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1. Einleitung und Problemstellung

In den letzten Jahren ist die Anzahl an Embryodmten und Embryo-Ubertragungen beim
Rind weltweit kontinuierlich gestiegen. Nach Angabder International Embryo Transfer
Society (IETS) nahm die Zahl der EmbryoentnahmerZaitraum 1996-2007 weltweit um
30% und der Embryo-Ubertragungen um 50% zu. Diegerriationale Entwicklung
unterstreicht die Bedeutung des Embryo-Transferd) (Rls festen Bestandteil der
Rinderzucht. Durch die Anwendung des ET ist es miigen Zuchtfortschritt in Milch- und
Mastleistung vor allem auf dem Pfad BullenmutteiifBulle durch die Erhohung der
Reproduktionsrate und der Selektionsintensitat egchleunigen. Gleichzeitig fuhrt die
Erh6éhung der Reproduktionsrate zur Steigerung deshtfortschrittes auf der Mutterseite,
wodurch sich die genetische Leistungsbereitscleafgdsamten Population nochmals erhoht.
Allerdings hangt dies von der Vermehrungsrate wmdisvon der Effizienz des ET ab. Durch
einmaligen ET liegt der Multiplikator bei etwa 3/hd3 zuséatzliche Nachkommen pro Jahr
und Spender, wodurch kein wesentlicher Zuchterfoigerwarten ist. Hinzu kommt, dass bei
einmaligem ET die Ergebnisse der Embryoentnahmieduhvorhersagbar sind und dadurch
oftmals nicht die durchschnittlichen Erwartungereighen. Wurde der ET jedoch wiederholt
in kurzen Zeitabstdnden bei dem gleichen Spendeigezich durchgefuhrt werden, so
kénnte die dadurch deutlich erhéhte Vermehrungstateinem schnelleren Zuchtfortschritt
fuhren. Neben dem ziichterischen Einsatz wird dea&dh flir eine schnellere Vermehrung
seltener Individuen oder Rassen genutzt. Der Erfgélggt auch hier wesentlich von der
Anzahl der pro Spender gewonnenen transfertauglichEmbryonen ab. Eine
zyklusunabhangige Superovulationsbehandlung beind Bt generell durch Einsatz von
verschiedenen Hormonkombinationen mit Gestageneglichd Dadurch wird der Zeitraum
zwischen zwei Superovulationsbehandlungen verkimdt die Embryoentnahmen kénnen in
kurzen Zeitabstanden von wenigen Wochen wiededmlgleichen Spendertier durchgefiihrt
werden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit soll es,sdie Mdglichkeiten der Durchfiihrung
wiederholter Embryoentnahmen in kurzen Zeitabstédna®er stationdren Bedingungen zu
prufen. Zu diesem Zweck werden verschiedene Bebagdschemata zur wiederholten
Superovulation mit Progesteron-freisetzenden Vdgessaren und brunstunabhangigen
Besamungen an einer grol3eren Tierzahl verglicheth die Effekte der wiederholten
Superovulation und Embryoentnahme unter Berlckgighty der am stationaren ET
beteiligten Einflussfaktoren auf die Anzahl und (@&& der gewonnenen Embryonen

ermittelt.
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Geschehen ist dies im Rahmen eines Kooperatiorelqtesj zwischen dem Lehrstuhl fur
Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der LMU Minen, der Pruf- und
Besamungsstation Minchen Grub e.V. und der Bayesist. andesanstalt fir Landwirtschaft
— Institut fur Tierzucht — AG Biotechnik. Durchgéfi wurden die Versuche an der Embryo-
Entnahmeeinheit und Embryo-Erzeugungseinheit B&eldrs(DE-ETR 006 EWG) des
Lehrstuhls flr Molekulare Tierzucht und Biotechrgp® der LMU-Minchen in
Oberschleif3heim.
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2. Literatur

2.1  Entwicklung und aktueller Stand des Embryo-Transfers beim Rind

Die Reproduktionsbiotechniken haben die Tierzuchtlen letzten Jahrzehnten wesentlich
verandert. Seit der Geburt des ersten Kalbes auslkrtragung eines Embryos (WILLET et
al., 1951) wurde in den seither vergangenen mehiiaf Jahrzehnten, vor allem aber ab den
70er Jahren, ein grol3er technischer Fortschrigict. Inzwischen wird der ET weltweit in
betrachtlichem Umfang durchgefihrt und hat sich zeiner anerkannten
Reproduktionsbiotechnik im Rahmen der Rinderzuohwviekelt (THIBIER, 2008). Mit Hilfe
des ET ist es moéglich von genetisch wertvollen @netrotz geringer Nutzung der nattrlichen
Fortpflanzungskapazitat, von im Durchschnitt nuaug normalem Wege geborenen Kélbern
pro Kuh, mehrere Nachkommen zu erzeugen (MAPLET@HI., 2002).

Analysiert man die Statistiken der International lEyo Transfer Society (IETS) zur
weltweiten Entwicklung des Embryo-Transfers, dantellts man fest, dass diese
Reproduktionsbiotechnik seit 1991 auf ein zunehrasnkiteresse bei den Rinderziichtern
gestoRen ist (THIBIER, 1997-2008). Nach Angaben TS nahm die Zahl der
Embryoentnahmen im Zeitraum 1996-2007 weltweit u@Po3und die der Embryo-
Ubertragungen um 50% zu. Alleine im Jahr 2007 waingteltweit 763.467 Rinderembryonen
aus konventionellem ET erzeugt (Abbildung 1).

Als weitere biotechnische Mallnahme hat die In-vitroduktion von Rinderembryonen
(IVP) in der Zuchtpraxis Eingang gefunden. Seit @@&burt des ersten Kalbes aus in vitro
Fertilisation in vivo gereifter Eizellen (BRACKET®t al., 1982) im Jahr 1981 wurden die
Verfahrensschritte der Eizellgewinnung mittels agtthallgeleitete Follikelpunktion am Tier
(OPU = Ovum Pick Up) und die IVP als praxisreifetbchnische Methoden weiterentwickelt
(EYESTONE et al., 1987; FUKUI und ONO, 1988; BERGIWBREM, 1989; PIETERSE et
al., 1991). Seitdem stof3en auch diese Reprodukiioteshniken auf ein zunehmendes
Interesse bei den Rinderziichtern.

Abbildung 1 zeigt, dass neben dem konventionell€njdarlich ab etwa 2000 weltweit auch
kontinuierlich immer mehr Embryonen aus IVP erzewgirden und diese Techniken
inzwischen einen sehr hohen Stand erreicht hab#ein@ im Jahr 2007 wurden weltweit
434.581 Rinderembryonen aus IVP erzeugt. Diesenikeh zur Embryo-Erzeugung wurden
2007 am haufigsten in Brasilien (211.443 erzeugtd 195.811 transferierte Embryonen,
hiervon lediglich 4% tiefgefrorene Embryonen), Ghiond Japan (77.020 erzeugte und
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32.462 transferierte Embryonen) angewandt (THIBIERQS8). In Europa kamen 2007
lediglich 5% (5.832 von 112.116) der insgesamt wy#n Rinderembryonen aus IVP, die

Mehrzahl davon wurde in Italien erzeugt. Von dekuropa erzeugten Embryonen stammten

70% aus OPU (THIBIER, 2008).
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Abb. 1: Weltweit erzeugte Rinderembryonen im Zeitraum 120Q7 (THIBIER, 1997-2008)

Im Gegensatz zum Aufwartstrend in der weltweitertwicklung, steht die Situation in
Deutschland. Seit der erstmaligen Durchfihrung B&sbeim Rind in Deutschland 1974
nahm der ET bis 2000 zunachst einen immer hoheardle@vert in der Rinderzucht ein.
Abbildung 2 zeigt, dass ab 2001 und in den darégdfaden Jahren der Trend in Deutschland
ricklaufig war, mit einem vorlaufigen Tiefstandden Jahren 2003 (Embryo-Ubertragungen)
und 2007 (Embryoentnahmen). Die HOohepunkte lagstarg in den Jahren 1999 (4.247
Embryoentnahmen) und 2000 (24.062 Embryo-Ubertrgga) Im Zeitraum 2000-2007 ist
nach Angaben der IETS die Zahl der Embryoentnahipeem Rind in Deutschland um 40%
zurtckgegangen (THIBIER, 2001-2008). Die Grunded&n Rickgang des ET kann in dem
Anfang 2001 ausgesprochenen Verbot des EinsatzesFobikelstimulierendem Hormon

(FSH) und die seit Jahren angespannte Situatiomlein Landwirtschaft auf Grund der
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schwierigen  Wirtschafts- und Betriebsbedingungensegen werden. Auch die

Verunsicherung der Tierzichter durch die BSE-Kfigerte zu einem deutlichen Rickgang
der Nachfrage nach ET und assoziierten Reprodusttiotechniken.

Im Zeitraum 2005-2007 hat zwar die Anzahl der Erobdpertragungen in Deutschland nach
Jahren des Riickgangs wieder zugenommen (25% gegye2@i@2-2004), erreichte aber nicht
das Niveau friiherer Jahre (42% weniger Embryo-Wagungen im 2007 vs. 2000). Dieser
Trend scheint jedoch nicht anzuhalten und die £kl Embryoentnahmen in Deutschland
war 2007 im Vergleich zu den Vorjahren wieder rackig.

Wie Abbildung 2 zeigt, beruht dieser Trend ausgfilich auf ex vivo gewonnenen

Embryonen wahrend in den Statistiken der IETS furDeutschland aus IVP erzeugten
Embryonen keine Angaben enthalten sind. DeutscHlagtischon seit vielen Jahren auf dem
dritten Platz der europaischen Lander mit der hi@éch#ktivitdt im Bereich des ET beim

Rind nach Frankreich und den Niederlanden (THIBIEGQ4-2008).
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Einen unberechenbaren Einfluss auf die Ergebniessé&phbryoentnahme beim Rind Ubt die
Superovulation des Spenders aus. Dieses ProblerSugmrovulation, mit dem sich schon
CASIDA et al. (1943) beschéftigten, konnte bis kenicht zufriedenstellend geldst werden.
Von vielen Spendern lassen sich keine oder nur gamemge Anzahl transfertaugliche (ET-
tgl.) Embryonen gewinnen. Hinzu erschwert die grofigividuelle Variabilitdt in den
Ergebnissen der Embryoentnahme die Durchfuhrunge/irogrammen (MAPLETOFT et
al., 2002). Diese Variabilitat in der Quantitat u@aialitat der pro Spender gewonnenen
Embryonen erschwert jede Kosten-Nutzen-Analysewirkt sich negativ auf die Rentabilitat
des ET aus. Seit langem wird versucht, die Vaiidbilder Ovarreaktion auf die
Superovulationsbehandlung zu verringern und somaitdgebnisse der Embryoentnahme zu
verbessern.

Abbildung 3 zeigt, dass sich trotz aller Bemihungen den letzten Jahren die
durchschnittliche Zahl der ET-tgl. Embryonen weltwaverandert um die 6 Embryonen pro

Embryoentnahme halt.

+ 13.000
130.000

122000 7123000

120,000 119.000 117.000
113,000 108.000

101.000 102.000
100.000 _) 83.000 QE.000

82.000
50.000

60.000

Embryo-Entnahmen

40.000 o

20.000

0 1996] 1997' 1998| 1999| 2000| 2001' 2002| 2003| 2004[ 2005| 2006, 2007‘

10

20

30

4,0

Entnahme
[

50

60 | 24 55 55 L 57 :

- 1 1 L

50 59 - 59 50 L
, 6.2 L ,
6,4 6,4
. =Embryo-Entnahmen |:|= Transfertangliche Embryonen pro Embryo-Entnahme

Transfertaugliche Embryonen pro

70

L 4

Abb. 3: Anzahl der Embryoentnahmen und der transfertalugidEmbryonen pro Entnahme
weltweit (THIBIER, 1997-2008)



Literatur 14

2.2  Follikelwachstum und Follikeldynamik

Das Rinderovar stellt ein grof3es Reservoir an kati bzw. Primordialfollikeln dar. Die
Eizellreserve nimmt jedoch bereits pranatal erlcbbliab und reduziert sich spéater
altersbedingt weiter (MALHI et al., 2005-2008; ADAMet al., 2008) von etwa 100.000
Eizellen bei der Geburt auf etwa 21.000 bei 2-3j&hrigen und lediglich 2.500 Eizellen bei
12- bis 14-jahrigen Kuhen (WILKENS, 1982). Von digs Pool kommen im Laufe des
Lebens unter dem Einfluss der gonadotropen Hornmsgesamt nur wenige zur Reife und
werden fur die natirliche Fortpflanzung genutzt HBORR, 1985).

Bei Nutztieren treten neben individuellen (MALHI etl., 2008) auch rassen- und
umweltbedingte Schwankungen in der ovariellen Resauf, so dass das Alter alleine kein
zuverlassiger Pradikator zur Abschétzung der Resistv(CAHILL und MAULEON, 1980;
WEBB et al., 1999).

Bei der natirlichen Fortpflanzung ist der Zuch#ohritt dadurch begrenzt, dass pro Kuh und
Jahr in der Regel nur ein Kalb geboren wird. Hierf§etzt das Rinderovar auf
physiologischem Wege regelmali3ig eine bis zwei Ergbro Sexualzyklus frei, wobei sich
jedoch nach jedem Zyklus der Follikelpool weiter umehrere Follikel reduziert. Eine
Moglichkeit zur besseren Nutzung dieses Pools fartgdanzungszwecke stellt die
Superovulation dar, wodurch mehrere Eizellen glesdig heranreifen und spéater innerhalb
desselben Zyklus fir die Befruchtung bereitgestefrden konnen (BREM, 1997). Eine
weitere Alternative bieten die Verfahren der traaggmalen Follikelpunktion und der in vitro
Produktion (PIETERSE et al., 1990, 1991; GREVH et1893).

2.2.1 Physiologische Grundlagen

Die Heranbildung von Follikelpopulationen im Rindear lauft kontinuierlich und
unabhangig vom Alter oder Vorhandensein einer @rtitiin Reifungswellen ab (GINTHER
et al., 1996a; JAISWAL et al., 2004). Aktive Reifiswellen werden bereits bei prapuberalen
Rindern beobachtet (ADAMS et al., 1994; EVANS et 5994).

Die Follikulogenese beim Rind umfasst die Entwickjsphasen der Rekrutierung, Selektion
und Dominanz (WEBB et al., 1999). Aus der anfarngdit Follikelpopulation wird zunachst
innerhalb von 1-2 Tagen eine kleinere Populatiom vewa 20 Follikeln (2-3 mm
Durchmesser) rekrutiert, man spricht hier auch gmer Follikelkohorte (GINTHER et al.,
1989a, 1989b, 1996a; JAISWAL et al., 2004). Diecliezist zu diesem Zeitpunkt bereits von
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einer Granulosazellschicht umgeben (RUSSE und SIKR®Xy 1991). Die im Laufe der
Entwicklung des Primordialfollikels zum Primarfédl stattfindende GroéRenzunahme der
Eizelle und Vermehrung und Differenzierung der Gitasazellen erfolgen
hormonunabhangig (VAN DEN HURK et al., 1992; ADAMSEal., 2008).

Beim Ubergang des Priméar- zum Sekundarfollikel wiias Follikelepithel mehrschichtig
(VAN DEN HURK et al., 1992). Erst ab mehreren Sbken von kubischen Granulosazellen
werden Rezeptoren vorgefunden, welche die FolfilkelGonadotropine ansprechbar machen
(WEBB und ARMSTRONG, 1998; ADAMS et al., 2008). Madem Start einer neuen Welle
verlauft das Wachstum aller Follikel in den ersie@ Tagen zunachst synchron unter dem
Einfluss von FSH (ADAMS et al., 1992).

Durch fortlaufende Vermehrung der Follikelepithehd Granulosazellen sowie Spaltbildung
entwickeln sich aus den wachsenden Sekundarfailittied Tertiarfollikel (Webb et al., 1999).
Der Tertiarfollikel besteht aus mehreren Granuleiazhichten und einer Thekaschicht. Die
von der Zona pellucida umschlossene Oozyte wirdderitHohlraumbildung an die Peripherie
des Follikels gedrangt und dadurch entsteht der u@usn oophorus (RUSSE und
SINOWATZ, 1991).

Im Laufe der Entwicklung ist ein Follikel seiner Karte anfalliger fur FSH bzw. wird starker
als die anderen stimuliert. Dadurch entwickeltieh zum funktionellen Dominanten Follikel
(DF) (JAISWAL et al.,, 2004). Der Durchmesser des Dbétcht von 13,9+0,4 mm
(Dreiwellenzyklen) bis zu 16,5+0,4 mm (Zweiwelleki®n) (GINTHER et al., 1989a, 1989Db,
1996a; WEBB et al., 1999).

Zu Ende des Zyklus bildet sich der DF nun als Gsahér Follikel mit einem Durchmesser
von etwa 20,0 mm zum sprungreifen Follikel an ddve@ache des Ovars heran. Die
Selektion eines DF unterliegt einer strengen hafiachen Ordnung. Die Entwicklung des
DF vollzieht sich zeitnah mit dem Anstieg der FSldgtakonzentration und dauert etwa 5-7
Tage (WEBB et al., 1999; JAISWAL et al., 2004). Selektion eines DF ist etwa 3 Tage vor
der Ovulation bereits abgeschlossen (QUIRK etl&l86; SAVIO et al., 1990a, 1990b). Der
DF ab etwa 10,0 mm im Durchmesser hemmt das Wavohgier untergeordneten
Begleitfollikel und verhindert die Rekrutierung emneuen Follikelwelle (GUILBAULT et
al., 1991; OTOl et al., 1999).
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2.2.2 Regulation des Follikelwachstums

Die genauen Regulationsvorgange, die das Follikdtatm initieren und den Prozess der
Selektion steuern sind weitgehend unbekannt. F$&it $pdoch eine entscheidende Rolle flr
das Follikelwachstum. Eine Follikelwelle wird vorner deutlichen Erhéhung der FSH-
Plasmakonzentration etwa 2 Tage vor der Anbildungreneuen Welle begleitet (JAISWAL
et al., 2004).

Eine Hypothese geht davon aus, dass das WachstdrmdierDifferenzierung von Follikeln
durch endokrine Gonadotropine und verschiedenekparavirksame Wachstumsfaktoren
(GF, Growth Factors) interaktiv stimuliert (EGF,HQ, TGFe, bFGF) oder inhibiert (TGF-
B, Cytokine, Aktivin A) werden (RICO et al., 2008ei den Wachstumsfaktoren handelt es
sich um spezifische Proteine, die in Wechselwirkamty den Gonadotropinen sowohl die
Zellproliferation als auch die Zelldifferenzierubgwirken.

IGF-1, bFGF, Aktivin und Inhibin werden durch diera@ulosazellen synthetisiert
(NEUFELD et al., 1987; SKINNER et al., 1987a; OLIREet al., 1989, FINDLAY et al.,
1990). EGF wird sowohl in den Granulosazellen alghain den Follikelthekazellen
hergestellt (SKINNER et al., 1987b).

Fur die Follikelentwicklung spielen Gonadotropin@ee entscheidende Rolle (WEBB und
ARMSTRONG, 1998). Das Wachstum und die ReifungFiglikel werden durch FSH unter
dem Einfluss von Luteinisierendes Hormon (LH) stien (SIROIS und FORTUNE, 1990;
SAVIO et al.,, 1993a). Nach der Ovulation stimuliéfti die Luteinisierung der Theca
granulosa der vormaligen Follikelwand und dadureh Bildung des Corpus Luteum (CL),
der wiederum Progesteron 4Psynthetisiert. Die PRSekretion inhibiert die vermehrte
Freisetzung von LH durch Reduzierung der Pulsfreguder Gonadotropin Releasing
Hormon (GnRH)-Freisetzung. Dies ermdglicht einedalmg der FSH-Freisetzung, was das
Auftreten von Follikelwellen bewirkt (GLATZEL undGHALLENBERGER, 1990; WEBB
et al., 1999; JAISWAL et al., 2004).

Beim normozyklischen Rind treten im Regelfall 2-8llikelbildungswellen pro Zyklus auf,
was mit gleichzeitiger Erh6hung deg-Ereisetzung aus den anreifenden Follikeln eintdrge
(SAVIO et al.,, 1988; SIROIS und FORTUNE, 1988; GHHR et al.,, 1989a, 1989b;
RAJAMAHENDRAN und TAYLOR, 1990). Die Follikelwellen starten bei
Zweiwellenzyklen in der Regel an den Zyklustagesm@ 9-10 und bei Dreiwellenzyklen an
den Tagen 0, 8-9 und 15-16 (SIROIS und FORTUNES819890). Diese sich wellenférmig
anbildenden Follikel atresieren wahrend der Luteade (SIROIS und FORTUNE, 1990).
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Bei nicht graviden Tieren startet die physiologesdRickbildung des CL friiher bei den
Zweiwellenzyklen als bei den Dreiwellenzyklen (Tag bzw. 19) und die Zykluslange ist
entsprechend kirzer (20 bzw. 23 Tage) (MAPLETOF&lgt2000). Auch die Erh6hung der
FSH-Freisetzung, die mit vermehrtem Follikelwachstiorrelierbar ist, und deshalb als
Signal fur die Rekrutierung einer weiteren Follikelle gilt, findet entsprechend 2-
(Zweiwellenzyklen) bzw. 3-mal (Dreiwellenzyklenpst(TURZILLO und FORTUNE, 1990;
ADAMS et al., 1992; JAISWAL et al., 2004).

