 Tagen handelte, besaBBen diese Embryonen
keine Zona pellucida mehr. Das Phdnomen des Squeezings bezog sich hier folglich auf das
Herausdriicken der embryonalen Zellen durch den Kapseldefekt. Die Ursache fliir dieses
Verhalten ist vermutlich, dass die Embryonen, die dieses Phdnomen zeigten, ein starkeres
Wachstum als die Gbrigen Embryonen aufwiesen. Der daraus resultierende, entsprechend
gréBere Druck innerhalb der Kapsel fuhrte dazu, dass die Zellen durch den Kapseldefekt ex-
trudierten. Es ist allerdings fragwiirdig, ob diese Embryonen nach der Ubertragung in eine
Empfangerstute eine Uberlebenschance in vivo hatten. Der prozentuale Anteil fluoreszie-
render Zellen nach Anfarbung mit DAPI variierte bei diesen Embryonen (4 von 10 in VGI
und 7 von 10 in VGII) zwischen 5 und 30 %, wobei der Durchschnitt in VGI bei 8,3 und in
VGl bei 12,5 % lag. Ein weiterer Aspekt, der die Uberlebenschance in vivo mindern kénnte,
ist die Tatsache, dass die auB3en liegenden, ,geschlipften” Zellen keinen kapsularen Schutz
besitzen und damit duBBeren Einflissen schutzlos ausgeliefert sind. Auch der Zellverband
der betroffenen Embryonen ist nicht mehr homogen.

Des Weiteren stehen dem Embryo unter In-vitro-Bedingungen das vom Endometrium pro-
duzierte Uterocalin p19, welches die Abgabe von Lipiden an den Konzeptus gewahrleistet,
sowie das fir die embryonale Entwicklung wichtige IGF-3 nicht zur Verfligung. Da beide
Proteine eine wichtige Rolle fir die frihembryonale Entwicklung spielen, kdnnte ihr Fehlen
die Entwicklung in vitro negativ beeintrachtigen (STEWART et al., 1995a; CROSSETT et al.,
1996, 1998; STEWART et al., 2000; HERRLER et al., 2000a; SUIRE et al., 2001).

Nach 48 Stunden Kultur wiesen die meisten Embryonen der Versuchsgruppen die Tendenz
zum Kollabieren des Blastozoels auf. Ursache fiir dieses Verhalten kénnte eine negative Be-
eintréachtigung der Embryonen durch die vorausgegangenen Manipulationen (Laserpunktion
und EG-Behandlung) sein. Diese Vermutung wird dadurch untermauert, dass in VGI acht
von zehn und in VGII sechs von zehn Embryonen nach 48 Stunden kollabiert waren. Die
in dieser Studie auftretenden Verhaltensweisen wie zum Beispiel der Blastozoelkollaps, iso-
lierte Trophoblastzellgebiete, extrudierte Trophoblastzellen sowie verdunkelte Zellen wurden
bereits in friiheren Studien beobachtet (CARNEVALE et al., 1987).
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5.5. DAPI

Vom Anteil fluoreszierender Zellen nach Inkubation mit DAPI konnte auf die Vitalitat des Em-
bryos geschlossen werden. Je gré3er der Anteil fluoreszierender und damit toter Zellen war,
desto geringer war die Lebensfahigkeit des Embryos. Diese Methode wurde bereits mehr-
fach zur Beurteilung der Lebensfahigkeit der Embryonen nach Lagerung in unterschiedli-
chen Medien bzw. nach Tiefgefrieren in Glyzerin und Ethylenglykol angewendet (MOUSSA
et al., 2002b; HUHTINEN et al., 2000).

Die Anzahl fluoreszierender Zellen war zwischen den einzelnen Embryonen sowie abhangig
von der Kulturdauer sehr unterschiedlich. Allerdings konnten keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen verzeichnet werden. In der Literatur wur-
de beschrieben, dass die Anzahl toter Zellen nach Einfrierversuchen direkt proportional zur
Kapseldicke sei (LEGRAND et al., 2000). Da die Kapseldicke in dieser Studie jedoch nicht
gemessen wurde, kann diesbezliglich keine Aussage gemacht werden.