Die durch die heranwachsenden Follikel freigesetdienge von E und Inhibin wirkt
wiederum Uber einen negativen Feedback-Mechanigransmend auf die Freisetzung von
FSH, wodurch die Rekrutierung einer weiteren Fellielle verhindert wird (GINTHER et
al., 1996b).

Einige selektierte Follikel enthalten bereits 2-ag&é nach Wellenstart ausreichend LH-
Rezeptoren und besitzen gegenlber den kleinerdikdholeine hohere Sensitivitat fir FSH,
was trotz basaler FSH/LH-Konzentrationen das weitdfollikelwachstum gestattet
(GINTHER et al., 1996b). LH bewirkt die Follikelfahg, Ovulation und Luteinisierung der
Theka-granulosa-Zellschicht und stimuliert so dieSnthese (positives Feedback).

Die Ovulation eines DF kann jedoch erst nach etolguteolyse stattfinden (SIROIS und
FORTUNE, 1990; BERGFELT et al., 1991). SolangeRaiproduzierendes CL vorhanden ist,
wird jede Ovulation verhindert und der funktioneld& verharrt zunachst in einer 3- bis 4-
tagigen Plateauphase. Anschlieend atresiert demidischafft dadurch die Voraussetzungen
fur die Rekrutierung einer weiteren Follikelkoho(@UILBAULT et al., 1991; BUNGARTZ
und NIEMANN, 1994).

2.3  Moglichkeiten zur Steuerung des Zyklus und deBollikelwachstums

2.3.1 Mechanische Entfernung des Dominanten Fabdlik

Der Einfluss des funktionellen DF auf das Follikablstum beim Rind war Gegenstand
vieler Untersuchungen in den letzten Jahren (B&l.e2006, 2008). Es wurde gezeigt, dass
nach der Ablation des DF der ersten Follikelwelie dachstgroReren untergeordneten
Follikel der gleichen Welle zu einem DF heranwachkénnen. BERGFELT et al. (1997)
stellten fest, dass die Entfernung des DF zu dirbbhung der FSH-Plasmakonzentration
und zwei Tage spater zur Rekrutierung einer newslik&welle fuhrt. Durch die Ablation
des DF wird somit das Zeitintervall zwischen zwezl\&n verkirzt (BODENSTEINER et al.,
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1996). Die Ablation des DF kann mechanisch mitéddes OPU erfolgen (PIETERSE et al.,
1990, 1991; GREVE et al., 1993). So wurde in vaestdnen Untersuchungen das OPU im
Rahmen des Embryo-Transfers fur die Ablation des &t der Einleitung von
Superovulationen verwendet (BUNGARTZ und NIEMANN9%; BERGFELT et al., 1997;
BARACALDO et al., 2000). Nach BO et al. (2006) $eldie Superovulationsbehandlung
zum Zeitpunkt des Auftretens einer neuen Follikdeyel-2 Tage nach der Entfernung des

DF gestartet werden.

2.3.2 Hormonelle Behandlungen

Fur die Steuerung des Zyklus und des Follikelwaghst wurden in den letzten Jahren
verschiedene Hormonpraparate und Hormonkombinati@nmegesetzt. Fur die Induktion der
Rekrutierung einer neuen Follikelwelle haben sichrriibnbehandlungen mit Estern des
Ostradiols (2-17p) (wie E-Benzoat) in Kombination mit Gestagenen als gutigyes
erwiesen (BO et al., 2002).-#7p enthaltende Tierarzneimittel sind jedoch in der fEv
Lebensmittel liefernde Tiere nicht mehr zugelags&NE et al., 2008).

2.3.2.1 Verkiirzung der Gelbkdrperphase mit Proatatih b,

Prostaglandin (PG) J- und seine Analoga werden seit vielen Jahren atedlytikum im
Rahmen der Zyklussynchronisation beim Rind verwen@ATHBONE et al., 1998).
Voraussetzung fur die Wirkung des PgIst das Vorhandensein eines zyklischen ELag

6). Die Anwendung von PGEzur Zyklussynchronisation ist daher kontraindizigrenn ein
CL nicht feststellbar ist, wie beispielsweise ber ghysiologischen Azyklie im Puerperium
oder bei prapuberalen Rindern (LANE et al., 2008).

PGFR, stimuliert Uber einen positiven Feedback-Mechansmdie endogene, intraluteale
PGF, Produktion, welche die Luteolyse im Gang bringtURCH, 2002). Dieser
Mechanismus kann erst ab dem 6. Zyklustag aktiwertlen, weshalb der CL in den ersten 5
Zyklustagen refraktar gegenuber einer einmaligemaBdlung mit PGJ; ist. Da aber der CL
ab dem 2. Zyklustag Rezeptoren fur BGbBesitzt, kann eine Luteolyse bereits zu diesem
Zeitpunkt durch 2-mal tagliche (morgen/abends) R&¥abe ausgeldst werden (ADAMS et
al., 1994; NASSER et al., 1993). Durch BgRpplikation zwischen den Zyklustagen 6-17
(Zweiwellenzyklen) oder 6-20 (Dreiwellenzyklen) didie Gelbkérperphase bzw. der Zyklus
verkirzt (KASTELIC und GINTHER, 1991).
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Der Brunsteintritt nach PG[ist sehr variabel (2-5 Tage) und hangt in erstereLvon dem
Reifungsgrad der heranwachsenden Follikel und dezin Zeitpunkt der Behandlung ab.
Erfolgt die Behandlung in der Dominanzphase eirdtikelwelle ist das Intervall von der
Applikation von PGE, bis zum Brunsteintritt kiirzer (2-3 Tage) als im Bekrutierungs- oder
Selektionsphase (4-5 Tage) (KASTELIC und GINTHER9L; SAVIO et al.,, 1990a). Das
Intervall von der Applikation von PGf bis zum Brunsteintritt ist langer, wenn die
Behandlung an den Zyklustagen 10-13 (Zwei- und \edenzyklen) oder 15-17
(Dreiwellenzyklen) durchgefuhrt wird (MAPLETOFT &k, 2000).

Das Intervall von der Applikation von PgFbis zum LH-Peak bei nicht superstimulierten
Tieren betragt 55-60 h bei Farsen (SAVIO et al9a) und 84 h bei Kihen (WALTON et
al., 1987). Die Ovulation ist im Allgemeinen innalih von 24 h nach dem LH-Peak zu
erwarten (HYTTEL et al., 1989).

Bei unbekanntem Zyklusstadium der Tiere kann zuunBitsynchronisation das P&GF
zweimalig im Abstand von 11 Tagen appliziert werderes ist erforderlich, da einige Tiere
sich zum Zeitpunkt der ersten Applikation von BGRuRRerhalb der Gelbkérperphase
befinden. Bei der zweiten Applikation von P&Mefinden sich jedoch alle Tiere in der
Gelbkorperphase. Nach FOLMAN et al. (1990) werdesskre Synchronisationsergebnisse
erzielt, wenn der Abstand zwischen den Behandludgehage betragt.

Die Graviditatsergebnisse nach Synchronisation aerehrTiere durch ein- oder zweimalige
PGR,-Applikation sind in den meisten Fallen unbefriegtig. Ursache hierflr ist die
Streuung des Brunsteintritts und der Ovulationems veine optimale Abstimmung von
terminorientierten Besamungen erschwert. Die Erigskenwerden jedoch im Vergleich zu
entsprechenden Kontrolltieren nicht nachteilig b#tesst, wenn bei guter Tierbeobachtung
gezielt bei Auftreten von Brunst besamt wird (LANEal., 2008).

2.3.2.2 Ovulationssynchronisation

In den letzten Jahren wurden verschiede Schematayklussynchronisation entwickelt, die
sowohl den lutealen als auch den follikularen Staterticksichtigen. Diese Protokolle zielen
in erster Linie auf eine Einengung des Ovulatioirisemes flr terminierte Besamungen,
ohne die Notwendigkeit von BrunstbeobachtungenTdbATCHER et al., 2006). Dabei hat
sich die Anwendung von GnRH in Kombination mit BGBbesonders bewéhrt (LANE et al.,
2008).
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GnRH bewirkt in der Brunst eine rasche FSH/LH-Fetang (1-2 h) und den LH-Peak mit
anschlieBender Ovulation, im Allgemeinen innerhaibn 24 h nach der Behandlung
(WOLFENSON et al., 1994). Auch in der Dominanzphales Follikelwachstums kann
GnRH zur Ovulation fuhren. Innerhalb von 1-2 Tagesch der Behandlung wird das
Wachstum einer neuen Follikelwelle stimuliert (W@ENSON et al., 1994). Die
Dominanzphase in dieser Welle wird etwa 5 Tage racgRH erreicht (RYAN et al., 1998;
ROCHE et al.,, 1999). GnRH in der frihen oder mitthe Gelbkdrperphase fihrt zur
Luteinisierung des DF und zur Anbildung akzesstwscCL (PURSLEY et al., 1995,
THATCHER et al.,, 2006). Dagegen hat die Behandlungder Rekrutierungs- und
Selektionsphase keine Auswirkungen auf das Follisehstum (RYAN et al., 1998; ROCHE
et al., 1999).

Durch die Induktion von akzessorischen CL nach Bdhang mit GhnRH oder hCG an den
Zyklustagen 5-7 wurden bessere Graviditatsergebressvohl nach KB als auch nach ET
beobachtet (NISHIGAI et al., 2002; THATCHER et 2006).

Fur die Ovulationssynchronisation wird P&F7 Tage nach GnRH verabreicht
(WOLFENSON et al., 1994). Eine zweite GnRH-GabeIlgif48 h nach PG und 15-20 h
danach konnen die terminorientierten Besamungeohdefihrt werden (SCHMITT et al.,
1996). Dieses Behandlungsschema zur Steuerungalbkelwellen und zur Synchronisation
von Ovulationen wird OVSYNCH genannt (PURSLEY et al., 1995; FRICKE et al., 1998
Eine Zusammenfassung von Graviditatsergebnissen@¥SYNCH® zeigt Tabelle 1.

In verschiedenen Behandlungsvarianten wurde vetrsdak OVSYNCH zu verbessern
(THATCHER et al., 2002; RABIEE et al., 2005; LANE &., 2008; OLYNK und WOLF,
2009). So wird beispielsweise im Schema ,Heat-Syudod zweite GnRH-Applikation durch
eine Behandlung mit ZCypionat (ECP), ein Ester des-E7B, ersetzt (PANCARCI et al.,
2002; SELLARS et al., 2006). Allerdings sind in d&d und in anderen Landern seit einiger
Zeit keine B-17B enthaltenden Tierarzneimittel fir Lebensmittelfdiade Tiere mehr
zugelassen, weshalb eine solche Behandlung begumisatzlich nicht in Frage kommt
(LANE et al., 2008).
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Tab. 1: Graviditatsraten nach Ovulationssynchronisation@WSYNCH®

IR Tier-  Graviditatsrate (%) nach KB Aut ot
nd/Ar or(en), Jahr
! zahl  Kontrolle OVSYNCH® seley)
- 187 48,0 45,5 SCHMITT et al., 1996
Milchrind/Farsen
155 74,4 35,1 PURSLEY et al., 1997
299 41,5 26,5 BURKE et al., 1996
310 38,9 37,8 PURSLEY et al., 1997
197 32,0 47,0 BRITT und GASKA, 1998
. _ 404 K.AL 36,9 VASCONCELOS et al., 1999
Milchrind/Kiihe
35,0 45,
1.048 TENHAGEN et al., 2004
36,0° 50,0°
3.559 k.Al 35,7 SHEPHARD, 2005
611 42 .4 40,3 WITTKE et al., 2005

) k.A.= keine Angabef) Herde A °) Herde B

Im Schema ,Co-Synch” werden die terminorientiertBesamungen zeitgleich mit der
zweiten GnRH-Applikation durchgefuhrt, wodurch es =ziner Zeitersparnis durch
Arbeitsrationalisierung kommt (DeJARNETTE und MARSIL, 2003).

NAVANUKRAW et al. (2004) filhrten vor dem eigentieh OVSYNCH-Schema eine
sogenannte Vorsynchronisation (Pre-Synch) durcl.Tere erhielten zunéchst 2-mal PGF
im Zeitabstand von 14 Tagen und das OVSYNG#urde 14 Tage nach der zweiten BGF
Applikation gestartet. Sie erzielten dabei besskonzeptionsraten im Vergleich zum
klassischen OVSYNCH (49,6 vs. 37,3%).

SOUZA et al. (2008) erzielten im Vergleich zum kiashen OVSYNCH mit einem
modifizierten  ,doppelten* OVSYNCESchema  (double-OVSYNCH  bessere
Konzeptionsraten bei erstgebarenden Kiihen (65,2 452%) aber nicht bei den
Mehrgebarenden (37,5 vs. 39,3%). Dabei bekamefTidie zu einem beliebigen Zeitpunkt
GnRH. Nach 7 Tagen wurde P&Rppliziert,gefolgt von einer weiteren GnRH-Gabe 3 Tage
spater. Nach weiteren 7 Tagen wurde schlieBlichktlissische OVSYNC®Behandlung
durchgefuhrt.

RABIEE et al. (2005) fuhrten eine Metaanalyse Ulke Effizienz des klassischen
OVSYNCH® und von verschiedenen OVSYNEWarianten unter Einbeziehung weiterer
Zyklussynchronisationsverfahren (ein-, zwei- uneimhalige PGE,-Applikationen) fur die
Fruchtbarkeitsleistung in Milchviehherden durche Stommen zum Schluss, dass die

Graviditatsergebnisse nach OVSYN&Mergleichbar mit denen nach natiirlicher Besamung
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oder nach Zyklussynchronisation mit PGFsind. Auch die OVSYNCRVarianten
beeinflussten nicht die Konzeptionsraten. OVSYNQkhd seine Varianten stellen jedoch
eine gute Alternative fur Betriebe mit suboptimabeunsterkennung dar, wobei beim Einsatz
arbeitswirtschaftliche und 6konomische Gesichtspaiakbzuwéagen sind (TENHAGEN et al.,
2004; RABIEE et al., 2005; OLYNK und WOLF, 2009).

2.3.2.3 Verlangerung oder Verkirzung der Gelbkgpase mit Gestagenen

Als Gestagene werden Steroidhormone bezeichnet, diee Implantation und die
Aufrechterhaltung einer Graviditdt gestatten. Daghtigste naturliche Gestagen ist P
(GRUNERT und BERCHTOLD, 1995). Um die naturlicheasiagene von den synthetischen
Hormonen zu unterscheiden, werden letztere aucfgeBtagene genannt (KROKER, 1997).
In Deutschland sind als Progestagene fir die Binohsttion und Zyklussynchronisation
beim Rind das Chlormadinonacetat (Chlor-Acetoxygesteron = CAP) und das, P
zugelassen. Chlormadinon ist ein oral wirksameshgfisches Progestagen mit mehrfach
hoherer gestagener Wirksamkeit al{iPROKER, 1997).

Als Trager fur R kénnen Intravaginalpessare verwendet werden (RATNB@t al., 1998,
2001). Die in Deutschland fir das Rind zugelassénigavaginalpessare bestehen aus einem
Nylon-Kern (CIDR) oder einer Metallfeder (PRID-alpRamit Silikon-Ummantelung, in
welche R impréagniert ist. Durch das intravaginale Einsetden Pessare kann, Rontrolliert
langsam freigegeben und vom Tierorganismus gutemagiggmen werden (ROCHE, 1978;
RATHBONE et al., 1998). Dadurch wird die Freisetgwon LH/FSH in der Hypophyse
gehemmt und eine Zyklusblockade (Zyklusverlangeyweyvirkt. Nach dem Entfernen der
Spange sinkt der jSpiegel wodurch es zum Follikelwachstum und anschlieRend zu
Ovulation kommt. Eine PGEApplikation um den Zeitpunkt der Entnahme des Bmw@ss
bewirkt die Rickbildung eines ggf. vorhandenen QCid wrmdglicht eine Verkirzung der
Lutealphase (RATHBONE et al., 2001). Bei einem R@F,, kombinierten Verfahren kann
die Behandlung mit dem ,R/aginalpessar bis auf 7 Tage verkirzt und der
Synchronisationseffekt verbessert werden (ODDEQYL99

Eine weitere Indikation der R/aginalpessare beim Rind ist die Brunstindukti@i buvor
Uber einen langeren Zeitraum andstrischen Tieréa. \erwendung der Pessare (PR)D
fuhrte bei einem Anteil der Tiere zu eitrigen Vagden, wodurch jedoch die
Konzeptionsraten nach kinstlicher Besamung gegergiber Kontrollgruppe nicht negativ
beeinflusst wurden (WALSH et al., 20073a).
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2.3.2.4 Kombinationsbehandlungen mit Gestagene®zutationssynchronisation

Weitere Mdglichkeiten zur Brunstsynchronisationtbben in GnRH-Gestagen-P&+Fund
E,-Benzoat-Gestagen-PgHKombinationen (LANE et al., 2001a, 2001b). Dab&idwsnRH
oder & beim intravaginalen Einsetzen des Pessars applibex Verweildauer des Pessars
betragt 7-8 Tage und den Tieren wird 24 h vor den&hme PGJ; verabreicht (RYAN et al.,
1995). Die mit i kombinierte Behandlung hat sich in vielen Untehgungen als gut geeignet
fur die Steuerung von Follikelwellen und zur Ovidassynchronisation erwiesen (BO et al.,
1993; BURKE et al., 1999; LANE et al.,, 200la, 2001bie E-173 enthaltenden
Tierarzneimittel sind jedoch in der EU seit eini@eit fur Lebensmittel liefernde Tiere nicht
mehr zugelassen (LANE et al., 2008).

DarUber hinaus kénnen die Intravaginalpessare otierngErgebnissen in Programmen zur
Ovulationssynchronisation eingesetzt werden. Es demr dadurch meist hdohere
Graviditatsraten als beim klassischen OVSYNE$thema erzielt (Tabelle 2).

Tab. 2: Graviditatsraten nach OVSYNCHInd Gestagene zur Ovulationssynchronisation

Rind/Art Tier- Graviditatsrate (%) nach KE Autor(en), Jahr
zahl OVSYNCH® CIDR® +
OVSYNCH
Milchrind/Kiihe 27 50,0 66,7 MENG CHAO et al., 2008
Milchrind/Farsen 74 21,1 63,9 IWAKUMA et al., 2008
Milchrind/Farsen 201 k.A. 34,8-57,8
AMBROSE et al., 2008
54,1-61,8
Milchrind/Kiihe 1.318 36,4 345 BICALHO et al., 2007
Milchrind/Kiihe 634 33,0 38,0 STEVENSON et al., 2006
Fleischrind/Kiihe 107 48,6 70,8 SAKASE et al., 2005
Fleischrind/Kuhe 78 47,7 72,5 KAWATE et al., 2004
Milchrind/Kiihe 182 20,9 451 EL ZARKOUNEY et al.0@4
Fleischrind/Kihe 148 45,1 42,9 N
MARTINEZ et al., 2002
Fleischrind/Farsen 48 39,1 68,0
Milchrind/Kiihe 415 349 43,8 WALSH et al., 2007b
Milchrind/Kiihe 68 20,6 41,2 KIM et al., 2003

) k.A.= keine Angaben
%) In Abhangigkeit vom Zyklustand zu Beginn der Betlang (héhere Raten im Didstrus)
% In Abhangigkeit vom Zeitpunkt der PGFGabe (hdhere Raten PGR4 h vor CIDR-Entnahme)
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2.4  Superovulation

2.4.1 Mdglichkeiten zur Superovulation beim Rind

Eine erfolgreiche Superovulation beim Rind ist mas im Jahr 1943 mit
Hypophysenextrakten von Rindern und Schafen geluf@ASIDA et al., 1943). Fur die
kommerzielle Anwendung des ET stehen fir die Supdation seit vielen Jahren das equine
chorionic gonadotropin (eCG) und das FSH zur Varfigg(MAPLETOFT et al., 2002).

Das aus dem Serum gravider Stuten zwischen dendiéstagen 40-150 gewonnene eCG
ist ein Glykoprotein, dessen Molekulargewicht imr&@eh von 45.000-65.000 liegt und das
sowohl FSH- als auch LH-ahnliche Wirkungen entfglid@URPHY und MARTINUK, 1991).
Wegen der langen Halbwertzeit reicht fir die Supelationsinduktion beim Rind mit eCG
eine einmalige Behandlung aus (DIELEMAN et al., 3PDie lange Halbwertzeit fihrt zu
einem hoheren Potential an unerwinschten Nebenmgda, wie einer fortgesetzten
Rekrutierung von Follikeln, auch nach bereits alisjer Superovulation, was zu einer
Ubermafig lang anhaltenden,-lEonzentration im Serum durch die groRe Anzahl
Uberstandiger Follikel fuhrt (DIELEMAN et al., 1993Als Folge kommt es bei starkeren
Ovarreaktionen zu Stérungen des Spermientranspatt®iegativen Auswirkungen auf die
Superovulationsergebnisse und die Embryoqualit®&FNETOFT et al., 2002).

Durch Verabreichung eines eCG-Antiserums kann deerstimulation, d.h. der Bildung
Uberstandiger Follikel gegengesteuert werden (DMREIN et al., 1993; GOULDING et al.,
1996).