In Abb. 4.26 scheint es, als hatten die Embryonen der KGI mit 25 % den gréBten Anteil
fluoreszierender Zellen, wahrend die Embryonen der VGII mit 13,3 % den geringsten Anteil
besitzen. Der hohe Durchschnittswert in KGl ist jedoch auf einen einzelnen Embryo mit 80 %
toten Zellen zurlckzuflhren. Ohne diesen Embryo ergab der Anteil fluoreszierender Zellen
in KGI einen Durchschnittswert von 15,8 %. Auch in VGI gab es einen Ausrei3er mit 60 %,
ohne den der durchschnittliche Anteil fluoreszierender Zellen bei 12,1 % gelegen hétte. Die
Behandlungsgruppen unterschieden sich weder mit noch ohne diese Werte hinsichtlich des
Anteils fluoreszierender, DAPI-positiver Zellen.

Auch Abb. 4.27, bei der die Gruppen nach Verhaltensweisen im Zuge der 48stiindigen Kul-
tur aufgelistet sind, erweckt einen falschen Eindruck. In der Gruppe ,Stagnation® war nur ein
einziger Embryo zu verzeichnen, der eine Fluoreszenz von 40 % aufwies und damit den dar-
gestellten Wert ausschlieB3lich pragte. Darlber hinaus konnten in der Gruppe ,Kapselruptur®
nur drei von zehn Embryonen ausgewertet werden, da der Prozentsatz fluoreszierender Zel-
len bei den tbrigen Embryonen aufgrund ihres Erscheinungsbildes nicht geschéatzt werden
konnte.
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5.6. Ausblick

Um sicher sagen zu kénnen, ob EG in den Embryo gelangt und ob die Embryonen dement-
sprechend tiefgefriertauglich sind, misste die Intrazellularflissigkeit auf das Vorhandensein
von EG untersucht werden. Ebenfalls wére es sinnvoll, Embryonen in weiteren Versuchen
verschiedenen Aquilibrierungszeiten in EG auszusetzen, um den Einfluss der Zeitdauer auf
die Reaktion der Embryonen zu Uberprufen. Méglicherweise fihrt eine verlangerte Zeitspan-
ne zum erwlnschten Schrumpfen bzw. Reexpandieren der Embryonen.

Anhand von Transferversuchen miisste die (Uber-)Lebensfahigkeit der Embryonen in vivo
nach der Laserpunktion sowie ihre Fahigkeit zur Etablierung von Trachtigkeiten untersucht
werden.

Maoglicherweise reicht ein einzelner laserinduzierter Kapseldefekt nicht aus, um die Per-
meabilitat der equinen Glykoproteinkapsel gegentber Kryoprotektiva zu verandern. Folglich
kdnnte der Effekt einer unterschiedlichen Anzahl punktueller, laserinduzierte Kapseleroff-
nungen auf das Verhalten in EG untersucht werden.

Das Extrudieren einzelner Trophoblastzellen infolge der Laserbehandlung kdnnte zum
Zweck der Praimplantationsdiagnostik angewendet werden. Durch eine Biopsie der extru-
dierten Trophoblastzellen ware es nicht nur méglich, genetisch bedingte Funktionsstérungen
sowie das Geschlecht der Embryonen festzustellen, sondern es kénnte auch die Embryo-
nenselektion vor der Ubertragung durchgefiihrt werden.

5.7. Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Embryonen die Laserbehandlung tberleben
und nach 24 Stunden durchaus noch vital sind. Nach 48 Stunden Kultur verlieren sie jedoch
an GréBe und Qualitat. Dies fuhrt zu der Annahme, dass Embryonen, die der Laserpunk-
tion unterzogen wurden, mdéglichst unmittelbar nach der Manipulation transferiert werden
sollten. Ob ihre Vitalitat allerdings ausreicht, um Trachtigkeiten zu erzielen, misste in einer
weiteren Studie durch Transfer dieser Embryonen untersucht werden. Des Weiteren bleibt
unklar, ob das Kryoprotektivum EG durch den laserinduzierten Kapseldefekt in den Embryo
eindringen konnte und ob ein dementsprechend manipulierter Embryo tiefgefriertauglich ist.
Diese Unklarheiten missten in weiteren Versuchen untersucht und aufgeklart werden.
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6. Zusammenfassung