FSH ist ein dimeres Glykoprotein, dessen Molekwdaight im Bereich von 35.000 liegt. Zur
Induktion einer Mehrfachovulation beim Rind muss wegen der deutlich kirzeren
Halbwertszeit von etwa 5 h ein- bis zweimal taglidtber 3-4 Tage, je nach
Behandlungsschema appliziert werden (MAPLETOFT &t 3002). FSH wird aus
Hypophysenextrakten gewonnen, die neben FSH notdgrashiedlich hohe Mengen an LH
enthalten. FSH fordert die Bildung in den praovulatorischen Follikeln. Dasf alem
deutschen Markt zurzeit einzige kommerziell zugeage Praparat PluSeteinhaltet FSH das
von den Hypophysen geschlachteter Schweine gewomneh Im Ausland wird dafir
gleichermal3en auch kommerziell verfigbares ovirgid erwendet.

Die kommerziellen FSH-Préaparate unterscheidenisidhrem Gehalt an LH (YAMAMOTO
et al., 1993). Auch innerhalb eines Praparatesrir&chwankungen durch die verschiedenen
eCG- oder FSH-Chargen in Abhangigkeit vom FSH:LHRH&#nis auf, was die Konsistenz
des Behandlungserfolgs beeintrachtigen kann (REIRBEAINd ROHN, 1992; YAMAMOTO
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et al., 1993). Das LH hat eine positive Wirkung dig Follikel- und Oozytenreifung vor der
Luteolyse. Obwohl ein inhibitorischer Effekt des lditht genau bekannt ist, wird vermutet,
dass hohe LH-Konzentrationen das AndrogenVérhaltnis verschieben, was den Vorgang
der Follikelatresie mafligebend beeinflusst (YAMAMO#E€O0al., 1993; MAPLETOFT et al.,
2002). Ein zu hoher LH-Anteil in den FSH-Prapardtann zu Befruchtungsstérungen fuhren
(LOPES DA COSTA et al., 2001).

Die Entwicklung von synthetischen P&Rvar ein weiterer Meilenstein in der Optimierung
der Superovulationsbehandlung beim Rind (MANNS WAFS, 1976). PGk wird vom
Endometrium gegen Ende der Gelbkorperphase gehiltetfreigegeben und fihrt bei nicht
graviden Tieren zur strukturellen Ruckbildung dgklischen CL und somit zur Beendigung
der Lutealphase, wodurch die das Wachstum einesovylgtorischen Follikels
herbeifihrenden Vorgédnge angeregt werden. ;R@kkt hemmend auf die FSynthese
durch den CL, verringert seine Blutversorgung urithdiert gleichzeitig die luteale
Oxytocinproduktion (ACOSTA et al., 2002; SHIRASUN& al., 2004; MIYAMOTO et al.,
2005). Das luteale Oxytocin stimuliert wiederumesugrmehrte Freisetzung von P& Eurch
das Endometrium, was zusatzlich die Luteolyse dewiILVAE, 2000).

Nach Ruckbildung des CL wird in den heranwachserfe@dhkeln unter dem Einfluss von
FSH uber einen Anstieg der LH-Rezeptoren vermehfi/B produziert. Steigende E
Konzentrationen erhdhen durch Rickkopplungsmechaarnslie Frequenz der tonischen LH-
Sekretion, wodurch es zu einem Anstieg der pergrhéH-Konzentrationen und schliel3lich
zum praovulatorischen LH-Peak kommt. Dadurch werderOvulation und anschliel3end die
Luteinisierung der Theka-granulosa Zellen des kelti herbeigefuhrt. Die Priméareffekte des
FSH werden im Rahmen der Superovulation zur Supersérung mehrerer Tertiarfollikel,
die sich zu praovulatorischen Follikeln entwickelmd wéhrend der gleichen Brunst
ovulieren, genutzt (MAPLETOFT et al., 2002).

2.4.1.1 Zyklusabhangige Einleitung der Superovoiati

Beim konventionellen Superovulationsschema wird ajidlusabhéngige Superovulation mit
eCG oder FSH am besten in der Mitte des Zyklus l{Bfge 8-14) induziert und
anschlieBend durch eine oder zwei Injektionen v@FR ausgelost (MAPLETOFT et al.,
2002). Eine Superovulation kann jedoch grundsdtzdoch zu einem friheren Zeitpunkt
(Zyklustage 2-6) induziert werden, wenn auch mitlechteren Ergebnissen (GOULDING et
al., 1990).
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Als Nachteile der zyklusabhéngigen Superovulatieiteqp u.a die Notwendigkeit von kosten-
und zeitaufwendigen Brunstbeobachtungen und diew&lodigkeit der Einhaltung von
langeren Zeitintervallen bei wiederholten Superatiahen am gleichen Tier. Desweiteren ist
die Variabilitat der Ovarreaktion sehr grof3 undckygert jegliche Voraussage uber den
Erfolg beim ET (MAPLETOFT et al., 2002).

2.4.1.2 Zyklusunabh&ngige Einleitung der Superdiarna

Die in den letzten Jahren entwickelten Behandlwlgm®ata zur Steuerung des Zyklus und
zur Ovulationssynchronisation leisteten einen wiisben Beitrag fur die Optimierung der
Superovulation beim Rind (BO et al., 2008). Zwaraan schon in den 70er und 80er Jahren
Moglichkeiten zur Zykluskontrolle mit Gestagenendu®strogenen im Rahmen der
Superovulationsbehandlung beim Rind untersucht (R@0L975; Mc GAUGH et al., 1974),
das Wissen uUber das Follikelwachstum und die Fetifamik war aber flr einen breiteren
Einsatz noch zu luckenhaft. Nichtsdestotrotz wuddenals schon gezeigt, dass durch die
kombinierte Anwendung von Gestagenen bei jedem elgen Zyklusstand eine
Superovulation mit eCG oder FSH induziert werdennnka(VOSS et al., 1983;
TENHUMBERG et al., 1984) und man verwendete zuatieZweck bereits damals eing P
freisetzende Vaginalspirale (PRID(SCHILLING et al., 1981).

Von den verschiedenen Faktoren, welche die Ergebries Embryo-Transfers beeinflussen,
ist der ovarielle und hormonelle Status der Spendemum Zeitpunkt der
Superovulationseinleitung einer der wichtigsten (BOal., 2008). Die Ovarreaktion war
besser, wenn die Superovulation zum Zeitpunkt debildung einer neuen Follikelwelle
gestartet wurde (NASSER et al., 1993; ADAMS etE94).

Die Steuerung des Zyklus und des Follikelwachstiemmdglicht die Einleitung einer
Superovulation zu jedem beliebigen Zeitpunkt im Hgk(BO et al., 2002). Der wesentliche
Vorteil liegt darin, dass keine Brunstbeobachtungetwendig sind (BARUSELLI et al.,
2006).

Durch mechanische oder hormonelle Behandlungen kdoem die Ablation des DF der
Zyklus und das Follikelwachstum gesteuert werded @ al., 2008). Nach der Ablation des
DF kommt es 1-2 Tage spater zur Anbildung eineendtpllikelwelle (ADAMS et al., 1993;
BERGFELT et al., 1994). Bei nicht superstimuliertdireren unterdriickt der DF die
Entwicklung untergeordneter Follikel und verhindedie Rekrutierung einer neuen

Follikelwelle (ADAMS et al., 2008). Allerdings kanlieser Regelkreis nach Superstimulation
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mit FSH nicht zustande, obgleich der DF die Aushisuler Superovulation negativ
beeinflusste (STOCK et al., 1996).

Nach der Ablation des DF wird entweder eine neuléiketwelle rekrutiert oder der grofite
untergeordnete Follikel der gleichen Welle entwitkeeh zum DF (ADAMS et al., 1993). In
verschiedenen Untersuchungen wurde der Frage ngahgen, ob die Anwesenheit eines DF
zu Beginn der Superovulationsbehandlung deren detfekintrachtigt. Die Ergebnisse waren
widerspruchlich und zeigten sowohl negative (GRASSQl., 1989; GUILBAULT et al.,
1991; HUHTINEN et al., 1992; BUNGARTZ und NIEMANNL994; STOCK et al., 1996;
WOLFSDOREF et al., 1997; SHAW und GOOD, 2000; KIMakt 2001; LIMA et al., 2007)
als auch keine Einflisse (WILSON et al., 1990; GRétyal., 1992; DIAZ et al., 2001). Die
Behandlung fihrte auch nicht zu der gewilnschtenerigung der Variabilitat der
Ovarreaktion auf die Superovulation (MAPLETOFTakt 2002).

Nach BO et al. (2006) sollte mit der Superovulalmehandlung 1-2 Tage nach der
Eliminierung des DF begonnen werden. Dadurch miser Behandlungsbeginn nicht
zwangslaufig zwischen Zyklustag 8-14 liegen (BERGFEet al.,, 1997), was die
Organisation des ET wesentlich erleichtern wirde.

Die Eliminierung des DF vor Einleitung der Superaon kann mechanisch mit Hilfe des
OPU erreicht werden (BUNGARTZ und NIEMANN, 1994; BACALDO et al., 2000).
Neben den DF konnen mittels OPU gleichzeitig allikel > 5 mm entfernt werden
(BERGFELT et al., 1997; BARACALDO et al., 2000).

Eine weitere Moglichkeit zur Steuerung des Follkathstums besteht im Einsatz von Estern
des E-17p (Ex-Benzoat, -Valerat uneCypionat) in Kombination mit P(BO et al., 2006).
Obwohl diese Kombinationen sich in verschiedenetetdnchungen fur die Steuerung des
Follikelwachstums als gut geeignet erwiesen haBéh ¢t al., 2002), kommen sie wegen des
Verbotes der Anwendung von,-E73 enthaltenden Tierarzneimitteln bei Lebensmittel
liefernden Tieren in der EU und in anderen Landecht mehr in Frage (LANE et al., 2008).
Eine Alternative zum Ein Kombination mit R ist die Verwendung von GnRH oder von
porcinem Luteinisierendes Hormon (pLH) (BO et &008). Durch GnRH kommt es zur
Ovulation oder zur Luteinisierung des DF und zwagé& spater zur Anbildung einer neuen
Follikelwelle (THATCHER et al., 1993; PURSLEY et.,al995). Bei den Untersuchungen
von PURSLEY et al. (1995) zur Effektivitat des GnRfir die Steuerung des
Follikelwachstums wurden nach GnRH Ovulationsratem 85% bei Kiuhen und von
lediglich 54% bei Farsen beobachtet. Bei den wisth Tieren fiihrte die Behandlung nicht

zur Anbildung einer neuen Follikelwelle bzw. estdra keine Ovulationen auf. In einer
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anderen Studie zum Vergleich der Anwendung von pbH GnRH ovulierten lediglich 62%
bzw. 44% der behandelten Kihe (COLAZO et al., 200\)s diesen Grinden wird die
Behandlung mit GnRH oder pLH =zur Steuerung des ikeWlachstums fur
Superovulationszwecke als unsicher angesehen (B0 €008).

Gestagene werden seit vielen Jahren fur die Brohsktion und Brunstsynchronisation
eingesetzt (RATHBONE et al.,, 1998). Sie wurden abeheits in den 80er Jahren in
Superovulationsschemata integriert (SCHILLING et &B81). Die Gestagene kdnnen auf
verschiedene Weise appliziert werden, wobei fireBoyulationszwecke meistens dig- P
freisetzenden Vaginalpessare verwendet werden (RBORE et al., 1998; BARUSELLI et
al., 2006; BO et al., 2008). Die Behandlung filhmir zAufrechterhaltung einer
gelbkorperahnlichen Phase mit Hemmung der hypoplgs&onadotropin-Ausschittung.
Nach Absetzen des Pessars kommt es Uber deXbfBIl zu einem praovulatorischen
Gonadotropinanstieg, so dass anschlieRend die Bunts die Ovulation gezielt induziert
werden (RATHBONE et al., 2001). An ovariektomiertéithen wurde beobachtet, dass im
Laufe der Behandlung mitfreisetzenden Pessaren die Serumprogesteronkoatzent
kontinuierlich abfallt (MUNRO, 1987). Auch bei emsublutealen PKonzentration wird der
LH-Peak wahrend der gesamten Behandlungsdauemgegich unterdriickt (SAVIO et al.,
1993b). Durch Einsatz depfreisetzenden Pessare in Kombination mit der Aqapion von
PGFRy, kurz vor oder beim Auszug des Pessars kann diarigihngsdauer verkirzt werden
(RATHBONE et al., 1998). Die Hreisetzenden Pessare kénnen fur die zyklusunajdin
Einleitung einer Superovulation verwendet werdeobe die Behandlung mit FSH bereits 2-
3 Tage nach dem Einsetzen des Pessars gestartiemvkemn (BARUSELLI et al., 2006; BO
et al., 2008). Die Applikation von pLH oder GnRHchadem Absetzen des Pessars erlaubt
bei superovulierten Tieren die Durchfihrung vormieorientierten Besamungen, ohne die
Notwendigkeit von Brunstbeobachtungen (BARUSELLIat 2006; BO et al., 2006).
Zyklusunabhangige Superovulationsschemata mit Viedweg von Vaginalpessaren konnten
von vielen Autoren erfolgreich eingesetzt werdenhneo dass es dabei zu einer
Verschlechterung der Ergebnisse gegeniber dem hkbarmellen ET gekommen ware.
(ANDRADE et al., 2003; TAKEDOMI et al., 2005; BARWELLI et al., 2006; BARATI et al.
2006; SON et al. 2007a, 2007b)
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2.4.1.3 Wiederholte Superovulation

In verschiedenen Untersuchungen wurden die Eimgituon Superovulationen und die
Embryoentnahmen in bestimmten Zeitabstanden wietteran den gleichen Tieren
durchgefihrt (CHRISTIE et al., 1979; DONALDSON uR&RRY, 1983; HASLER et al.,
1983; LAMBERSON und LAMBETH, 1986; BASTIDAS und RAMEL, 1987; HAHN et
al., 1987; DORN et al., 1991; TOTEY et al., 199RARE et al.,, 1997; OIKAWA et al.,
1998; TONHATI et al., 1999; TROPPMANN, 2000). Eidlesammenfassung der Ergebnisse

wiederholter Superovulationen zeigt die Tabelle 3.

Tab. 3: Ergebnisse wiederholter Superovulationen und Eg#grgnahmen beim Rind

Zeit- .
Tier- Anzahl Eizellen u. Embryonen/ ET-tgl. Embryonen
Autor(en), Jahr e Abstand y g 4
zahl pro Embryoentnahme
(Tage)
(Nr. derEmbryoentnahmpe 1) ) 3) @4) () ) (7) (8) (9. (0)
CHRISTIE et al., 1
1979 14 k.A. 5 2 3 4 3
DONALDSON und 1
PERRY, 1083 1.192 k.A. -/6 -/6 -/5 -/6 -/5 -/5 -/5 -/6 -/5 -/5
HASLER et al., 1983 1.000 k.Al 11/8 11/8 11/8 13/7 9/6 8/4 10/5 10/3 10/5 13/6
LAMBERSON und 1
LAMBETH, 1986 75 k.A.: 9/5 10/5 9/8
BASTIDAS und 813 65 o/6 85 7/4 T7/4 32 53

RANDEL, 1987
HAHN et al., 1987 1.242 k.A! 11/9 13/10 10/7 13/9 (gut geeignete Spender)

9/6 9/6 9/6 7/4 (mittelmaRig geeignete Spender)
5/3 4/3 5/3 4/2 (schlecht geeignete Spender)

DORN et al., 1991 5 35 17/11 4/2 9/6 7/5 6/4

TOTEY et al., 1992 7 90-120 6/2 5/4 3/2 3/2 32

FRARE et al., 1997 62 40 14/6 10/5 12/6 11/6 12/9 10/8 4/4 5/4
70 14/8 12/6 19/9 28/11

OIKAWA et al., 1998 9 63 9/6 11/8 7/5

TONHATI et al.,

1 - - - - -
1999 2.941 kA /6 -6 -7 -6 -7

TROPPMANN, 2000 10° 35-126  27/1618/9 17/10 18/8 17/1019/10 17/9 19/10 14/8 17/8

) k.A.= keine Angaberf) Nur gut geeignete Spender

Nach Ansicht von LAMBERSON und LAMBETH (1986) werde2-3 Superovulationen
bendtigt, um eine Aussage Uber die Eignung eineendgs flur wiederholte
Embryoentnahmen treffen zu kénnen. HAHN et al. Pd9f=ben die Wahrscheinlichkeit dass

bei einem Spender von einer bereits stattgefundé&hgrerovulation auf das Ergebnis der
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nachsten geschlossen werden kann mit 20% an. NechEvwnbryoentnahmen lag diese
Wabhrscheinlichkeit bei 50% (HAHN et al., 1987). &iAufstellung der in verschiedenen
Untersuchungen berechneten Heritabilitaten undWiederholbarkeiten der Ovarreaktion
nach Superovulation und der gewonnenen Eizellenfizonen pro Spendertier zeigt die
Tabelle 4.

Tab. 4: Heritabilitdt und Wiederholbarkeit von ET-Ergelsea beim Rind

Heritabilitat Wiederholbarkeit
. Embryo- . -
Tier- Ovar- | Eizellen/ | Ovar- | Eizellen/
Autor(en), Jahr Entnahme . .
zahl n reaktio | Embryone| reaktio | Embryon
n n n en
TONHATI et al., 1999 | 2.941 5.387 k.A. 0,03 % 0,13
BENYEI et al., 2004 28+28 235 0,234 0,159 0,386 0,301
0,47- 0,47-
PEIXOTO et al., 2004 475 1.036 0,20-0,65 0,47-0,51
0,57 0,51
KONIG et al., 2007 2.489 4.196 0,231 0,021

) k.A.= keine Angaberf) transfertaugliche Embryonet);Miitter + Tochter

Viele Autoren haben bei den Spendern eine TendenzUgklaufigen Ergebnissen mit
steigender Anzahl wiederholter Superovulationenbbebtet. Auch die Variabilitat der
Ovarreaktionen war in diesen Untersuchungen betrélch(LUBBADEH et al., 1980;
DONALDSON und PERRY, 1983; BASTIDAS und RANDEL, IR8GRANDKE et al.,
1990; TOTEY et al., 1992).

TONHATI et al. (1999) konnten an einer gro3erenrZael bei bis zu funfmal wiederholt
durchgefuhrten Superovulationen eine durchweg kmtstAnzahl an Eizellen/Embryonen
und an transfertauglichen Embryonen pro Embryodmteabeobachten. Allerdings wurde
auch bei dieser Untersuchung eine grofR3e Variabilgi den Ovarreaktionen, sowohl
innerhalb eines Spenders, als auch zwischen dend8pe beobachtet. MONNIAUX et al.
(1983), LERNER et al. (1986) und GRANDKE et al. 909 konnten im Laufe wiederholter
Embryoentnahmen bei Dauerspendern keine Tendenzickldufigen Ergebnissen mit
steigender Anzahl wiederholter Embryoentnahmerstielétn.

Nach HAHN (1988) sollte der Zeitabstand zwischen eizvaufeinander folgenden
Embryoentnahmen am gleichen Tier mindestens 50 batyagen. Bei FRARE (1997) betrug
das Intervall zwischen Embryoentnahmen in einern8eegruppe, die 5-mal wiederholt
behandelt wurde, 60-90 Tage. In einer zweiten Geuppurden 8-mal wiederholte
Embryoentnahmen im Abstand von 35 Tagen durchgefiie Unterschiede zwischen den
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Ergebnissen der Embryoentnahme beider Gruppen vimgcknsignifikant. Zu vergleichbaren
Ergebnissen kam auch BUSSE (1995), der den Einflues Wiederholungen bei
Embryoentnahmen am gleichen Tier im 6-wochigen RMys untersuchte und die
Ergebnisse mit einer Kontrollgruppe mit Wiederhaen in langeren Zeitabstanden verglich.
Bei TROPPMANN (2000) wurden 14 selektierte Dauensiee in 35-126-tagigen Intervallen
bis zu 24-mal wiederholt superovuliert. Dabei wurdem Durchschnitt 17,3
Eizellen/Embryonen pro Embryoentnahme gewonnen, omaw8,9 transfertaugliche
Embryonen. TROPPMANN (2000) folgerte, dass durckderholte Embryoentnahmen im
Durchschnitt 80 transfertaugliche Embryonen pro nfipe und Jahr gewonnen werden
kénnen, wenn das Intervall zwischen den Superaenisibehandlungen 40 Tage betragt. Auf
der Grundlage ihrer Ergebnisse konnen nach TROPPNMAND00) dagegen mittels OPU und
IVP pro Jahr und Spender im Durchschnitt 92 tratesfigliche Embryonen erzeugt werden.
Nach TROPPMANN (2000) stellt die OPU mit der IVReikonkurrenzfahige Alternative zu
dem konventionellen ET dar.
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2.5  Untersuchungen zu Faktoren die die Ergebniss®n SO/ET beeinflussen

Neben der individuellen Veranlagung wird eine Vadlzanderer Faktoren als Ursache fur die
erhebliche Variabilitdt der Ergebnisse des ET geselGrundsatzlich ist hierbei zwischen
tierspezifischen (intrinsischen) und umweltbedingte(extrinsischen) Faktoren zu
unterscheiden (Tabelle 5). Unter stationdren Bediggn jedoch kdnnen Umwelteinfllisse
konstant gehalten und verschiedene tierspezifisoldebehandlungsbedingte Einflisse besser
untersucht werden.

Auf einige dieser Faktoren wurde bereits in vorgaggenen Kapiteln eingegangen, die

Ubrigen sollen hier naher erlautert werden.

Tab. 5: Einflussfaktoren auf die Superovulationsergebnigssan Rind (modifiziert nach
NIEMANN und MEINECKE, 1993; BREM, 1999; KAFI und MGOWAN, 1997)

Tierspezifische (Intrinsische) Faktoren Umweltbedingte (Extrinsische) Faktoren
Rasse Jahreszeit und Klima
Paritat und Alter Stress
Biologische Rastzeit und Geburtsverlauf Futterung
Gesundheitszustand Haltungssystem
Kdrpergewicht Besamung
Milchleistung und Laktationsstadium Verwendetes &iwiropin
Individuelle Veranlagung und Abstammung Behandlungsschemata und —zeitraum
Dominanter Follikel (DF) Wiederholte Superovulationen

! Siehe vorangegangene Kapitel
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2.5.1 Tierspezifische (Intrinsische) Faktoren

2.5.1.1 Rasse

Tiere einzelner Rinderrassen reagieren untersabiredluf die Superovulationsbehandlung.
Im Allgemeinen werden die Zweinutzungs- und Fleiasken im Vergleich zu den
milchbetonten Rassen als besser geeignet ange$8katiLLING, 1982; LEROY et al.,
2005). Nach Angaben in den Jahresberichten der it&gemeinschaft Deutscher
Rinderzichter (ADR) eignen sich die Rassen Deussdileckvieh (DFV), Rotvieh und
Gelbvieh besonders gut fir den ET, wobei verhatiaisig wenige Embryoentnahmen bei
Rot- bzw. Gelbvieh stattfanden (Tabelle 6). KING ai. (1995) stellten bei
Chromosomenanalysen fest, dass Embryonen der Ra$sistein-Friesian mehr
Erbgutschaden aufwiesen die anderer Rassen.

Bos indicus Rinder unterscheiden sich in einigeam &T betreffenden, Aspekten von Bos
taurus Rindern. So werden haufig kleinere Follibelobachtet und die Tiere reagieren
empfindlicher auf Gonadotropine. Aul3erdem ist dreri8t beim Bos indicus im Vergleich
kirzer und die Brunstsymptome treten nachts stdmaror (BARUSELLI et al., 2006)

Tab. 6: Durchschnittliche Anzahl der ET-tgl. Embryonen &osaventionellem ET nach
Rasse in Deutschland (ADR Jahresbericht, 2004)

Anzahl Durchschnittliche Anzahl
Rasse E ET-tgl. Embryonen
mbryoentnahmen
pro Embryoentnahme

Holstein-Schwarzbunt 1753 5,3
Holstein-Rotbunt 173 8,2
DFV 672 9,3
Braunvieh 132 7,4
Rotvieh 18 10,7
Gelbvieh 38 9,2

2.5.1.2 Paritat und Alter

Ein Faktor mit groBem Einfluss auf das Ergebnis 8aperovulationsbehandlung ist die
Paritdt des Spendertieres. Farsen produzieren remmgase weniger ET-tgl. Embryonen als
Kihe und reagieren empfindlicher auf die Superdiwariabehandlung (JANOWITZ, 1991).
Die Variabilitat in den Resultaten ist grol3er ured Anteil der Embryoentnahmen ohne oder
mit nur einem ET-tgl. Embryo ist hoher als bei KA{@ANOWITZ, 1991).
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Verschiedene Autoren konnten jedoch keinen Einfldss Paritat auf die Qualitat der
Embryonen feststellen (HASLER et al., 1983; WALTQMNd STUBBINGS, 1986) oder
erhielten bei Farsen sogar bessere Resultate (SONAE, 1982; LOPES DA COSTA et al.,
2001; CHAGAS E SILVA et al., 2002; LEROQY et al.,(5).

In engem Zusammenhang mit der Paritat der Tierat die Alter. GLATZEL et al. (1999)
konnten die meisten Embryonen bei Spenderkihen lier &on 5,0-6,0 Jahren gewinnen.
LERNER et al. (1986) gaben 5,6 Jahre als das o[imalter fur eine
Superovulationsbehandlung an. Mit héherem Alter Tiere werden die Ergebnisse wieder
schlechter (SCHILLING, 1982; DONALDSON, 1984; GLAEL et al., 1999). HASLER et
al. (1983) gaben die Grenze hierflir mit 10 JahrenGaund hierfur ist nach LERNER et al.
(1986) eine verminderte Antwort auf die Gonadotnbehandlung, weshalb hohere Mengen
an FSH appliziert werden sollten. DESAULNIERS et 41995) zeigten, dass mit
zunehmendem Alter haufiger Funktionsstérungen aari@n und Uterus auftreten kdnnen,
die ohne eine Superovulationsbehandlung nicht Berffavirden.

AX et al. (2005) zeigten, dass eine Superovulatioml Embryoentnahme grundsatzlich
bereits ab einem Alter von 10 Monaten mdglich aéine negativen Einfluss auf die spéatere

Fruchtbarkeit und Leistung der Tiere.

2.5.1.3 Biologische Rastzeit und Geburtsverlauf

Der Verlauf der letzten Geburt kann Auswirkungen f aden Erfolg der
Superovulationsbehandlung haben. So liefern lauRGACH (1997) Tiere mit niedrigem
KB-Index und kurzer Zwischenkalbezeit, nach komgiinsloser Graviditdt und
Geburtsverlauf sowie einem ungestdrten Puerperinoh @inem regelmalligen Zyklus mit
deutlichen Brunstsymptomen bereits vier Wochen pagum, die besten ET-Ergebnisse.
Die Bedeutung der Rastzeit nach der letzten Gebird in der Literatur widersprichlich
diskutiert.  SCHILLING (1982) konnte die besten Re&se bei einer
Superovulationsbehandlung nach einer Rastzeit @06 Tagen erzielen. SEIDEL et al.
(1978) empfehlen eine Rastzeit von 75 Tagen. HASIEERI. (1983) erzielten die besten
Ergebnisse nach einer Rastzeit von 151- 300 T#&EON et al. (1986) dagegen konnten
keinen Zusammenhang zwischen der Rastzeit und dfaig Ber Superovulationsbehandlung
feststellen.
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2.5.1.4 Gesundheitszustand

Voraussetzung fur gute Resultate beim ET ist eterg@Gesundheitszustand der Spendertiere
(STROUD und HASLER, 2006). Bereits die fur die Swpelation notwendige
Hormonbehandlung stellt eine Belastung der Rinder(NIEMANN und MEINECKE, 1993)
und jegliche weitere klinische Stérung im Behandigeitraum kann die Quantitat und die
Qualitat der Embryonen negativ beeinflussen (GLALZEet al.,, 1999). Auch
Futtermittelintoxikationen und  Endoparasitenbehangén zum  Zeitpunkt  der
Superovulationsbehandlung haben einen schéadigerigiafluss auf die Qualitdt der
Embryonen (GORLACH, 1997). KAFI et al. (1994, 1996)tersuchten die Auswirkungen
inapparenter BVD/MD-Infektionen auf die Ergebnisser Embryoentnahme nach
Superovulation. Sie fanden heraus, dass die Ovunktite bei Farsen der Rasse Holstein-
Friesian, die zum Zeitpunkt der Besamung mit BViziert waren, tendenziell niedriger war
(KAFI et al., 1996) und diese Tiere signifikant wger ET-tgl. Embryonen lieferten (KAFI et
al., 1994).

Nach BUSSE (1995) stellt eine gynakologische Unigrang der Spendertiere ein wichtiges
Kriterium fir die Auswahl von Spendertieren dar.efé mit Fruchtbarkeitsstérungen
produzieren signifikant weniger ET-tgl. Embryonemdueagieren teilweise tberhaupt nicht
auf die Superovulationsbehandlung (HASLER et &83).

Einige Fruchtbarkeitsstorungen werden trotz grioh@ii Kklinischer Untersuchung nicht
erkannt, wie beispielsweise Verklebungen der HEiteitvas trotz guter Ovarreaktion zu
schlechten Ergebnissen beim ET fuhren kann (BOWEAL £1978).

Eine besondere Stellung kommt den subklinischenoBedritiden zu, die aufgrund ihrer
klinischen Inapperenz nicht erkannt werden, undsehblechten Ergebnissen flihren. So
lieferten klinisch unaufféllige Spendertiere mitbklinischen Infektionen, die histologisch
und bakteriologisch an Bioptaten bzw. Spulprobemgudostiziert wurden, signifikant weniger
ET-tgl. Embryonen (MULLER, 1988).

2.5.1.5 Korpergewicht

YAKUUB et al. (1999) kamen zu dem Ergebnis, dass Bm&hrungszustand und die
Energiebilanz der Spendertiere das Ergebnis einper8Svulationsbehandlung beeinflussen.
Tiere mit einem Body condition score (BCS) von 8,0-lieferten schlechtere Ergebnisse bei

der Embryoentnahme und zeigten haufiger zystisciiékél als Spender mit einem BCS von
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2,5-3,0 (SIDDIQUI et al., 2002). Zu einem ahnlichiergebnis kamen KADOKAWA et al.
(2008), bei denen sich Tiere mit einem BCS zwiscBghund 3,3 in den Ergebnissen der
Embryoentnahme nicht signifikant unterschiedent BEts einem BCS von 3,5 wurde ein

negativer Effekt auf die Ergebnisse bemerkbar.

2.5.1.6 Milchleistung und Laktationsstadium

Der Einfluss des Laktationsstadiums und der Milstlang auf die ET-Ergebnisse wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Bei laktierendefiiien werden mehr ET-tgl. Embryonen als
bei trockenstehenden Spendern gewonnen (SCHILLINEB2; HASLER et al., 1983). Bei
hoher Milchleistung wird allerdings das Gegenteieobachtet. In verschiedenen
Untersuchungen wurde ein negativer Einfluss holegstungen auf die Quantitat und Qualitat
der gewonnenen Embryonen festgestellt (BUSSE, 19GRATZEL et al.,, 1999;
MANCIAUX et al.,, 2000; LEROY et al., 2005). Erklardasst sich dies durch die in der
frihen Laktation auftretende Diskrepanz zwischeergiebilanz und Leistung, was bei einer
Hochleistung zu Fertilitatsstorungen fihren kanARKund MCGOWAN, 1997). GLATZEL
et al. (1999) stellten ab einer Milchleistung vdkg/Tag einen signifikanten Einfluss auf das
Ergebnis der Embryoentnahme fest. MANCIAUX et &0(0) erkannten diese Grenze fir
Montbeliardkihe bei einer 305 Tagesleistung vonmaé&h11.000 kg Milch.

Neben der Milchmenge hat auch deren Zusammense&zneg Einfluss auf das Ergebnis der
Embryoentnahme. So fand MOHRLE (1999) heraus, HasSpenderkiihen der Rasse DFV
anfangs eine positive Korrelation zwischen der Ahzier gewonnenen Embryonen und dem
Milchfettgehalt bestand (0,5 zusatzliche Embryopea 0,1 % hoherem Milchfettgehalt).
Steigt jedoch der Fettgehalt tber 4,5 % oder liegtFett-Eiweil3quotient tGber 1,3 so sinkt die
Zahl der Eizellen/Embryonen und der ET-tgl. Embmigion

2.5.1.7 Individuelle Veranlagung und Abstammung

Nach GLATZEL et al. (1999) ist die Variabilitat d€varreaktion auf die Superovulation
betrachtlich, was eine Voraussage uber den Erfadg Behandlung sehr erschwert.
Verschiedenen Autoren zufolge lassen die Ergebnisseorangegangener
Superovulationsbehandlungen Ruckschlisse auf diwiduelle Eignung der Spender zu
(LAMBERSON und LAMBETH, 1986; HAHN, 1987; TROPPMANIX000).
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Viele Autoren stellten einen genetischen Einflussdas Ergebnis der Embryoentnahme fest
(SEIDEL et al., 1978; LINDNER und WRIGHT, 1983; MANAUX et al., 2000; PONSART
et al., 2001). Nach KING et al. (1985) und BROADBEMNt al. (1991) lie3e sich durch
gezielte Selektion auf ET-Eignung der Erfolg vonBfbgrammen deutlich steigern.
ALVAREZ et al. (2005) untersuchten die Effekte Mmzucht unter Mantiqueira Rindern auf
das Ergebnis der Superovulationsbehandlung. Siegterei dass bei einem
Inzuchtkoeffizienten von tber 9% die Qualitat demtifyonen vermindert war.

TSILIGIANNI et al. (2007) untersuchten den Einfludsr Aktivitat von Glycosidasen (Beta-
N-Acetyloglucosaminidase, Alpha-Mannosidase uncdaBg&alactosidase) im Uterussekret auf
die Ergebnisse der Embryoentnahme. Sie erkannterbdii eine positive Korrelation
zwischen der Beta-NAGASE (Beta-N-acetyloglucosadase)-Aktivitat und der Anzahl
gewonnener Eizellen/Embryonen und dem Anteil ETHghbryonen.

CHOREFI et al. (2007) beobachteten, dass hohe Semmektrationen von Mg und K mit
einer hoheren, eine hohe Aktivitdt von Kreatinirdse jedoch mit einer niedrigeren Anzahl
an ET-tgl Embryonen in Zusammenhang stehen.

Einen neuen Ansatz stellen die Ergebnisse von RACA. (2008) dar. Sie versuchten, ahnlich
wie in der Humanmedizin, durch Messung des Plashadtgean AMH (Anti-Muller Hormon)
eine Voraussage Uber die Reaktion auf die Supeabwul zu treffen. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass Tiere mit einem hohen AMH-Plasmaspiauch die héchsten Reaktionen
zeigten und umgekehrt diejenigen mit einer niedrig®H-Konzentration die schlechtesten.
Bei einer wiederholten Untersuchung nach 3 MonatEgte sich zudem dass der jeweilige
AMH-Plasmaspiegel der einzelnen Tier gleichgeblelar, also charakteristisch fur diese zu
sein scheint.

IRELAND et al. (2007) stellten einen Zusammenhawgsehen der Anzahl der Follikel eines

Spenders vor Einleitung einer Superovulation unrdQlearreaktion fest.

2.5.2 Umweltbedingte (Extrinsische) Faktoren

2.5.2.1 Jahreszeit und Klima

Der Einfluss von Jahreszeit und Klima auf die Ergefe der Superovulation wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Ein Teil der Augor konnte keinen signifikanten Einfluss auf

das Resultat einer Superovulationsbehandlung édstst(MISRA et al., 1999; BARATI et
al., 2006) oder lediglich geringe Abweichungen (HAR et al., 1983).
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Andere Autoren stellten jedoch Unterschiede in &egebnissen in Abhangigkeit von der
Jahreszeit fest (ROMAN-PONCE et al., 1978; PUTNE¥alg 1989; BENYEI et al., 2003;
MARQUEZ et al., 2005).

PUTNEY et al. (1989) stellten zwar keinen Effekt dahreszeit auf die Ovarreaktion nach
Superovulation, jedoch auf die Qualitat der geworeneEmbryonen fest. Als Ursache nennen
sie den Hitzestress, der zu einer reduzierten fauttieahme und zu energetischen Defiziten
fuhren kann. Als Folge sinkt der Insulin- und Glsespiegel was sich einerseits negativ auf
die Follikelreifung und andererseits positiv aufe dQualitédt der Eizellen auswirkt
(O'CALLAGHAN und BOLAND, 1999). Glucose ist Hauptergielieferant des Ovars
(RABIEE et al., 1997) und besitzt somit ebenfalisea stimulierenden Einfluss auf das
Follikelwachstum. Eine Hypoglykédmie unterdriickt eod die pulsatile LH-Sekretion,
wodurch Ovulationsstérungen und Zysten vermehtretigh (JOLLY et al., 1995).

MARQUEZ et al. (2005) untersuchten in tropischerbi&en den Einfluss der Jahreszeit auf
die ET-Ergebnisse. Sie kamen zu dem Schluss, dabsyBnen die wéahrend der Trockenzeit
gewonnen wurden morphologisch schlechter warensalishe die wahrend der Regenzeit
gewonnen wurden.

BENYEI et al. (2003) untersuchten die Auswirkungeées El Nino Phanomens auf die
Reaktion von Spenderkihen auf die Superovulatian.l®hen Temperaturen wurde durch
den Hitzestress ein negativer Einfluss auf Embrggoalitdt, Ovarreaktion und
Embryonenproduktion ermittelt.

Nach ROMAN-PONCE et al. (1978) bewirken hohe Umgestemperaturen eine schlechte
Embryonenqualitat, was in den Untersuchungen voviERIA und HANSEN (2001) und
(WOLFENSON et al., 1997) vermehrt zum frihen Embsittod flihrte.

2.5.2.2 Stress

Als Stress kann im Allgemeinen jede Umweltverandgrum Lebensraum der Tiere
angesehen werden, was zu Fruchtbarkeitsstérungen(ROBSON et al., 2001). Sowohl der
Transport der Tiere selbst als auch der Umgebungse¢ wahrend einer
Superovulationsbehandlung wirken sich negativ aig 8uperovulationsergebnisse aus
(EDWARDS et al., 1987). Auch die Rangordnung deerjer in der Herde ubt einen
negativen Einfluss auf die Ergebnisse aus. So lexmierangniedrigere Tiere die mit
ranghdheren zusammen gehalten wurden im SchidiE Pstgl. Embryonen weniger als nach

Trennung der rangniederen Spender in einer sepafatappe (GLATZEL et al., 1999).
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Stress fuhrt zur schnellen Ausschittung von ACTHdwech es zu einer erhéhten Sekretion
von Kortikosteroiden in der Nebenniere kommt (ST@BEnd MOBERG, 1982b;
GWAZDAUSKAS, 1972). Dadurch wird AWAGNER et al., 1972) und,EL78 (LUNAAS,
1970) induziert. Die basale Plasmakonzentrationluérund GnRH (DOBSON und SMITH,
2000) und der praovulatorische Anstieg von LH (SBEBE und MOBERG, 1982a) wird
durch den Stress unterdrickt und digPeoduktion durch langsamer wachsende Follikel
vermindert (DOBSON und SMITH, 2000). Dies kann zwf@tionsstorungen (MATTERI et
al., 1982), bzw. zu einer verminderten Ovulatiotesriihren (EDWARDS et al., 1987).
DOBSON und SMITH (2000) beobachteten nach Behamgdlder Tiere mit exogenem
ACTH, dass das aus der Nebenniere freigesetzteisGlorzu einer verminderten
Empfindlichkeit der Ovarien gegeniiber exogenen @otrapinen fihrt, was sich laut
EDWARDS et al. (1987) und TRIBULO et al. (1993) atg auf die Ovarreaktion nach

Superovulationsbehandlung auswirkt.

2.5.2.3 Fitterung

NOLAN et al. (1998) zeigten, dass eine restrikinigterung von Spendertieren kurz vor und
wéhrend einer Superovulationsbehandlung einenipesiEffekt auf die Ovarreaktionen und
die Embryonenqualitat ausiben kann. Eine abrupteingerung der Nahrungsaufnahme
kann sich negativ auf die Qualitat der Embryoneswaiken (YAAKUB et al., 1997).
Verschiedene Autoren berichteten Uber negative Alkawgen einer energetischen
Uberversorgung der Spender auf das Ergebnis deryBettnahme. Bei einem Vergleich
von Spendern mit schlechten (< 3 ET-tgl. EmbrygnemittelmaRigen (3-6 ET-tgl.
Embryonen) und guten (> 6 ET-tgl. Embryonen) Reseh stellten NIBART et al. (1997)
einen Zusammenhang zwischen der Energieversorgengidre und den Ergebnissen fest.
SIDDIQUI et al. (2002) bildeten zwei Gruppen augEpern, von denen eine bedarfsgerecht
erndhrt (Gruppe 1) und die andere Uuberversorgt evui@ruppe 2). Bei Beginn der
Superovulationsbehandlung lagen BCS und Korperdevder Tiere aus Gruppe 2 deutlich
Uber denen der Tiere aus Gruppe 1. Die Tiere upfe 2 lieferten im Gegensatz zu denen in
Gruppe 1 keine Embryonen, und neigten vermehrt\arfysten.

Durch erhohte Insulinwerte wird die LH-Freisetzumgrmindert und es treten vermehrt
Ovarialzysten bei Tieren mit hohem BCS auf (DOWNINGd SCARAMUZZI, 1997). In
engem Zusammenhang mit dem Insulin und dem Erngbrustand der Tiere stehen die
Insulin-like growth factors (O'CALLAGHAN und BOLAND1999). Tiere mit einem extrem
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niedrigen oder hohen BCS zeigen eine geringere IIGKenzentration in der
Follikelflissigkeit als Tiere mit einem durchschichen BCS (RAYAN et al., 1994). IGF-I
ist an der Sensibilisierung der Granulosa-Zellegegéiber Gonadotropinen, an der Reifung
der Oozyten und an der frihen Embryonalentwickloeigiligt (KANE et al., 1997).

GONG et al. (2002) konnten die Ovarreaktionen v&bm, indem sie Jungrinder 3 Wochen
vor der Superovulation mit doppeltem Erhaltungsbiedarsorgten. Auch GUTIERREZ et al.
(1997) zeigten, dass bei Farsen die Anzahl klerrfeotlikel (< 4 mm) durch eine kurzfristige
Steigerung der Energiezufuhr erhéht werden kann.