Bis heute ist der Erfolg des Embryotransfers beim Pferd dadurch limitiert, dass ein erfolgrei-
ches Tiefgefrieren expandierter Pferdeembryonen nicht méglich ist. Die Ursache hierfur wird
dem Vorhandensein der equinen Glykoproteinkapsel zugeschrieben, welche sich ab Tag 6,5
bildet und den Embryo vollstdandig umgibt. Bislang konnte keine Methode zur Umgehung der
Impermeabilitédt der Kapsel gegentber Tiefgefrierschutzmitteln erfolgreich eingesetzt wer-
den. Studien, in denen die Kapsel mit verschiedenen Methoden entfernt wurde, konnten
keine adaquaten Transfererfolge erzielen. Dies liegt vermutlich daran, dass die Kapsel eine
wichtige Schutzfunktion Gbernimmt, ohne die der Embryo in vivo nicht tberlebensfahig ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe eines Laserstrahls eine punktuelle Offnung
in der Kapsel zu erzeugen, um das Eindringen der Kryoprotektiva durch den Kapseldefekt
gewabhrleisten zu kdénnen.

Die gewonnenen Embryonen wurden per Zufall einer der folgenden Gruppen zugeteilt:

1. Kontrollgruppe | (KGI): In-vitro-Kultivierung

2. Versuchsgruppe | (VGI): Laserpunktion (2 Punktionen) und anschlieB3ende In-vitro-
Kultivierung

3. Kontrollgruppe Il (KGlIl): 10minltiges Verbringen in Ethylenglykol (EG) und anschlie-
Bende In-vitro-Kultivierung

4. Versuchsgruppe Il (VGII): Laserpunktion (1 Punktion), 10minttiges Verbringen in EG
und anschlieBBende In-vitro-Kultivierung

Die In-vitro-Kultivierung erfolgte fiir eine Dauer von 48 Stunden bei 38,5 °C ,5 % CO, und
maximaler Luftfeuchtigkeit. Im Anschluss an die Kultivierung wurden alle Embryonen mit
Hilfe des Vitalfarbstoffes DAPI angefarbt. Anhand des geschatzten Anteils fluoreszierender
(toter) Zellen konnte auf die Vitalitat des Embryos geschlossen werden.

Die Gebarmutterspilungen der Stuten erfolgten zwischen Marz und August. Dabei konnten
im Laufe von 79 Spilungen, von denen 39 erfolgreich waren, 43 Embryonen gewonnen
werden. 40 Embryonen wurden fiir die Studie verwendet. Die Spllrate betrug 54,4 %.

Zum Zeitpunkt der Gewinnung waren die GréBenunterschiede der Embryonen nicht signifi-
kant. Im Zuge der Laserpunktion (VGI und VGII) kam es bei allen Embryonen zum Extrudie-
ren einzelner Trophoblastzellen durch den/die induzierten Kapseldefeki(e).



6. Zusammenfassung

Dies wurde als Zeichen der erfolgreichen Laserpunktion gewertet. Zwischen der Laserbe-
handlung und dem Beginn der Kultur kam es zu einem signifikanten GréBenverlust der Kap-
seldurchmesser.

Die EG-Behandlung (KGlII und VGll) zog einen signifikanten GréBenverlust nach sich, des-
sen Ursache weitgehend ungeklart ist. Allerdings kam es wéahrend der EG-Behandlung
nicht, wie bereits bei friihen Blastozysten (ohne Kapsel) beobachtet werden konnte, zum
Kollabieren des Embryos innerhalb der Kapsel. Das Verhalten der Embryonen deutet darauf
hin, dass das EG wider Erwarten nicht durch den Kapseldefekt in den Embryo einzudringen
vermochte.

Im Laufe der anschlieBenden Kultur konnte innerhalb von 24 Stunden eine deutliche Wachs-
tumstendenz in allen Behandlungsgruppen beobachtet werden. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen waren zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant. Nach 48 Stunden jedoch zeigten
die Embryonen der einzelnen Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede bezlglich ih-
res Verhaltens. Wahrend die Embryonen der Kontrollgruppen die Tendenz zum Weiterwach-
sen bzw. zur Kapselruptur hatten, tendierten diejenigen der Versuchsgruppen zum Blasto-
zoelkollaps. Die Ursache der Kapselruptur sind vermutlich die der Kapsel in vitro fehlenden
Nahrstoffe, sodass ihr Wachstum behindert wird. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass der Kap-
sel in vitro der in vivo herrschende Druck des sie umgebenden Uterus fehlt. Da die Kapsel so
dem Druck des wachsenden Embryos nicht mehr standhalten kann, kommt es zur Ruptur.
Der Blastozoelkollaps erfolgte vermutlich als Reaktion auf die Manipulationen.

Ein weiteres Phanomen der In-vitro-Kultur war das sogenannte ,Squeezing®, bei dem in-
folge der Laserpunktion wéhrend der Kultur ganze Zellverbdnde durch den Kapseldefekt
extrudierten. Dieses Verhalten wurde bereits bei frihen Blastozysten wahrend der In-vitro-
Kultur beobachtet, die sich auf diese Weise von der Zona pellucida befreiten. In dieser Stu-
die handelte es sich jedoch um expandierte Blastozysten, die keine Zona pellucida mehr
besassen. Die Befreiungsversuche bezogen sich insofern auf die Kapsel. Das Phanomen
des ,Squeezings* ist typisch fir die In-vitro-Kultur von Pferdeembryonen.

Anhand des relativen Wachstums konnte gezeigt werden, dass Embryonen der KGI wéh-
rend der Kulturdauer von 48 Stunden stetig wachsen, wahrend Embryonen der VGI die bei
der Gewinnung vorhandene GréBe wahrend der Kultur nicht wieder erreichen. Embryonen
der KGII weisen innerhalb der ersten 24 Stunden ein starkes Wachstum auf, welches nach
48 Stunden reduziert wird. Dennoch haben sie nach wie vor eine positive Wachstumsbilanz.
Embryonen aus VGil, die sowohl der Laserpunktion als auch der EG-Behandlung unterzo-
gen wurden, wachsen nach 24 bzw. 48 Stunden minimal, allerdings werden die Embryonen
innerhalb der Kapsel nach 48 Stunden wieder kleiner.
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6. Zusammenfassung

Die nach 48 Stunden erfolgte Anfarbung der Embryonen mit dem Vitalfarbstoff DAPI er-
moglichte es, die Vitalitdt der Embryonen anhand der Anzahl fluoreszierender Zellen zu
beurteilen. Zwischen den einzelnen Gruppen konnten diesbezlglich keine signifikanten Un-
terschiede verzeichnet werden.

In dieser Studie konnte festgestellt werden, dass die Laserpunktion das Wachstumsvermo-
gen der Embryonen im Vergleich zu denjenigen Embryonen der Kontrollgruppen nachteilig
beeinflusst. Dabei war die Anzahl der Kapseldefekie von Bedeutung. Wéahrend nach In-
duktion eines einzelnen Laserdefektes eine minimal positive Wachstumsbilanz verzeichnet
werden konnte, war dies nach Induktion zweier Kapseldefekte kaum mdoglich und es kam im
Laufe der Kultur zum Blastozoelkollaps. Auch die Behandlung mit EG fUhrte nicht zu dem
erwarteten Effekt des Embryokollaps. Daher wird angenommen, dass das EG nicht durch
den Kapseldefekt in den Embryo eindringen konnte. Allerdings konnte ein signifikanter Gré-
Benverlust der Konzepten im Laufe der Behandlung beobachtet werden, dessen Ursache
unklar ist.

Um ein Eindringen von EG mit Sicherheit ausschlieBen zu kénnen, missten die Embryo-
nen in nachfolgenden Versuchen auf das intrazelluldre Vorhandensein von EG untersucht
werden. Des Weiteren sollten Tiefgefrier- und Transferversuche unternommen werden, um
herauszufinden, ob die entsprechend behandelten Embryonen tiefgefriertauglich bzw. in vi-
vo Uberlebensfahig sind. Weiterhin kdnnte die Methode der Laserpunktion durch Biopsie
der extrudierten Trophoblastzellen im Rahmen der Praimplantationsdiagnostik angewendet
werden.
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7. Summary

The success of equine embryo transfer is limited, because freezing of expanded blastocysts
is still limited. The cause for this is supposed to be the presence of the equine glycoprote-
in capsule, which is formed from day 6,5 and encloses the embryo completely. Up to now,
no method could be established to increase the permeability of the capsule for cryoprotec-
tants. Removal of the capsule by different methods did not improve embryo transfer results.
This is probably due to the fact that the capsule provides important protective function and,
therefore, loss of the capsule reduces survival of the embryo in vivo.