MIKKOLA et al. (2005) untersuchten die Auswirkungrgchiedener Anteile von Rohprotein
in der Futterration auf das Ergebnis der Superdnusbehandlung. Finnische Ayrshire
Farsen erhielten isoenergetische Rationen mit el@n®4% oder 18% Gehalt an Rohprotein.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass weder die Reaktibrdie Superovulation noch die
Gesamtzahl der gewonnenen Embryonen oder die AndehlET-tgl. Embryonen vom
Rohproteingehalt des Futters beeinflusst wurdeferdings war der Anteil an Embryonen
schlechter Qualitat in der Gruppe mit dem niedegeRohproteingehalt hoher. HUMBLOT
et al. (1998) erkannten eine signifikant negativarilation zwischen einer hohen Menge
verdaulichen Proteins in der Futterration und dezahl an ET-tgl. Embryonen.

PETIT et al. (2008) beobachteten, dass die Vertiittg von Leinsamen, die einen erhdhten
Gehalt an N-3 Fettsauren aufweisen, negative Alswgen auf die Qualitat der Embryonen
hat. BADER et al. (2005) gaben Kiihen praparta¢ @rhohte Menge an fettreicher Nahrung
(Sojabohnen) und uberpruften den Effekt auf einehfudgende Superovulation. Sie konnten
jedoch keine Unterschiede bezuglich der Gesamgalbnnener Embryonen, der Anzahl der
ET-tgl. Embryonen, der degenerierten Embryonen oder unbefruchteten Eizellen
feststellen.

Bei einer ausgewogenen Ration, die die Spureneleersorgung sicherstellt, spielt es keine
Rolle, aus welcher Quelle (anorganisch oder orgahisliese Spurenelemente stammen
(LAMB et al., 2008).

SALES et al. (2008), behandelten Kihe und Farsehrem@l der Superovulation mit
intramuskularen Injektionen von Beta-Carotin in Madung mit Tocopherol (800 mg Beta-
Carotin und 500 mg Tocopherol sowie 1200 mg Beteetm und 750 mg Tocopherol). Die
Behandlung Ubte bei Kiihen einen positiven Einfiusd bei Farsen einen negativen Einfluss

auf die Embryonenqualitat aus.
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2.5.2.4 Haltungssystem

HANSELMANN (1995) verglich die Haltungssysteme Lstall, Anbindehaltung und
Weidegang miteinander und konnte bei SpendertieténVeidegang im Schnitt 2,2 mehr
ET-tgl. Embryonen pro Behandlung als bei TiereBtallhaltung gewinnen.

HOFMANN (2005) dagegen konnte keinen Einfluss dearafeter Bestandsgrof3e oder
Stallsystem auf die Embryonenausbeute erkennenerKérte dies dadurch, dass den
Spendertieren innerhalb der Herde eine Sondensteltukommt und diese daher durch den

Tierhalter verstarkt betreut werden.

2.5.2.5 Besamung

MANCIAUX et al. (2000) beobachteten einen signifiken Einfluss des eingesetzten
Besamungsbullen auf den Anteil der ET-tgl. Embryoned unbefruchteten Eizellen, sowie
auf den Anteil der Klasse-1 Embryonen. PONSART let(2001) und HUPKA (2000)
beobachteten einen signifikanten Einfluss des Budigf die Anzahl der Klasse-1 Embryonen.
Es wurden mehr ET-tgl. Embryonen gewonnen, wenrBédgamungen mit Sperma von zwei
unterschiedlichen Bullen (Mischbesamung) erfolgtelPKA, 2000).

Durch den Einsatz von Frischsperma kann der A&fEitgl. Embryonen gesteigert (ONUMA
et al.,, 1970; SEIDEL et al., 1978; NOHNER et ab9&) und die durchschnittliche Anzahl
unbefruchteter Eizellen pro Embryoentnahme reduzmarden (NOHNER et al., 1996).
Dagegen konnten HAWK et al. (1988) durch den Emmsan Frischsperma keine signifikante
Verbesserung der Fertilisationsraten feststellen.

NEWCOMB (1980) stellte einen hochsignifikanten Usthied in den Befruchtungsraten
nach ein- oder zweimaliger Besamungen (48 h bzwudd@ 72 h nach PGk fest. Bei
einmaliger Besamung lag der Anteil unbefruchteteaellen bei 29,9%, bei zweimaliger
dagegen nur bei 5,0%. BECKER et al. (2000) erziettbenfalls die besten Resultate mit
einer zweimaligen Besamung. Eine dritte Besamuhgist das Ergebnis jedoch nicht mehr
signifikant zu beeinflussen (WALTON und STUBBING$986). Andere Autoren stellten
keine Verbesserung der Befruchtungsrate bei einegi-zbzw. dreimaligen Besamung
gegeniiber der einmaligen Besamung fest (WEST,et384; LOPEZ-GATIUS et al., 1988).
IDETA et al. (2007) untersuchten Auswirkungen destinktes (48 h oder 56 h nach
PGFE,) einer einmaligen Besamung. Sie konnten keineifgignten Unterschiede in der

Anzahl gewonnener ET-tgl. Embryonen feststellen.
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SCHENK et al. (2006) untersuchten den Einfluss\temwendung gesexten Spermas auf die
Anzahl befruchteter Embryonen. Dabei kamen sieem &rgebnis das bei der Verwendung
von Dosierungen von 20 x i®permien pro Portion (bei 90% Reinheit des Spemeah

Auftrennung mittels Flow-Zytometrie) die Resultatergleichbar denen mit ungesextem
Sperma waren. Bei Dosierungen mit weniger Spermw@nen die Ergebnisse hingegen

schlechter.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an weiblichen, nichtiémkhden Rindern der Embryoentnahme-
und Embryoerzeugungseinrichtung Badersfeld desstghis flir Molekulare Tierzucht und
Biotechnologie der LMU-Minchen mit der Registrierrmer DE ETR 006-EWG
durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere erfolgte ineam Offenfrontstall mit Tiefstreuboxen und
Fressfanggitter in Gruppen a 3-5 Tiere pro Box. Diaxe wurden mit Grassilage und Heu ad
libitum gefittert und ihnen wurde bedarfsgerechhédalstoffkonzentrat angeboten. Wasser
stand den Tieren ad libitum zur Verfigung. Im Zaitn 30.03.2006 bis 31.06.2008 wurden
insgesamt 307 Embryoentnahmen bei 21 Farsen uticb@®&nstehenden Kihen der Rassen
Deutschen Fleckvieh (DFV, n= 58), 1 Farse und 1 HehRasse Pustertaler Sprinze (OT), 2
Kihen der Rasse Murnau Werdenfelser (MW) und 1 #@rmhRasse Original Brauvieh (OBV)
durchgefuhrt. Die Farse und die Kuh der Rasse OTenvazum Zeitpunkt der ersten
Embryoentnahme 5,0 bzw. 11,0 Jahre alt. Das Akerzdiei Kilhe der Rasse MW betrug 9,0
und 14,5 Jahre. Die Kuh der Rasse OBV war 16,0eJalir Die Verteilung der wiederholten
Embryoentnahmen nach Alter der Spender der Rass¢ DFn Zeitpunkt der ersten

Embryoentnahme zeigt Tabelle 7.

Tab. 7: Verteilung der Embryoentnahmen nach Alter der 8peder Rasse DFV

Alters- Alter Fars:n hi KUh: hi Gesamtzahl
klasse| (Jahre) |Anzahl Enr1]tz)?yo- Anzahl Enr1]tz)?yo- Embryo-
Tiere Tiere entnahmen
entnahmen entnahmen

1,5 10 53 0 0

1 2,0 10 46 0 0 113
3,0 1 9 2 5
4,0 0 0 4 16

2 5,0 0 0 4 16 55
6,0 0 0 6 23
7,0 0 0 2 14

3 8,0 0 0 3 14 41
9,0 0 0 3 13
10,0 0 0 3 15

4 11,0 0 0 3 9 34
12,0 0 0 3 10
13,0 0 0 1 19

5 14,0 0 0 2 5 28
16,0 0 0 1 4

Gesamt 21 108 37 163 271




Material und Methoden

44

Die Verteilung der wiederholten EmbryoentnahmerhrRasse und Jahr zeigt Tabelle 8.

Tab. 8: Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen naassk und Jahr

Anzahl Embryoentnahmen Gesamtzahl
Rasse Embryo-
2006 2007 2008 entnahmen
DFV 99 104 68 271
oT 4 13 2 19
MW 1 5 1 7
OBV 1 8 1 10
Gesamt 105 130 72 307

Die Verteilung der wiederholten EmbryoentnahmenhnBaritat des Spenders (Farsen oder
Kihe) und Jahr bei Tieren der Rasse DFV Zeadielle 9.

Tab. 9: Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen ra&titat des Spenders und Jahr

Anzahl Embryoentnahmen Gesamtzahl
Rasse Embryo-
2006 2007 2008 entnahmen
Farsen 83 19 6 108
Kihe 16 85 62 163
Gesamt 99 104 68 271

Die Verteilung der wiederholten Embryoentnahmenhn@asse und Jahreszeit zeigt Tabelle
10.

Tab. 10: Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen naassi und Jahreszeit

Anzahl Embryoentnahmen Gesamtzahl
Rasse . , Embryo-
Frahling Sommer Herbst Winter entnahmen
DFV 80 83 61 47 271
oT 4 4 6 5 19
MW 3 1 1 2 7
OBV 3 2 3 2 10
Gesamt 90 90 71 56 307
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3.2 Versuchsdurchfiihrung
3.2.1 Allgemeine Behandlung der Spender- und Engefédiere

Fur den Versuch wurden ausschlielich klinisch gdsuTiere herangezogen. Fur die
stationare Aufnahme in der Embryoentnahme- und Kodrzeugungseinheit Badersfeld
mussen die Spender und Empféanger bestimmte seugfienische Anforderungen erfllen,
die Gewahr bieten, dass keine Gefahr einer Ausimgitvon Tierkrankheiten durch die
Ubertragung der gewonnenen oder erzeugten Embrybestent. Der Rinderbestand ist
amtlich anerkannt brucellose-, tuberkulose- und BH¥ei und leukoseunverdachtigt (kein
klinischer Fall von enzootischer Rinderleukose seihdestens drei Jahren). Auf Grund
negativer Untersuchungsergebnisse auf das AntigerB¥DV, ist der Bestand als ,BVDV-
unverdachtiger-Bestand” (keine virologischen Naadkeje einzustufen. Der Bestand wird
laufend auf klinische Erscheinungen einer Infektibberwacht. Alle Neueinstellungen
stammen aus freien oder unverdachtigen Bestandewodschriftsmafiig amtlich tberwacht
werden. Die Tiere stammen aus Bestédnden die seidesiens einem Jahr vor dem
Verbringen amtlich anerkannt BHV-1 frei sind. Frétems 14 Tage vor einem eventuellen
Verbringen werden die Tiere auf den Ursprungsdatneauf BHV-1 (serologisch) und
BVDV (serologisch und virologisch) untersucht. Digere werden 1-2 Wochen vor dem
Verbringen und bei der Einstallung in Badersfelldeahein und gynakologisch untersucht.
Die Spenderkiihe wurden vor dem Verbringen trockstetfe Nach dem Verbringen erfolgte
eine Kontrolluntersuchung auf BHV-1 (frihestens TAge nach der ersten Untersuchung).
Bestandsuntersuchungen aller Rinder fanden voftsrhéllig 1x jahrlich auf BHV-1 und alle
3 Jahre auf Brucellose und Leukose statt. Bei dest&8llung in Badersfeld wurden die Tiere
prophylaktisch entwurmt und gegen Endo- und Ekimgiten (lvome® Merial) behandelt.
Dariiber hinaus bekamen sie zwei Kupfer- und Sebsmgkeitboli (Rumifeft, Boehringer)
intraruminal eingegeben. Soweit erforderlich wurdiés Tiere enthornt. Alle Tiere erhielten
bei der Einstallung in Badersfeld eine interne Odmkennummer (Tier-Nr.), mit
Unterscheidung zwischen Spender- (grine Ohrmarkenyl Empfangertieren (rote
Ohrmarken). Bei den Spendertieren erfolgte zusditzkine DNA Registrierung (Gene
Control GmbH, Poing) soweit diese noch nicht varlBge erste Embryoentnahme erfolgte
frihestens 30 Tage nach der stationdren AufnahmeT#&g der Embryoentnahme wurden die

Tiere untersucht und waren frei von klinischen Kaagitsanzeichen.
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Die Empfangertiere wurden gegen BVD-MD (Bovifle&irbac) zweimal im Abstand von
drei Wochen geimpft. Die erste Belegung der Empdéregfolgte frihestens 6 Wochen nach
der Einstallung (Abbildung 4).

Einstallung «———14 Tage —» Impfung 1«
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Abb. 4: Vorbereitung und Behandlung der Empfangertieral&ir stationaren ET

3.2.2 Grundschema zur Superovulationsbehandlung

Eine erste Superovulationsbehandlung wurde frihedi® Tage nach der letzten Abkalbung
durchgefuhrt. Aus arbeitstechnischen Griinden wimaeer eine Gruppe von mindestens vier
Spendertieren fir einen Embryoentnahmetermin veitstr Nach vorhergehender
gynékologischer Untersuchung wurde den Tieren zykludsynchronisation, je nach
Behandlungsschema, entweder zyklusabhéangig im mssein PGk-Analog (PG,

2ml)

Vaginalspirale (PRID-alpifa 1,55 g B, Ceva) oder eine Vaginalspange (C/R.,38 g

Estrumat®, Intervet, intramuskular appliziert oder ay&linabhangig eine

Progesteron, Pfizer) verabreicht. Bei den mit RGilyklussynchronisierten Spendern wurde
die Superovulationsbehandlung zwischen den Zykhest®-14 gestartet (Tag O = Brunst).
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Bei den Tieren mit PRID-alpffaoder CIDR wurde die Superovulationsbehandlung 5-6 Tage
nach dem Einsetzen der Spirale gestartet. Die Tieekamen Uber vier Tage in
zwolfstiindigen Abstanden (7:00 Uhr und 19:00 Uh§HF(Pluset, Calier, Spanien) in
abfallender Dosierung, 7- oder 8-mal je nach Behengsschema, intramuskulér injiziert. Die

eingesetzten Dosierungsangaben enthélt die Takklle

Tab. 11: Dosierungen (in ml, i.m.) des eingesetzten FSH#f) zur Superovulation

Tag
Anzahl 1 2 3 4
Injektionen[7:00] 19:00| 7:00] 19:00 | 7:00] 19:00 | 7:00 [ 19:00] CcSamt
Uhr | Uhr | Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr | Uhr
Farsen 7 20| 15| 15 10| 1.4 10| 05 | o
8 20| 15| 15/ 10| 1d 05 06 0pF °
: 7 30| 25| 20| 20| 148 15 1.0 -
il 8 30| 20| 20| 15 13 15 10 1p 3°

Die Auslosung der Superovulation erfolgte je nackth@&hdlungsschema durch ein- oder
zweimalige intramuskulare Applikation von P&End/oder Entnahme der PRID-alhader
der CIDR® (Tabelle 12)

3.2.3 Besamung der Spendertiere

Die Tiere wurden brunstunabhangig je nach Behagdlschema 2- oder 3-mal mit Sperma
eines (Einzelbesamung) oder zweier (Mischbesam&agpamungsbullen kinstlich besamt
(Tabelle 12). Fur die Besamung der SpendertieredevuSperma unterschiedlicher
Besamungsbullen eingesetzt. Die Besamungen wurdenh ddrei Besamungstechniker
durchgefuhrt. Den Tieren wurde je nach Behandlwlggsa entweder 12 h vor der ersten
Besamung oder zum Zeitpunkt der ersten oder zwddesamung ein GnRH-Analogon
(Buserelinacetat, Receptalntervet) intramuskular verabreicht (Tabelle 12).

Zur genaueren Bestimmung des optimalen Besamungsaktes wurden bei 4 Farsen der
Rasse DFV die Hormonprofile der Ovarsteroidel®3 und R sowie des LH im zeitlichen
Verlauf nach Auslésung der Superovulation erstéllir die Untersuchungen erfolgten die
Blutentnahmen aus der Vena caudalis mediana imvhiten von 3 Stunden im Zeitraum 11-
47 h nach der 2. Applikation von PgKAbbildung 5).

Die Serumkonzentrationen von-E7f, P, und LH wurden durch die Abteilung Physiologie
des Lehrstuhls fur Physiologie der Technischen ehsivéat Minchen bestimmt. Eine Stunde
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nach der letzten Blutentnahme wurden die Tiere ldasbtet und die Anzahl der an der

Oberflache der Ovarien sichtbaren Follikel ermittel

Schlachtung

48h
PGF,, PGF,, GnRI
|
CIDR® l {
A J A J
00 || 78:00(| 700 || 79:00) 700 || f&:00(| 7:00 || 19:00 78:00) 7:.00

FSH || FSH || FSH || FSH || FSH || FSH || FSH || FSH

Di Mi Do Fr Sa So Mo Di Mi Do
1234 56789101112
Bestimmung von
E,.P,undlH

Abb. 5: Zeitpunkt der Blutentnahmen zur Bestimmung venHzund LH
3.2.4 Schemata zur wiederholten Superovulation

Fur die wiederholten Superovulationsbehandlungen Sfgender wurden 10 verschiedene
Schemata eingesetzt. Die Superovulationsbehandiunge. Embryoentnahmen erfolgten im
5-wochigen Rhythmus. Eine Zusammenfassung der sétzfen Behandlungsschemata zeigt
Tabelle 12. Bei den Spendern behandelt nach Scbemade zum Zeitpunkt des Einsetzen
der PRID-alph8 eine Follikelpunktion durchgefiihrt. Fir die OPU rden die Tiere zur
Einschrankung der Bewegungsmadglichkeiten in einenfunktionierten Klauenpflegestand
fixiert. Nach der Fixation wurde eine kleine Epidianasthesie mit Procainhydrochlorid
(Isocait?, Selectavet, 4,0 ml) durchgefiihrt.

Nach dem Ausrdumen des Mastdarms erfolgte einadtictie Reinigung von Perineum und
Vulva. Fiir die OPU wurde eine Echokamera (AfjKeyp SSD 500, Japan) mit Sondentrager
(Watanab8, Brasilien) und Konvexschallkopf (AloRaUST-9111-5 MHz) verwendet. Nach
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dem Einflihren des Sondentragers in die Vagina wdedejeweilige Ovar transrektal fixiert
und vor dem Schallkopf positioniert. Die Punktiafolgte mit einem Absaugdruck von 100
mmHg unter Sichtkontrolle mit Hilfe von speziell ehilir angefertigten Einmal-
Punktionskanulen (Dispom@d Gelnhausen, 17 G). Das Absaugsystem bestand ines e
Vakuumpumpe (Codk K-MAR-5000, Ménchengladbach), einem Schlauchsgs(€ool®,
Monchengladbach) und einem Auffanggefa? (50-ml dféllc Becton & Dickinson,
Heidelberg). Als Auffangmedium diente TCM-199 Hepetem pro 100 ml 50 mg
Gentamycin (Sigma St. Louis, MO), 50 mg BSA (Sigrfia St. Louis, MO) und 60 mg
Heparin (Sigm&, St. Louis, MO) zugesetzt waren.

Dauerspender nach Schema 7 bekamen unmittelbar nesthduss zur vorangegangenen
Embryoentnahme (ca. 3 Wochen vor dem EinsetzerPBéD-alph&) ein adstringierendes
und sekretionsanregendes Phytotherapeutikum (Eumpto PlantaVet, Bad Waldsee,
20%ig) unter Verwendung eines Einmal-Kathetersaintegrin appliziert. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass die intrauterine ApplikationRlgdotherapeutikums zu dem genannten
Zeitpunkt die darauffolgende Superovulation und Brmbntnahme nicht negativ beeinflusst,
eine eventuell vorhandene subklinische Endometp@doch friihzeitig therapiert werden

kann.
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Tab. 12: Behandlungsschemata zur wiederholten Superovaolaide,. Embryoentnahme

Superovulationsbehandlung Zeitabstand
Artder oo FSH (Plus€l) |nt;a\/i?zglg'a|' PGR, (Estrumat®) Besamungen | zejtpunkt Besond 1|ér‘r<1§rucr:-d
Behandlung Menge (ml)| Anzahl 2 Anzahl GnRH ey A
9 e bzw. ' tionen ZEitPUNkt Anzahl Zeitpunkt | (Receptdt) | BENandiunge Entnahme
Farser Kihel Injektionen -spange Injektionen p (Tage)
Zyklus-
abhangig| 1 | 85 | 135 8 i 2 g EH7 3 | 36/48/60| a8 i 7,5
(Tag 9-13)
8,5 | 13,5 PRID-alph& 1 FSH 5 36/48/60 24 -
3 8,5 | 13,5 PRID-alph& 1 FSH 5 2 36/48 24 -
4 | 85135 8 |PRID-alph8| 2 g ?f; 3 | 36/48/66| 24 i
5 | 85|135 8 |PRID-alph8| 2 g ?f; 2 | 36/48 282 i
Zyklus- | 6 | 85| 135 8 |PRID-aph8| 2 FSH L 5 | 348 28 .OPUD® 75
unabhangi 6+7 bei PRI
7 | 85|135 8 |PRID-alph8| 2 g EH7 2 | 36/48 2# | EucaComp
8 | 85|135 8 |PRID-alph8 2 g EH7 3 | 36/48/66| 36 i
9o | 85| 135 8 CIDR® 2 eo0 | 3 | 36866 36 i
10 | 85| 135 7 CIDR® 2 eS| 2 | 368 3¢ i 7,0

1 Std. nach der zweiten P@FApplikation 2 Std. nach Entnahme der PRID-alpi@IDR®
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Die Anzahl der wiederholten Embryoentnahmen nadn8er bei den Tieren der Rasse DFV

zeigt die Tabelle 13.