The aim of the present paper was to investigate the effects of the perforation of the cap-
sule by use of laser technology on the viability of the conceptus and its response to the
cryoprotectant.

Forty embryos have been randomly assigned to one of four treatment groups:
1. Control group | (KGlI): in vitro culture
2. Treatment group | (VGI): laser puncture (two openings) and subsequent in vitro culture

3. Control group Il (KGll): ten minutes ethylene glycol (EG) and subsequent in vitro
culture

4. Treatment group Il (VGII): laser puncture (one opening), ten minutes EG and
subsequent in vitro culture

The embryos were cultured for a period of 48 hours at 38,5 °C , 5 % CO, and maximum air
humidity. Subsequent to the culture all embryos were stained by means of the vital staining
DAPI. Embryonic vitality was estimated with the percentage of fluorescent dead cells.

Embryo flushings of the mares were performed from March to August. Thirty nine of 79
embryo flushings were successful, resulting in 43 embryos. The embryo recovery rate was
54,4 %.

At the time of recovery, the size of the embryos did not differ among groups. After laser
puncture (VGI and VGiII), all embryos extruded single trophoblast cells across the capsule
defect. This observation was interpreted as a sign of the successful laser puncture. From la-
ser treatment to the culture, the conceptuses showed a significant loss of capsular diameter.



7. Summary

Treatment with EG (KGll and VGiII) resulted in a significant loss of size. The treatment with
EG did not cause a collapse of the embryo within the capsule, similar to early blastocysts wi-
thout a capsule. The reaction of the embryos suggests that — in contrast to our expectations
— EG was not able to penetrate the capsule sufficiently via the defect.

During culture, the embryos of all treatment groups grew within 24 hours. After 48 hours,
however, the embryos showed significant differences concerning their reaction to treatments.
While the embryos of the control groups tended to grow further and rupture the capsule,
respectively, the other treatment groups tended to react with the collapse of the blastocoel.
The cause for the ruptures is presumably due to the impaired synthesis of the capsule in
vitro. Another mechanism could be the lack of the uterine pressure on the capsule during
in vitro culture compared with in vivo. Thus the capsule is no longer able to sustain the
pressure of the growing embryo and it ruptures. Most likely, the collapse of the blastocoels
in VGII may have been caused by the manipulations.

Another phenomenon of the in-vitro-culture was the squeezing of the embryo from the laser-
induced opening through the capsule. This reaction has already been noticed on early blas-
tocysts during in-vitro-culture, but the blastocysts revealed themselves from the zona pellu-
cida.

By means of the relative embryonic growth it could be shown that embryos of KGI grew
steadily during the 48 hours of culture, while embryos of VGI did not regain the diameters
they had at the beginning of the culture. After an increase within the first 24 hours, embryos
of KGlII exhibited reduced diameters at 48 hours of culture. Diameters of the capsule of VG|
increased only minimal, but the embryos within the capsule shrank during culture.

Staining of the embryos with the vital stain DAPI after culture revealed no significant diffe-
rences among treatment groups.

The present study demonstrates that laser puncture adversely affected the growth of em-
bryos. The treatment with ethylene glycol did not induce the collapse of the embryo, as
expected. Thus it is not very likely that ethylene glycol sufficiently penetrated the embryo via
the capsule defect. However, a significant loss of embryonic size could be observed during
treatment.

Additional studies are needed to demonstrate the kinetics of EG uptake by the embryo.
Furthermore, deep freezing and transfer of the embryos after laser puncture should be un-
dertaken in order to test the survival of the embryos in vivo. Additionally, laser puncture could
be applied for biopsy of extruded trophoblast cells for preimplantation diagnostic in embryos
before transfer.
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