Tab. 13: Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen ngon8er

Anzahl Kumulative Anzahl Kumulative
Spender Embryo- Anzahl Spender Embryo- Anzahl
Nr. Embryo- Nr. Embryo-
entnahmen entnahmen
entnahmen entnahmen
1 7 7 43 3 175
2 5 12 44 3 178
3 8 20 45 5 183
4 2 22 48 6 189
5 10 32 49 2 191
6 2 34 51 2 193
9 9 43 52 6 199
10 4 47 53 4 203
11 7 54 54 5 208
14 3 57 56 2 210
15 3 60 58 4 214
16 7 67 59 4 218
19 7 74 60 3 221
20 4 78 61 3 224
21 6 84 63 4 228
22 5 89 66 5 233
23 19 108 67 2 235
24 5 113 68 6 241
25 2 115 70 2 243
26 3 118 71 4 247
27 8 126 72 2 249
30 2 128 73 4 253
33 5 133 74 3 256
35 3 136 75 2 258
37 7 143 76 2 260
38 8 151 77 3 263
39 9 160 78 3 266
40 5 165 79 3 269
41 4 169 86 2 271
42 3 172
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Die Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen hng8uperovulationsschema bei

Spendertieren der Rasse DFV zeigt Tabelle 14.

Tab. 14: Verteilung der wiederholten Embryoentnahmen nagbhefvulationsschema

Superovulations- Anzahl Embryoentnahmen Ggrs;lag?;cz)ahl
schema 2006 2007 2008 entnahmen
1 24 0 0 24
2 33 0 0 33
3 7 0 0 7
4 0 30 0 30
5 35 6 0 41
6 0 28 0 28
7 0 17 2 19
8 0 23 13 36
9 0 0 7 7
10 0 0 46 46
Gesamt 99 104 68 271

3.2.5 Embryoentnahme und Beurteilung der Embryonen

Die Embryonen wurden stationar

in einem getrenntBaum entnommen.

Die

Embryonentnahmen erfolgten je nach Behandlungssetemschen Tag 7,0-7,5 (Tag 0 =

erste kunstliche Besamung). Fur die Embryoentnahmede die unblutige Methode

angewandt. Nach Verabreichung einer kleinen Epldoé&sthesie mit Procainhydrochlorid

(Isocair?, Selectavet, 4,0 ml) und einer griindlichen Reiniggdes duBeren Genitale, wurde

der durch einen Metall-Mandrin versteifte SpiilkéahgMiniTib®, Tiefenbach) sorgfaltig

unter rektaler Kontrolle intravaginal eingefuhrtieDJterushdrner wurden getrennt gespiilt.

Nach Passage der Zervix und dem Erreichen der gahiten Position im Uterushorn wurde

der Ballon am vorderen Ende des Spilkatheters blafgen und der Metall-Mandrin entfernt.

Die Luftfullmenge variierte je nach Hornumfang zehen 11 und 16 ml Luft, um eine

sichere Fixation des Spilkatheters und eine Abdightles Uterushorns zu gewahrleisten. Im

Anschluss an die Embryoentnahme aus dem ersterudbimin wurde der Spulkatheter

entfernt und wie oben beschrieben in das andere Merbracht. Die Uterushdrner wurden

jeweils mit 250 ml

Spulmedium gespuilt.

Entnanmedium diente eine

Phosphatpufferldsung nach Dulbecco’s (PBS) denilpfi ml 50 mg Gentamycin (Sigfha
St. Louis, MO) und 50 mg BSA (SigfiaSt. Louis, MO) zugesetzt war. Das Medium wurde

zu Beginn der Embryoentnahme in einem Wasserbad3@t€ erwarmt und auf dieser
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Temperatur gehalten. Das Medium wurde mit Hilfe \siarilen 50 ml Spritzen aus den
Uterushdrnern zuriickgewonnen und in 500 ml Glasdglin gesammelt.

Die 500 ml Glaszylinder wurden anschliel3end zurnteven Bearbeitung in ein Laborraum
verbracht, der neben, aber getrennt von dem Raagt, lin dem sich die Spendertiere
wahrend der Entnahme aufhielten. Im Labor wurdeizhst der Uberstand im Glaszylinder
auf 30-50 ml mit Hilfe eines Schwimmfilters (Minibfi, Tiefenbach) abgelassen. Das im
Glaszylinder verbleibende Entnahmemedium wurde Onn8l Petrischalen umgesetzt und
unter einem Stereomikroskop bei 50-80-facher Vdgring auf Eizellen/Embryonen
untersucht. Ermittelt wurde die Anzahl der EizellEmbryonen, der unbefruchteten Eizellen
(Ufos), der degenerierten Embryonen (Deg.), derstextauglichen Embryonen (ET-tgl.) und
der tiefgefriertauglichen Embryonen (TG-tgl.).

3.2.6 Beurteilung und Tiefgefrierkonservierung Berbryonen
Der Entwicklungsstand (Tabelle 15) und die Qualdét Embryonen (Tabelle 16) wurden
aufgrund morphologischer Kriterien nach dem Stashdber International Embryo Transfer

Society (IETS) beurteilt.

Tab. 15: Einteilung der embryonalen Entwicklungsstadien Hude IETS (ROBERTSON
und NELSON, 1991)

Nr. Entwicklungsstadium zeftliches Auftreten
(Tage nach der Brunst)

1 Unbefruchtet / 1-Zeller 1

2 2-Zeller 2

2 4-Zeller 3

2 8-Zeller 4

2 16-Zeller 5

3 Frihe Morula 5-6

4 Morula 6

5 Frihe Blastozyste 7

6 Blastozyste 7-8

7 Expandierte Blastozyste 8-9

8 Geschlipfte Blastozyste 9

9 Expandierte geschlupfte Blastozytse 9-10
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Tab. 16: Klassifizierung von Embryonen nach IETS (ROBERTS@id NELSON, 1991)

Klasse| Beurteilung Kriterien
Symmetrischer und runder Embryo mit einzelnen inl8&; Farbe und
sehr gut | Dichte einheitlichen Blastomeren. Embryo stimmt detn erwarteten
1 oder Entwicklungsstadium tberein. Mindestens 85% dest®laeren sindl
gut intakt und lebensfahig. Die Zona pellucida ist kbtadlinn und ihre

Oberflache ist weder konkav noch flach.

Mafige Abweichungen in der groben Form des Emboges in der
2 mafig | GroRRe, Farbe und Dichte einzelner Blastomeren. Btitehs 50% des
zellularen Materials ist intakt und lebensfahig.

Starke Abweichungen in der Form oder in der Gro@e Eimbryos, in
3 schlecht | der Farbe und in der Dichte einzelner Blastomekindestens 25%
des zellularen Materials ist intakt und lebensfahig

4 degeneriert Degenerierte Embryonen, Eizellen dggoten: Nicht lebensfahig.

Jeder Embryo wurde unmittelbar nach der Entnahrhemal in einem jedes Mal erneuertem
Embryo-Kulturmedium bei 25°C nacheinander gewascherbei der Verdinnungsgrad der
Waschflussigkeit jedes Mal mindestens 1:100 betmug) vor jeder Verdinnung eine frische
sterile Glaskapillare verwendet wurde. Als Embryakkrmedium diente PBS dem pro 100
ml 5 mg Gentamycin (Signia St. Louis, MO) und 400 mg BSA (SigfhaSt. Louis, MO)
zugesetzt war. Die Waschvorgange Nr. 4 und 5 bdstamus einer Trypsinldsung 1:250
(0,25%ig Trypsin in PBS ohne Caund Mg™). Es wurden gemeinsam ausschlieRlich
Embryonen eines Spenders und gleichzeitig maxintalEinbryonen pro Waschgruppe
behandelt. Jeder Embryo wurde nach dem letzten Méasanter dem Stereomikroskop bei
50-80-facher VergroRerung auf der ganzen Oberflachgphologisch untersucht. Es wurden
ausschlie3lich Embryonen der Klassen 1-2 (Tabd)eaigfgefroren. Die Embryonen wurden
unmittelbar nach der Entnahme mittels eines koneeellen Tiefgefrierprotokolls (DT-
Methode, ,Direkt Transfer”) in 1,5M EthylenglykoEG) als Gefrierschutzmittel in Pailletten
(0,25 ml, Minitib, Tiefenbach) tiefgefroren. Die fBbung der Paillette mit Embryo und
Tiefgefriermedium erfolgte in getrennten Saulen Kuitturmedium (Syngr8, Agtech, USA)
und Embryo in 1,5M EG (ViGfj Agtech, USA) bei Raumtemperatur. Der Embryo wurde
dabei in den Pailletten so aufgezogen, dass emdunétblasen getrennt in der Mitte der
Paillette in einem Segment mit 1,5M EG positionigar. Die Kennzeichnung der Pailletten
erfolgte nach der Binnenmarkt-Tierseuchenschutz-BmTierSSchVO). Fur die
Tiefgefrierkonservierung wurde ein halbautomatischeomputergesteuertes Einfriergerat

(Consarcti®, Goéttingen) verwendet. Nach der Konfektionierungd uAnpassung der
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Embryonen an das Kryoprotektivum fur 10-15 min kgyte® das Einsetzen der beladenen
Pailletten in das vorher auf -7,0°C eingestelltafii@rgerat. Die kontrollierte Kristallisation

(,seeding) wurde nach 5 min mit einem vorgekihltéfattestdbchen ausgeldst. Nach
weiteren 5 min erfolgte eine langsame (0,3°C/mfbkihlung bis auf -32,0°C. Danach
wurden die Pailletten direkt in flissigen Stick§tomgelagert. Die nach der DT-Methode
tiefgefrorenen Pailletten mit Embryonen werden &iseder Luft und weitere 15 sec bei 25°C

im Wasserbad aufgetaut und méglichst schnell agipgete Empfangertiere Gbertragen.
3.2.7 Zwischenkultivierung der Embryonen

Ein Teil der zum Zeitpunkt der Embryoentnahme nitibfgefriertauglichen Embryonen
(Klasse 3) wurden fur 18-24 h in vitro kultiviemd erst anschlieBend tiefgefroren. Fur die in
vitro Zwischenkultivierung der Embryonen wurde damthetic oviductal fluid medium
(SOF) verwendet, dem pro 1 ml 40 pl essentielle as@uren, 10 pl nicht essentielle
Aminosauren und 100 pl OCS (Serum 0Ostrischer Kidugjesetzt war. Die Kultivierung
erfolgte bei 39°C in einer Gasatmosphare von 5% ,@E92 O2 und 90% N2 bei maximaler

Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Hera&us

3.2.8 Zyklussynchronisation der Empfanger und Ukgting der Embryonen

Nicht tiefgefriertaugliche Embryonen der Klasse 8raéen zum Teil auf Empfangertiere
Ubertragen. Nach vorhergehender gynakologischesrsinthung wurde den Empfangertieren
zur Zyklussynchronisation je nach Behandlungsschembaeder zyklusabhéngig im Di6strus
ein PGRy,-Analog (PGR, Estrumat® Intervet, 2ml) intramuskular appliziert oder
zyklusunabhéngig eine Vaginalspange (CfDRL,38 g R, Pfizer) verabreicht. Zur
Brunstsynchronisation von Empféangertieren mit CID®rblieb die Vaginalspange uber
einen Zeitraum von 7 Tagen und 24 Stunden vor Hrefe wurde PGE, (Estrumat®,
Intervet, 2ml) intramuskular verabreicht. Sowohl Hen mit PGE,, als auch bei den mit
CIDR® zyklussynchronisierten Empféangern, die auf die @elfung ansprachen, setzte die
Brunst (Tag 0) im Allgemeinen innerhalb von 48-78dch PGE, oder nach Entfernen der
Spange ein. In beiden Schemata erfolgte die Embemiagung am Tag 7. Fir die
Embryolbertragung wurden die Empfanger im Stalleinem Fressfanggitter fixiert und
bekamen eine kleine Epiduralanasthesie mit Progdiaichlorid (Isocaifi, Selectavet, 4,0
ml). Nach der Reinigung des &auf3eren Genitale wulidevordere Spitze des Embryo-

Transfer-Katheters (IM¥, L’Aigle, Frankreich) transzervikal unter rektaldfontrolle
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behutsam intravaginal eingefiihrt und der Embryoilapgal zum zyklischen CL im

Uterushorn abgesetzt.

3.3  Statistische Auswertung

Fur die in der vorliegenden Arbeit zahlenmal3ig trefgasentierten Spendertiere der Rassen
OT, MW und OBV wurden bei den Ergebnissen nur digchschnittswerte dargestellt. Fur
statistische Auswertungen wurden nur Tiere der &B43V herangezogen. Flr eine genauere
Auswertung des Alterseffektes wurden Klassen fig Alider bei der ersten Embryoentnahme
gebildet. Diese Einteilung in Klassen verringemt édinzahl der Stufen eines fixen Effektes
und somit die Anzahl an verwendeten Freiheitsgradad fihrt somit zu geringeren
Standardfehlern. Da sich die Farsen nicht Uber Altersklassen verteilen, wurde die
Auswertung bezuglich des Einflusses des Altersdeeiersten Embryoentnahme fir Féarsen
und Kihe getrennt durchgefuhrt und bei Farsen dHer Aind nicht die Altersklasse
verwendet. Fur die Auswertung des Einflusses deaBeingsbullen auf die Ergebnisse der
wiederholten Embryoentnahmen wurden nur die amidgsteh eingesetzten Bullen 1-15
(Einsatz bek 7 Embryoentnahmen) bericksichtigt.

Ein neu berechnetes Merkmal ist die Befruchtungsiaieses wurde wie folgt berechnet:

Befruchtungsrate (%) = (Eizellen + Embryonen) /dDe ET-tgl. Embryonen) * 100

Zur Schatzung der Varianzkomponenten und zur Schdtrder Einflisse der fixen Effekte

wurde SAS Version 8e verwendet.

3.3.1 Uberprifung der Normalverteilung

Alle verwendeten Datensatze wurden auf Normalitit Heterogenitat mit SAS Version 8e

und proc univariate gepruft.



Material und Methoden

57

3.3.2 Statistische Modelle

Fur die Auswertung der Ergebnisse der Embryoenteahmurde ein gemischtes Modell

verwendet. Als fixe Effekte wurden das Jahr, dis@a die Paritdt des Spenders (Farse oder

Kuh), der Besamungsbulle, der BesamungstechnikerAd der Besamung (Einzel- oder

Mischbesamung) und das Superovulationsschema radgbntlem Modell eingesetzt. Als

zufalliger Effekt wurde das Spendertier einbezodgie. Auswertung wurde mit SAS (Proc

mixed) durchgefihrt.

Fur das Merkmal Gesamtzahl Eizellen/Embryonen weideweiteres Modell verwendet, da

der Besamungsbulle, die Art der Besamung (Einzeler oMischbesamung) und der

Besamungstechniker keinen Einfluss auf die GesdrhEiaellen/Embryonen ausibten:

Yijkopg = 1 + Tief + Jahr+ SaisoR + FK, + SO-Schemgat gjjkopg

Fur die Merkmale Ufo., Deg., ET- und TG-tgl. Embmgm und Befruchtungsrate wurde

folgendes Modell mit dem entsprechenden Datensatzendet:

Yijimnopg = 1 + Tier + Jahy+ Saisop + FK + Arty, + Bulle, + Besamey+ SO-Schemgat gjjkimnopg

mit:

Y ijkimnopq -

Tier, =

Jahy =
SaisoRn =
FK| =
Artp, =

Bullen, =

Besamey =

Messwert des Tieres i, im Jahr j, der Saison &jt& des Spenders

(Farse oder Kuh) I, mit Art der Besamung (Einzeldeno

Mischbesamung) m, dem Besamungsbullen n,
Besamungstechniker o, mit Superovulationsschenbés(10) p,
gemeinsame Konstante fir alle Y-Werte,

Abweichung der Messungjmnopg VON i, durch die wiederholten
Embryoentnahmen der Tiere i bedingt (zwischen derem),

fixer Effekt des Jahres j, j=1, 2 und 3,

fixer Effekt der Saison k, k = 1 bis 4,

fixer Effekt der Paritat des Spenders (Férse &aé) I, | = 1 und 2,
fixer Effekt der Art der Besamung (Einzel- odl&schbesamung) m,
m = 1und 2,

fixer Effekt des Besamungsbullen n, n = 1 bis 15,

fixer Effekt des Besamungstechnikers o, 0 = 1 2nd

dem
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SO-Schemga fixer Effekt des Superovulationsschemas p, pois110,

Eijkimnopg zufallsbedingte Abweichung der Merkmalgi¥nopg VOn . + Tier;.

Bei der statistischen Auswertung des individuellBimflusses auf die Zielvariablen
Eizellen/Embryonen, ET- und TG-tgl. Embryonen bét&sen und 9 Kihen mit mindestens

5 wiederholten Embryoentnahmen wurde folgendes Medevendet:

Yiko = + Tier + Embryoentnahme-Nummg# gixo

mit:

Yiko = Messwert des Tieres i mit der Embryoentnahme-Nanim
u = gemeinsame Konstante fir alle Y-Werte,

Tier, = fixer Effekt des Tieres i, i =1 bis 9,

Spulng = fixer Effekt der Embryoentnahme-Nummer k, k =id B,
Eiko = zufallsbedingte Abweichung der MerkmalgoY

Bei der statistischen Auswertung der Einflussfadtor auf die Zielvariablen
Eizellen/Embryonen, ET- und TG-tgl. Embryonen desten 9 Embryoentnahmen wurde

folgendes Modell verwendet:

Yikop = 1 + Tier + Jahy+ Embryoentnahme-Nummet SOSchemgt €ijop

mit:

Yiijkop = Messwert des Tieres i im Jahr j, der Embryoentm&MNummer k und
dem Superovulationsschema o,

u = gemeinsame Konstante fir alle Y-Werte,

Tier, = Abweichung der Messungbp vony, die durch wiederholten
Embryoentnahmen der Tiere i bedingt ist, (zwisctiem Tieren),

Jahy = fixer Effekt des Jahres j, j=1, 2 und 3,

Spulng = fixer Effekt der Embryoentnahme-Nummer k, k =id 9,

SOSchema = fixer Effekt des Superovulationsschemas o, oois110,

Eijkop = zufallsbedingte Abweichung der Merkmalgof vonp + Tief.
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3.3.3 Schatzung der Varianzkomponenten flr die @eneng der Wiederholbarkeit

Fur die Schatzung der Wiederholbarkeit wurden dagidhzkomponenten mit Hilfe von SAS
8e, proc mixed und den voran beschriebenen Modglsnhatzt.

Die Wiederholbarkeiten (w) wurden nach folgendegi@iung berechnet:

W= 20—282
Os +0°w
mit:
o’s = Varianz zwischen den Gruppen (B = between)
o’w = Varianz innerhalb der Gruppen (W = within)

Es gelten folgende Beziehungen:

E(Tier)= 0,

oX(Tier)= E(Tier)? = Varianzkomponente vast(Y), die auf die Variation der einzelnen
Tier-Effekte zuriick gehen,

E(j) = 0,

o*(¢)

E(;)* = Varianzkomponente vast(Y), die auf die Variation der
¢ -Effekte zurtickgeht,

o’(Tier) +o°(e)

a*(Y)

3.3.4 Statistische Signifikanz eines zufalligenekts

Durch die Schatzung von Varianzkomponenten entstélog likelihood Werte. Durch die

Schatzung der Varianzen mit dem kompletten Modall testender Effekt einbezogen) und
dem reduzierten Modell (Effekt ausgeschlossen)tzigDifferenz der beiden Log likelihood

Werte multipliziert mit -2 die Signifikanz des zestenden zufélligen Effekts. Diese Differenz
zeigt einex’- Verteilung mit Erwartungswerten gleich der Anzahl zu testenden zufalligen
Effekten. Liegt diese nun unter dem kritischgn Wert (fiir p<0,05; 1 Freiheitsgrad (FG) =
3,84; p<0,01, 1 FG = 6,63) so hat der getestetallng Effekt keinen Einfluss auf die zu

berechnenden Varianzen.
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4. ERGEBNISSE

4.1  Superovulation und Embryoentnahme
4.1.1 Gesamtzahl an Superovulationen bzw. Embrypaénien

Im Zeitraum 30.03.2006 bis 30.06.2008 wurden insges324 Embryoentnahmen bei 64
Spendern verschiedener Rassen durchgefuhrt. BeEmbryoentnahmen (5%) wurden
weniger als drei Eizellen/Embryonen pro Entnahnzéeirund als negative Reaktion auf die
Superovulation bewertet. Bei 307 (95%) Embryoentmai mit mindestens drei
Eizellen/Embryonen pro Entnahme wurden die Reaktiaads positiv bewertet. Bei der Rasse

DFV wurden 286 Entnahmen durchgefiihrt. Davon vieni71 (95%) positiv (Tabelle 17).

Tab. 17: Embryoentnahmen mit positiver Reaktion auf diederaolten Superovulationen

Anzahl
i
bei wiederholten Superovulationen
Alle Deutsches
Rassen Fleckvieh
positiv 0 0
(> 2 Eizellen/Embryonen pro Embryoentnahme) 307 (95%) 211 (95%)
negativ 0 0
(< 2 Eizellen/Embryonen pro Embryoentnahme 17 (5%) 15 (5%)
Gesamt 324 286

Die Verteilung der wiederholten EmbryoentnahmeAlrmangigkeit von der Verwendbarkeit
der Embryonen zeigt Tabelle 18. 85% (275 von 3Z%) wliederholten Embryoentnahmen
lieferten ET-tgl. Embryonen. Bei EmbryoentnahmerSapendertieren der Rasse DFV waren
es 84% (239 von 286). Bei 67% (185 von 275) dedeiieolten Embryoentnahmen waren die
ET-tgl. Embryonen zu tber 70% auch tiefgefriertanlgl Bei der Rasse DFV waren es 70%
(168 von 239). Bei 72% (197 von 275) der Embryoahtnen mit ET-tgl. Embryonen waren
Uber 70% der ET-tgl. Embryonen in den Stadien dEstBzyste und der expandierten
Blastozyste. Bei 28% (78 von 275) der Embryoentrenmit ET-tgl. Embryonen waren tber
70% der ET-tgl. Embryonen in den Stadien der kortipekn Morula und der frihen
Blastozyste. Bei der Rasse DFV waren es 69% (166239) der Embryoentnahmen mit tber
70% der ET-tgl. Embryonen in den Stadien der Blasite und der expandierten Blastozyste
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und 31% (73 von 239) der Embryoentnahmen mit 06&6 der ET-tgl. Embryonen in den
Stadien der kompaktierten Morula und der frihers®layste.

Tab. 18: Verwendbarkeit und Entwicklungsstadium der geworemeEmbryonen

Anzahl
Verwendbarkeit EMIopE-
Entnahmen
der Embryonen
Alle Rassen Deutsqhes
Fleckvieh
Embryoentnahmen ohne ET-tgl. Embryonen 49 (15%) (16%0)
Embryoentnahmen mit ET-tgl. Embryonen 275 (85%) @390)
Hiervon Embryoentnahmen mit:
> 30% der Embryonen nicht tiefgefriertauglich (Kdas3) 90 (33%) 71 (30%)
> 70% der Embryonen tiefgefriertauglich (Klasse 2)+ 185 (67%) 168 (70%)
> 70% Morulae und friihe Blastozysten 78 (28%) 73 (31%)
> 70% Blastozysten und expandierten Blastozysten 197 (72%) 166 (69%)
Gesamt 324 286

4.1.2 Embryoerzeugung

Die Verteilung der Embryoentnahmen pro Rasse ural diirchschnittliche Anzahl der
Eizellen/Embryonen, der Ufos, der Deg., der ET-tighd der TG-tgl. Embryonen pro
Embryoentnahme zeigt Tabelle 19. Die durchschehidli Anzahl an Eizellen/Embryonen
betrug 14,2 pro Embryoentnahme, davon waren 7,tgETEmbryonen und 5,0 TG-tgl.
Embryonen. Die durchschnittliche Befruchtungsratghei 64,8%.
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Tab. 19: Eizellen/Embryonen pro Embryoentnahme in Abhangiigkon der Rasse

Deutsches | Pustertaler Murnau- Original
Fleckvieh Sprinzen | Werdenfelsery Braunvieh Gesamt
(DFV) (OT) (MW) (OBV)
Anzah| 58 2 2 1 63
Tiere
Embryo- 288 19 7 10 324
entnahmen
X + X + X + X + X T
Eizellen/ | 15| g3| 96| 32| 193 87 70 26 142 86
Embryonen
Ufos 61| 67| 15| 14| 69 88 06 1D 54 66
Deg. 18| 28| 07| 19 27 29 17 18 17 426
ET-tgl. 75| 66| 7.4| 32| 97 84 41 25 71 64
TG, 53| 56| 59| 37/ 46 54 09 15 50 54
Befruchtungsy o 5 | 315! 834/ 164 621 352 927 102 648 339
Rate (%)

4.1.3 Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der wieoleen Embryoentnahmen

Bei der Untersuchung der verschiedenen Einflussfaktauf die Ergebnisse der wiederholten

Embryoentnahmen,

wie Jahr und Saison,

Paritat dpsnders (Farse oder

Kuh),

Besamungsbulle, Art der Besamung (Einzel- oderchbesamung), Besamungstechniker

und Superovulationsschema wurden die in Tabellel@@estellten Signifikanzen ermittelt.

Effekte die nicht im Modell berticksichtigt wurdeing mit einem Minus gekennzeichnet.

Tab. 20: Darstellung der fixen Effekte mit Angaben zu degn8ikanzen

Einflussfaktoren (fixe Effekte) Z‘g;g'ﬁer

Merkmale Jah SaiSOIFétrseBesamungs Art der Besampng: SO- Spgnder-
Kuh bulle |Besamun| techniker|Schem{ tier
Eizellen/Embryonewy™| ns | ns - - - " v
Ufos ns| ns | v~ ns ns ns ns| v~
Deg. ns| ns | ns ns ns ns ns| v
ET-tgl. v'| ns | ns ns ns ns | v V"
TG-tgl. v'| ns | ns ns ns ns v’ v
Befruchtungsratel ns ns | v~ ns ns ns ns| v~

v’ =p<0,05v" =p<0,01; ns = nicht signifikant; - = Effekt ntam Modell



Ergebnisse 63

4.1.3.1 Individueller Einfluss

Die Tabelle 21 und die Tabelle 22 enthalten die akhz der durchgefuhrten
Embryoentnahmen pro Spendertier und die durchdtibh@n Ergebnisse bei den einzelnen
Farsen und Kihen der Rasse DFV. Die Farsen zeigteurchschnitt eine geringere
Reaktion auf die Superovulation als Kihe. Durch logsseren Befruchtungsraten wurden
jedoch bei Farsen im Durchschnitt eine héhere AnEdh und TG-tgl. Embryonen als bei
Kiahen (8,0 vs. 7,3 bzw. 5,9 vs. 5,0) erzielt. DiefrBchtungsrate war im Durchschnitt
signifikant héher bei Farsen als bei Kiihen (72,3/65,5%) (p<0,05). Bei Farsen wurden im
Durchschnitt weniger Ufos als bei Kiihen (4,0 v8) gewonnen (p<0,01).

Tab. 21: Ergebnisse wiederholt&mbryoentnahmen bei Farsen der Rasse DFV

Eizellen/Embryonen
Tier- Anzah ro Embryoentnahme ro Woche

o Embryo- P y s ET = Befruchtungs-

" | entnahmen| Gesamt| Ufos | Deg. | ., ) - ) rate (%)

tgl. | tgl. | tgl. | tgl.
1 7 8,3 06| 09 69 6,1 14 183 95,1
2 5 8,0 12| 14 54 18 11 0p6 76,5
3 8 7,3 04| 06/ 63 59 13 1p 95,3
4 2 8,0 55| 1,5/ 1404 00 0,2 0,0 31,3
5 10 23,5 116 1,4 | 105/ 75| 21| 1,7 49,6
6 2 17,0 11, 40| 20| 0,0/ 04| 0,4 25,0
9 9 16,0 3,1 2,7/ 1026,3| 20| 1,4 82,2
10 4 7,5 1,3 1,3 50 38 10 09 76,4
11 7 16,6 36| 44 86 56 17 11 72,4
14 3 5,7 1,3 03 40 27 08 05 75,0
15 3 12,3 73 2,3 27 18 0b 03 43,7
16 7 14,4 49 07 89 71 18 15 70,3
19 7 14,3 31 19 93 64 19 1/4 84,5
20 4 11,8 58/ 28 33 18 O,/ 05 49,6
25 2 6,5 35/ 05 28 25 05 0p 56,3
26 3 8,0 0,7/ 30 43 483 09 09 77,8
27 8 21,3 3,8/ 3,1 14498 | 29| 21 81,8
39 9 18,3 42| 2,2/ 119101 24 | 21 76,5
63 4 8,3 40/ 05/ 38 383 08 07 64,3
67 2 7,0 50, 05 158 10 038 0,2 35,6
Gesamt 106 13,9 40| 19|80 |59 16 | 1,2 72,3

Die Tabelle 22 enthalt die Anzahl der durchgefimiEenbryoentnahmen pro Spendertier und
die durchschnittlichen Ergebnisse bei den einzeKigmen der Rasse DFV.
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Tab. 22: Ergebnisse wiederholt&mbryoentnahmen bei Kiihen der Rasse DFV

Eizellen/Embryonen
Tier- Anzahl Emb inah pro
NI Embryo- pro Embryoentnanme Woche | Befruchtungst
entnahmen = ET- | TG- |ET-|TG-| rate (%)
esamt| Ufos | Deg.
tgl. tgl. | tgl. | tgl.
21 6 9,5 53| 10 3,2 1, 0®,3 52,0
22 5 22,6 | 12,2 2,6 7,8 10| 1606 44,1
23 19 18,8 8,4 1,2 9,3 69 195 58,6
24 5 17,2 | 12,2 14 3,6 2,8| 0,706 36,0
30 2 9,0 9,00l 0,0 0,0 00 0,®,0 0,0
33 5 16,4 52| 4,2 7,0 42 14,1 57,9
35 3 11,0 | 11,0 0,0 0,0 00| 0,00,0 0,0
37 7 21,9 9,00 4,6 8,3 57 1713 59,2
38 8 17,5 93 11 7,1 44 14,0 43,3
40 S 11,4 8,2 14 1,8 10 04,2 17,8
41 4 24,5 6,5 2,5 15,5 128 3,25 67,7
42 3 20,0 | 19,0 0,3 0,7 0,7/ 0,10,1 12,5
43 3 11,3 7,00 0,3 4,0 20 085 43,0
44 3 12,7 4,7/ 0,7 7,3 53 13,1 61,1
45 5 166 | 114 16 3,6 1,2| 0,70,2 36,9
48 6 8,8 1,7 0,2 7,0 6,7 14,3 83,5
49 2 18,0 6,00 0,5 11,5 1066 2,21 71,4
52 6 14,5 35 15 9,5 70 194 75,2
53 4 9,0 38/ 1,3 4,0 259 08,5 56,7
54 5 22,2 56/ 1.8 14,8 12p 3@8 74,2
56 2 22,5 | 22,5 0,0 0,0 00| 0,00,0 0,0
58 4 22,0 0,8/ 35 17,8 128 3,82 96,3
59 4 11,5 15 0,5 9,5 73 197 89,4
60 3 12,0 9,00 0,0 3,0 20 0®4 36,3
61 3 10,3 37, 20 4,7 0,7 09,1 56,1
66 5 19,2 18 34 140/ 108 2,22 87,0
68 6 12,5 1,8 1.8 8,8 80 18,6 84,2
70 2 345 | 30,5 0,0 4,0 05| 080,1 12,4
71 4 23,3 | 16,0 0,8 6,5 48| 1310 28,1
72 2 21,0 55/ 35 12,0 85 24,7 73,8
73 4 15,3 700 0,3 8,0 53 14,1 50,8
74 3 13,3 2,00 27 8,7 6,0 17,2 82,2
75 2 27,0 | 12,0 14,0 1,0 0,0 0200 53,2
76 2 16,0 | 13,3 0,0 2,5 00| 050,0 18,4
77 3 15,0 57 4,0 5,3 1,3 10,3 62,1
78 3 10,7 0,7] 20 8,0 6,0 16,2 94,4
79 3 22,3 | 143 2,3 57 1,3 1,103 37,7
86 2 6,5 1,00 20 3,5 2,9 00,5 83,3
Gesamt 163 166 | 75| 1,8 7,3 50 |15/11 55,5
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4.1.3.1.1 Einfluss des Individuums auf die erstaviéggderholten Entnahmen

Abbildung 6 zeigt die statistischen Signifikanzegr dJnterschiede zwischen den ersten 5
Embryoentnahmen von 9 Farsen und 9 Kihen hinsibhtler durchschnittlichen Anzahl an
Eizellen/Embryonen und an TG- und ET-tgl. Embryan@ie Auswertung der Daten wurde

getrennt fur Farsen und Kihe vorgenommen

e 2 3 4 5 6 7 8 9
Nr F K| FIK|FIK|F|IK|FIK|FIK|FIK|F|IK]|FIK
' 01| 21 |03|23|05|37|09|38|11| 40|16 48|19 |52 |27 54 |39 68
**/
F o1 * * ¥ *
1 . *k .
K 21 * *k iy 00
/
**/
F 03 * * ¥ *
2
K 23 * *
FO5 | * *
3
K 37 *% * *% *% * *%
FO9 | * *
4 o + oo o
K 38 * /
F11 *
5 o *% o
K 40 ok 'l ++/oo
/
F 16 *
6
K 48 * *% *%
F19
7 o o + o
K 52 * / *
**/ **/
F27 | ., . * *
8 *k[ . 4 o0 *k
K54 ++/oo / ++/°° *% * *
F39 | * *
9 ) o o
K 68 *%* *

Abb. 6: Individuelle Unterschiede zwischen den Ergebniskarersten funf Entnahmen

(F=Farsen; K=Kihe)

Eizellen/Embryonen *(p<0,05); ** (p<0,01)
ET-tgl. Embryoneri(p<0,05);"*(p<0,01)

TG-tgl. Embryonen(p<0,05);”(p<0,01); ANOVA
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4.1.3.2 Alter der Spendertiere zum Zeitpunkt detegr Superovulation

In Tabelle 23 sind die durchschnittlichen Ergebmisa Abhéngigkeit vom Alter der
Spendertiere zum Zeitpunkt der ersten Embryoentedbegrm DFV dargestellt.

Tab. 23: Einfluss des Alters der Spender auf die wiederndimbryoentnahmen

Anzahl Eizellen/Embryonen
Alter pro Embryoentnahme
Embryo-
T, entnahmen
Gesamt | Ufos | De ET- | TG- Befruchtungs-
g tgl. | tgl. rate (%)
1,5-3,0 113 13,8 40/ 19 | 78| 57 72,2
4,0-6,0 55 17,3 7,2 2,3 78 4.8 56,4
7,0-9,0 28 18,2 8,5 2,3 76 58 53,7
10,0-12,0 37 14,5 5,8 1,2 75 55 66,6
13,0 -16,0 38 16,9 9,5 1,G 64 44 42,8
Gesamt 271 15,5 6,1 1.8 | 75| 53 62,2

*p<0,05; **p<0,01; ANOVA

Das Alter der Tiere hatte keinen signifikanten kis$ auf die durchschnittliche Anzahl der
Eizellen/Embryonen und auf die Anzahl der degenmeEmbryonen. Bei den Tieren im
Alter von 1,5-3,0 Jahren wurden jedoch im Durch#gthwmeniger Ufos (p<0,01) und héhere
Befruchtungsraten (p<0,05) erzielt. Die Unterschiedischen den Altersgruppen bezuglich
der durchschnittlichen Anzahl an ET- und TG-tgl.liEEgonen waren nicht signifikant.

4.1.3.3 Jahreseinfluss

Die Tabelle 24 zeigt die Anzahl der durchgefuhrt&mbryoentnahmen und die

durchschnittlichen Ergebnisse in Abh&ngigkeit vahrdder Embryoentnahme beim DFV. Im
Jahr 2007 wurden im Durchschnitt mehr Eizellen/Braben pro Embryoentnahme als in den
Jahren 2006 (p<0,01) und 2008 (p<0,05) gewonnenldhmr 2006 wurden im Durchschnitt

weniger ET-tgl. (p<0,01) und TG-tgl. Embryonen (3% pro Entnahme als 2007 erzielt.
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Tab. 24: Einfluss des Jahres auf die wiederholten Embry@mhen beim DFV
Anzahl Eizellen/Embryonen
pro Embryoentnahme
Ll Eileiye- ET- TG- Befruchtungs-

entnahmen | Gesamt| Ufos | Deg. tgl. tgl. rate (%)
2006 99 1386 | 45 [ 19 7,3 4,9 68,6
2007 104 172 7,4 1,7 8,1 6,0 56,4

2008 68 5% | 65| 19 7,1 4,9 61,8
Gesamt 271 15,5 6,1 | 1,8 7,5 5,3 62,2

a:b (p<0,05); a:c (p<0,01) verschiedene Buchstdtmmzeichnen signifikante Unterschiede
(ANOVA)

4.1.3.4 Jahreszeit

In Tabelle 25 sind die Ergebnisse der Embryoentmethnach Saison beim DFV dargestellt.

Zwischen den Jahreszeiten wurden keine signifikablteterschiede festgestellt.

Tab. 25: Einfluss der Jahreszeit auf die Ergebnisse wiediEnthEmbryoentnahmen

Eizellen/Embryonen
Anzahl
. . pro Embryoentnahme
Saison von - bis Embryo- ET- | TG- | Befruchtungs}
entnahmer Gesamt| Ufos | Deg. gl. | tgl. rate (%)
Frihling | 20.03. - 20.06. 80 16,4 73 18 74 54 ,355
Sommer| 21.06.-21.09. 83 15,3 6,8 14 7,1 52 61,1
Herbst 22.09. - 20.12. 61 13,4 43 19 7.6 b1 70,9
Winter 21.12. - 19.03. a7 16,5 56 25 86 6,0 64,6
Gesamt 271 155 | 61| 18| 75| 5,3 62,2
4.1.3.5 Superovulationschema
Die  Superovulationsbehandlungen erfolgten  zyklugdagly (Schema 1) oder

zyklusunabhangig (Schemata 2-10). Tabelle 26 zdigt Ergebnisse der wiederholten

Embryoentnahmen unter Bericksichtigung der angeteandSuperovulationsschemata.
Sowohl die durchschnittliche Anzahl an Eizellen/Eyanen als auch die Aufteilung in ET-

und TG-tgl. Embryonen wurden durch die Behandluclysshata unterschiedlich beeinflusst
(Abbildung 7).



Ergebnisse 68

Tab. 26: Einfluss des Superovulationschemas auf die wiedlem&mbryoentnahmen

A Eizellen/Embryonen
nzahl
entnahmen| Gesamt | Ufos | Deg. tgl. tgl. rate (%)
1 24 17,9 7,1 5,7 8,1 5,0 57,5
2 33 13,3 3,4 1,6 8,3 5,8 73,4
3 7 16,6 3,7 1,7 11,1 8,4 81,5
4 30 18,3 8,7 1,9 7,6 54 48,3
5 41 12,2 4,2 1.8 6,2 4,1 70,1
6 28 16,6 8,0 1,6 7,0 5,2 55,0
7 19 14,4 5,8 15 7,2 5,1 62,4
8 36 15,3 5,2 1,4 8,8 7.0 63,7
9 7 17,9 2,9 2,4 12,6 9,7 83,5
10 46 16,3 8,2 2,0 6,1 3,9 55,7
Gesamt 271 15,5 6,1 1,8 7,5 5,3 62,2

Abbildung 7 zeigt die statistischen Signifikanzerer dUnterschiede zwischen den
Superovulationsschemata beziglich der durchsdchith Anzahl an Eizellen/Embryonen

und an ET- und TG-tgl. Embryonen.

Scshcé-ma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 **/++/° **/+ *k[ ++/° *k/ ++/° **/+
2 **/++/°° */+/° o ++/°° | ++/° *k | T +
3 /A I A A A o A R v
A AV LA ' '
I B A O R A [
6 | T T v
T T e ** S
8 | T | T N
9 ' T
10 * i *

Abb. 7: Vergleich der Ergebnisse wiederholter Embryoentmai je nach SO-Schema

Eizellen/Embryonen *(p<0,05); ** (p<0,01)
ET-tgl. Embryoneri(p<0,05);""(p<0,01)
TG-tgl. Embryonen(p<0,05);”(p<0,01); ANOVA
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Mit Schemata 1 und 2 wurden im Durchschnitt gegeniBchemata 4 bis 8 mehr
Eizellen/Embryonen und ET-tgl. Embryonen gewonndit. Schema 1 wurden gegentuber
Schemata 4, 6, und 7 mehr TG-tgl. Embryonen erZdgtiber hinaus wurden mit Schema 2
mehr ET-tgl. Embryonen als mit Schema 10 beobac8tdtema 3 fuhrte zu durchschnittlich
mehr Eizellen/Embryonen als Schemata 4, 6, 7 unth@® mehr ET-tgl. Embryonen als
Schemata 4 bis 8 und 10. Mit Schemata 2 und 3 wudiechschnittich mehr TG-tgl.
Embryonen als mit Schemata 4 bis 7 erzielt. DartUbgraus fihrte Schema 3 zu
durchschnittlich mehr TG-tgl. Embryonen als Schem@&tund 10. Mit Schema 5 wurden
durchschnittlich mehr Eizellen/Embryonen und ET-Einbryonen als mit Schemata 4 und 7
erreicht. Schema 9 ermdglichte durchschnittlich mighkellen/Embryonen als Schema 7 und
mehr ET-tgl. Embryonen als Schemata 4, 6 und 7ilpEar hinaus wurde mit Schema 9
durchschnittlich mehr TG-tgl. Embryonen als mit &cfata 6 und 7 gewonnen. Schema 10
fuhrte zu durchschnittlich mehr TG-tgl. Embryonds $chema 7 (Abbildung 7)

4.1.3.6 Besamung nach Superovulation

4.1.3.6.1 Art der Besamung
In Tabelle 27 sind die durchschnittlichen Ergebmiss Abhangigkeit von der Art der
Besamung beim DFV dargestellt. Zwischen den Ergslemi der wiederholten Entnahmen

nach Einzel- oder Mischbesamungen wurden keinefsgignten Unterschiede festgestellt.

Tab. 27: Ergebnisse wiederholter Embryoentnahmen je natkdé&rBesamung

Anzahl Eizellen/Embryonen
Art der pro Embryoentnahme
Besamun Sifleie- ET- | TG- | Befruchtungs-
9 entnahmen| Gesamt| Ufos | Deg. 9
tgl. | tgl. rate (%)
Einzelbesamung 228 15,2 58 18 1,7 54 64,3
Mischbesamung 43 16,8 78 2,0 7,0 48 51,1
Gesamt 271 155 | 61| 18| 75| 53 62,2

4.1.3.6.2 Anzahl und Zeitpunkt der Besamungen

Die Hormonprofile der Ovarsteroide-&73 und R sowie des LH im Zeitraum 11-47 h nach
der 2. PGE-Applikation bei 4 superstimulierten Farsen zeigt Abbildung 8. Bei allen
Tieren wurde im Untersuchungszeitraum ein kontirigiger Anstieg der E17B-Freisetzung

festgestellt. Bei den Tieren 1-3 kam es unmittelbach der GnRH-Applikation zu einem
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deutlicheren Anstieg von,EL7B. Bei den Tieren 1 und 2 wurde der praovulatoriscHe
Peaks 5 Stunden nach der GnRH-Applikation beobacB&s dem Tier Nr. 2 wurde der
Anstieg von B-178 8 Stunden nach GnRH beobachtet. Ein Anstieg desvukte jedoch
nicht beobachtet. Das Tier Nr. 4 zeigte im Untensungszeitraum weder erhdhte-E/B-
noch erhohte LH-Werte. Alle Tiere wiesen im Beolianfgszeitraum basale
Serumprogesteronwerte auf. Tabelle 28 zeigt dielkrigse der Follikelpunktion und der in
vitro Produktion (IVP) in Abhangigkeit der Grol3erdeollikel nach der Schlachtung der in
Abbildung 6 dargestellten Farsen. Zum Zeitpunkt 8ehlachtung waren noch keine der
Follikel gesprungen.

Zwischen den Befruchtungsergebnissen nach 2 (36f&h der 2. PGE-Applikation) oder

3 Besamungen (36/48/60 h nach der 2. R@¥pplikation) wurden keine signifikanten

Unterschiede festgestellt.

Tier 1 Tier 3

50 50

45 = 45

40 40

35 35

30 30

25 25 .

20 : . 20 /A\ ~

15 : 15 AR A W

10 emttttEseaL, et A -' 10 et '

: - /N - IS s 7\
Di. Do M1 Mio M1 Mi i Mi Mi Mi Do, Da. Di. Dio M M M1 M M M Mi. Mi Do, Do
18.0024.003.00 .00 9.00 12.0015.0018.0021.0024.00 3.00 é.00 18.0024.00 3.00 6.00 9.00 12.0015.0018.0021.0024.003.00 6.00

- = = = P (ngiml) - E2-17B (pg/ml) LH (ng/ml) - === P4 (ngfnly e E2-173 (pg/ml) LH (ng/ml)
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0 —— 10
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0 s
Di. Dio M1 Mio M1 M M M1 Mi. Mi Do, Do Di. Dio M i M1 Wi M Mi Mi. Mi Do, Do
18.0024.00 3.00 .00 9.00 12.0015.0018.0021.0024.00 3.00 é.00 18.0024.00 3.00 6.00 90012.00150018.0021.0024.00 3.00 6.00

= === P4 ngfml) e E2-17p (pg/ml) LH (ng/ml) = === P4dingfml) e E2-17B (pg'ml) LH (ng/ml)

Abb. 8: Hormonprofile von B, E; und LH 11-47 h nach Superovulationsauslosung
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Tab. 28: Gewinnung von in vivo gereiften Eizellen nach Sgpmulation

o OO

OPU + IVP OPU + IVP
Tier Kleine Follikel € 6 mm) Grol3e Follikel (> 6 mm)
NI Follikel Follike| | Eizellen Embryonen | - oo Eizellen Embryonen
CeSAM) Gesam| Gesam{ VP~ | Gesam( ET; | Gesaml gesam( VP~ | Gesamt ET;
tgl. tgl.? tgl. tgl.2
1 38 6 2 0 0 0 32 12 172 8
2 36 2 0 0 0 0 34 19 18 1
3 103 15 4 0 0 0 88 54 54 11
4 65 5 2 0 0 0 60 39 39 11
28 8 214 124 | 123 | 31
summe | 242 | o0 29%) © | O | O | (88m%)| (58%) (99%) (25%) °
1 161 | 142| 109 @65
Kontrolle 212 (76%) (88%) (68%) (40%] - = = =

OPU an Ovarien nicht superstimulierter Rinder (8cthof)® Tag 7-8 (Tag 0 = IVF)

4.1.3.6.3 Besamungsbulle

In Tabelle 29 sind die durchschnittlichen Ergebamiss Abhangigkeit von den eingesetzten

Besamungsbullen der

Rasse DFV dargestellt.

Zwiscdden Befruchtungsraten der

eingesetzten Besamungsbullen wurden keine signigkaUnterschiede festgestellt.

Tab. 29: Befruchtungsergebnisse der am haufigsten eingeaddesamungsbullen

Besamungs- Anzahl Eizellen/Embryonen Befruchtungs}
Bulle Embryo- pro Embryoentnahme rate (%)
entnahmer Gesam| Ufos| Deg.| ET-tgl. | TG-tgl.

A 26 17,3 | 6,00 2,1 9.2 7,0 63,2

B 21 135 | 59 21 55 4,0 62,8

C 21 16,6 | 7,9 14 7,3 51 54,1

D 17 11,7 | 4,1 0,8 6,8 4,2 73,6

E 17 183 | 6,1 2,2 10,1 6,4 64,2

F 14 139 | 87 0,7 45 3,5 51,9

G 12 156 | 7,3 1,0 7,3 4,8 62,5

H 8 10,3 | 29| 28 4,6 2,6 69,0

I 11 194 | 75 414 7,7 57 65,8

J 9 11,4 | 4,0 04 7,0 54 66,6

K 10 138 | 59 1,2 6,7 4,3 58,4

L 8 149 | 29| 2,8 9.3 5,8 77,9

M 7 150 | 7,1 04 74 6,4 48,7

N 7 134 | 49| 1,7 6,9 50 46,8

O 7 176 | 3,6/ 26§ 114 7,9 75,0
Andere (< 7 KBs 76 16,4 | 6,6/ 240 7,8 5,6 61,4

Gesamt 271 155 | 6,1| 18| 7,5 5,3 62,2
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4.1.3.6.4 Besamungstechniker

In Tabelle 30 sind die durchschnittlichen Ergebmisgederholter Embryoentnahmen bei
Spendern der Rasse DFV in Abhangigkeit von dem rmasgstechniker dargestellt.
Besamungstechniker 3 erzielte geringere Befruclstimgebnisse als die Besamungstechniker
1 und 2. Auch die gleichzeitigen Besamungen dur@chmiker 2 und 3 fuhrten zu
schlechteren Befruchtungsraten. Auf Grund der ikeldéinen Anzahl an Besamungen durch
Techniker 3 konnten die Ergebnisse statistisch tni@bgesichert werden. Die

Besamungsergebnisse von den Technikern 1 und 2wariet signifikant unterschiedlich.

Tab. 30: Ergebnisse wiederholter Embryoentnahmen je naslamangstechniker

Eizellen/Embryonen
Anzahl
Besamungs- pro Embryoentnahme
techniker Eilofe- ET-| TG-| Befruchtungs-
entnahmen Gesamt| Ufos | Deg.
tgl. | tgl. rate (%)
1 143 15,4 54 2,14 80 53 65,4
2 100 15,4 6,4 18 7,2 53 62,2
3 6 12,7 88/ 0,3 35 372 35,9
2+3 22 17,2 88 09 7b 6,2 49,0
Gesamt 271 155 | 61|18 |75|5,3 62,2
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4.1.4 Wiederholbarkeit der Ergebnisse der Embrywdnnhen

Die durchschnittlichen Ergebnisse der ersten 9 evigalten Embryoentnahmen bei Farsen
und Kihen der Rasse DFV zeigt die Tabelle 31.

Tab. 31: Ergebnisse der ersten 9 wiederholten Embryoentaatbai Farsen und Kihen

Nummer Farsen Kihe
der Eizellen/Embryonen Eizellen/Embryonen

Embryo- pro Embryoentnahme pro Embryoentnahme

Entnahmd A28 Gesami Ufos Deg. ET-| TG-1Anzahl| oo comi Uo. Deg. Sl G

Tiere tgl. | tgl. | Tiere tgl. | tgl.

1. 19 170 53 31 86 6/1 38 18,7 | 82 23 83 5J
2. 19 146 | 3,2 22 92 6/8 37 179 | 920 20 6,7 43
3. 16 13,7 34 12 9,1 6,8 28 173 | 74 19 8,0 5P
4. 14 124 53 1,2 59 44 22 122 | 49 09 6,5 45b
5. 11 121 3,0 1,7 74 6J0 14 10,0 | 43 14 43 31
6. 10 128 25 24 79 51 8 156 | 71 23 6,3 51
7. 9 8,4 24 0, 54 47 3 140 | 6,3] 2,0 57 3V
8. 7 129 | 23 23 83 59 2 255116520 7,00 45
9. 3 193 | 7,3 1,0 11)0/0| 1 33,0 | 2,00 1,0 30,®26,0

Abbildung 9 zeigt die statistische Signifikanz dédnterschiede zwischen den ersten 9
Embryoentnahmen bei Farsen und Kihen im Hinblidkdeai Anzahl an Eizellen/Embryonen
und an ET-tgl. Embryonen. Die Auswertung der Datemde getrennt fur Farsen und Kihe

vorgenommen. Die Unterschiede bezuglich der TGEgibryonen waren nicht signifikant.
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Nr. der 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Embryo-
Entnahme | F | k |F| K |F| K |F|K|F| K |F|K|F|K|F|K]|F|K
F
1
K *% **/+ *
F *%* *
2
K *%* *%*
F *
3
K *% **/+
F *
4
K *% *%* *%* *
F
5
K **/+ *% **/+ * *
F
6
K *
F *%* * *
7
K *
F *
8
K * *
F
9
K

Abb. 9: Vergleich der Ergebnisse der ersten 9 wiederhd@tabryoentnahmen

(F=Farsen; K=Kihe)
Eizellen/Embryonen *(p<0,05); ** (p<0,01)
ET-tgl. Embryoneri (p<0,05); ANOVA

In den Abbildungen 10-1%ind die Ergebnisse der Tabelle 31 beziiglich dsteer9

wiederholten Embryoentnahmen bei Farsen und Kuhephgsch dargestellt.
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Eizellen/Embryonen pro Embryoenthahme
35,0

30,0

25,0 /
20,0

o | = kﬁ/ e
10,0 \_A%::%\ //

50

0.0 T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9
—e— Farsen —8— Kiihe

Abb. 9: Vergleich der Ergebnisse der ersten 9 wiederhd@tabryoentnahmen

Bei Farsen wurden im Durchschnitt bei der 7. Eméngpahme signifikant weniger
Eizellen/Embryonen als bei der 2. (p<0,01), 3. dndp<0,05) Entnahmen gewonnen. Bei
Kidhen wurden im Durchschnitt bei der 4. und 5. Brobntnahmen signifikant weniger
Eizellen/Embryonen als bei der 1., 2. und 3. (p%),®. und 8. (p<0,05) Entnahmen
gewonnen. Bei der 7. Embryoentnahme wurden im DButohitt signifikant weniger

Eizellen/Embryonen als bei der 1. (p<0,05) Entnalgew@onnen (Abbildung 10).

unbefruchtete Eizellen pro Embryoenthahme
18,0

16,0 L]
14,0 /\

12,0 /\
| [\

e —
6.0 N A— \
o P /\

2,0 =
0.0 T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9
—e— Farsen —8— Kiihe

f
\
b

Abb. 11: Unbefruchtete Eizellen pro Embryoentnahme beiatsten 9 Entnahmen

Bei Farsen wurden bei der 4. Embryoentnahme skgmfiweniger unbefruchtete Eizellen als
bei der 6., 7. und 8. (p<0,05) Entnahmen gewonBenKihen wurden im Durchschnitt beli
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der 8. Embryoentnahme signifikant weniger unbeftetehEizellen als bei der 1., 3. (p<0,05),
4., 5. (p<0,01) und 6. (p<0,05) Entnahmen gewor{Adbildung 11).

degenerierte Embryonen pro Embryoenthahme
3,5

RN
o | R AN
e \Av//'/ \ /N,

1,0

05

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
—o—Fidrsen —@—Kilhe

Abb. 12: Degenerierte Embryonen pro Embryoentnahme beedsan 9 Entnahmen

Bei Farsen wurden keine Unterschiede bezlglichAsherahl degenerierter Embryonen pro
Embryoentnahme zwischen den ersten 9 Entnahmegefaslit. Bei Kihen wurden im
Durchschnitt bei der 4. Embryoentnahme signifikaahiger degenerierte Embryonen als bei
der 1. (p<0,05) Entnahme gewonnen (Abbildung 12).

ET-taugliche Embryonen pro Embryoenthahme
35,0

30.0 ﬁ
25,0
20,0
15,0 /
10,0

oo W

D_.D I I I I I I I I

—— Farsen —8— Kiihe

Abb. 13: ET-tgl. Embryonen pro Embryoentnahme bei den Br@tEntnahmen

Bei Farsen wurden keine Unterschiede bezuglich Alerahl ET-tgl. Embryonen pro

Embryoentnahme zwischen den ersten 9 Entnahmegefgslit. Bei Kihen wurden im
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Durchschnitt bei der 5. Embryoentnahme signifikaehiger ET-tgl. Embryonen als bei der
1. und 3. (p<0,05) Entnahmen gewonnen (Abbildung 13

TG-taugliche Embryonen pro Embryoenthahme
30,0

250

20,0 /
15,0 /
10,0 /
5,0 %‘ﬁﬁg
0,0 T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9
—e—Fiarsen —@—Kilhe

Abb. 14: TG-tgl. Embryonen pro Embryoentnahme bei den er8tEntnahmen

Bezuglich der durchschnittlichen Anzahl TG-tgl. Bydnen wurden weder bei Farsen noch
bei Kiihen Unterschiede zwischen den ersten 9 Enteatestgestellt (Abbildung 14).

Durchschnittliche Befruchtungsrate (%)

100,0
o p—— i
80,0

~ \4;_:_\‘\; /-
60,0
50,0 ~ /

a3
40,0 \ /
30,0 \/
20,0
10,0
0,0 . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9

—e— Farsen —#®—Kiihe

Abb. 15: Durchschnittliche Befruchtungsrate (%) bei detiegr® Embryoentnahmen

Bezuglich der durchschnittlichen Befruchtungsrateden weder bei Farsen noch bei Kiihen

signifikante Unterschiede zwischen den ersten @d&hmen festgestellt (Abbildung 15).
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Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der wiederhoEembryoentnahmen beim Spender Nr. 23.

Spendertier 23

35

Anzahl

1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19.

Embryoentnahme

-+ - Summe - - ET-taugl. —&—TG

Abb. 16: Verlauf der wiederholten Embryoentnahmen bei gem@erkuh Nr. 23

Beim Spendertier 23 wurden bislang 19 Entnahmeb-iwdchigen Rhythmus durchgefuhrt.
Im Durchschnitt wurden dabei pro Entnahme 18,8 IlEr#=mbryonen gewonnen, davon
waren 9,3 ET-tgl. und 6,9 TG-tgl. Embryonen. Dagitgriiber den Gesamtzeitraum von 22
Monaten im Durchschnitt 1,9 ET-tgl. und 1,5 TG-tgimbryonen pro Woche (Abbildung 16).
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Spendertier 32 (Pustertaler Sprinze)

Anzahl

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11, 12, 13, 14,

Embryoentnahme

- - - Summe - - ET-taugl. —a—TG

Abb. 17: Verlauf der wiederholten Embryoentnahmen bei gem@erkuh Nr. 32

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der wiederhoEembryoentnahmen beim Spender Nr. 32
und die Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse der Embrynahmen bei der Farse Nr. 39.
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Spendertier 39 (Firse)

30

25

20

15

Anzahl

10

Embryoentnahmen

- - Summe - B ET-taugl. —&—TG

Abb. 18: Verlauf der wiederholten Embryoentnahmen bei des& Nr. 39

Beim Spendertier 32 (Abbildung 17) wurden 14 Emkntaahmen im 5-w6chigen Rhythmus
durchgefuhrt. Im Durchschnitt wurden dabei pro Eyoentnahme 9,1 Eizellen/Embryonen
gewonnen, davon waren 7,9 ET-tgl. und 6,8 TG-tghbBonen. Das ergibt tGber den
Gesamtzeitraum von 16 Monaten im Durchschnitt T,&dt. und 1,4 TG-tgl. Embryonen pro
Woche. Bei der Farse 39 (Abbildung 18) wurden 9 Bmntnahmen im 5-wdchigen
Rhythmus durchgefuhrt. Im Durchschnitt wurden dalpgb Embryoentnahme 18,3
Eizellen/Embryonen gewonnen, davon waren 11,9 ETutgl 10,1 TG-tgl. Embryonen. Das
ergibt Gber den Gesamtzeitraum von 11 Monaten imtixachnitt 2,4 ET-tgl. und 2,1 TG-tgl.

Embryonen pro Woche.
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Die unter Verwendung der Summe der quadrierten Yt8\eerechneten Wiederholbarkeiten

der Ergebnisse der Embryoentnahmen zeigt die TeaB2ll

Tab. 32: Wiederholbarkeit der Ergebnisse der Embryoentnahme

Zufallige Effekte (Varianzen)
Tier
o*w o’ 2 Res | Ha |[H
. o = A O'
Merkmal | | S Wiederholbarkei Log L | Ho | Ha]
Varianz | Varianz - (w)
. : geschatzter
innerhalb | zwischen Vari
arianzen
der den
Gruppen | Gruppen
Eizellen/ 23,0430 43,5395 66,5825 0654 1796 M, 348
Embryonen - 63,6149 63,6149 ’ 1831,2| Ho ’
17,3107 | 28,9722 46,2829 1615,1| Ha
LIgs - 41,8694 | 41,8694 Gfjerde 1642.8/Ho | 2"
1,3140 6,3399 7,6539 1226,4,
Deg. - 7,3627 7,3627 0,828 1232,6| Ho 6.2
13,0129 | 31,6804 44,6933 1623,9| Ha
S - 41,2492 41,2492 S 1639,3| Ho Lo/
8,0299 23,7053 31,7352 1549 Bis
veAl - 29,8296 29,8296 0,747 1562,8| Ho 130
Befruchtungs{ 354,80 849,22 1204,02 0.705 2400,5| Hp 16.3
rate - 1112,15 1112,15 ’ 2416,8| Ho ’

Die Berechnung der Wiederholbarkeit als Faktor Gleichheit der Beobachtungswerte an

wiederholten Spulungen der gleichen Tiere ergab Wiederholbarkeit von 62,6-82,8%.

4.2

Transvaginale Follikelpunktion im Rahmen der Sperovulationsbehandlung

Bei den Spendern (n=28) behandelt nach Superovntsthema 6 wurde zum Zeitpunkt des
Einsetzen der PRID-alpfizein OPU durchgefiihrt. Von den 28 Tieren wurde 18i(68%)
Tieren ein DF beobachtet. Es wurden 7,3 Folliked @pender punktiert und 2,6 (36%)

Eizellen pro Tier gewonnen.
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4.3  Zwischenkultivierung nicht tiefgefriertauglicher Embryonen

In Tabelle 33 sind die Ergebnisse der 18-24stindigeschenkultivierung von Embryonen

der Klasse 3 zu tiefgefriertauglichen EmbryonenKlasse 2 dargestellt.

Tab. 33: Weiterentwicklung nach 18-24 h Zwischenkultur \Embryonen der Klasse 3

Stadium bei Embryoentnahme
Morula | Frihe Blastozyste| Blastozyste Gesamt
n | % n % n % n | %
Embryonen 39 32 28 9
Weiterentwicklung 33 85 32 100 28 100 93 94
Tiefgefriertauglich nach Kultur 19 58 14 44 10 36 3 443

4.4  Ubertragung von Embryonen auf Empfangertiere
Die Graviditatsergebnisse nach der UbertragungBmibryonen Klasse 3 auf Empfanger in
Abhangigkeit von dem verwendeten Verfahren zur dggynchronisation der Empfangertiere

zeigt Tabelle 34.

Tab. 34: Graviditaten (Tag 35) nach ET je nach Zyklussyaniwationsverfahren

Zyklus- Anzahl G?gg'gist)e :
synchronisation Embryo-Transfers Anzahl %
Brunstabhéangig (PGE) 39 22 56
Brunstunabhangig (CIDB 28 21 75
Summe 67 43 64

Die brunstunabhéngige Zyklussynchronisation der fangertiere mit CIDR fiihrte mit 75%
(21 von 28) zu hoheren Graviditatsergebnissen inrgéeh zur brunstabhangigen
Behandlung der Tiere mit PgH56%, 22 von 39).

4.5 Kosten der stationdren Embryoerzeugung
Die Aufstellung der Kosten (inkl. MwSt.) fir die ®mnung von Embryonen auf Station

zeigt Tabelle 35. Fir die Ermittlung der Kosten umgrarztlichen Leistungen wurde der

einfache Satz der Gebuhrenordnung fur Tierarztel)@Dgrunde gelegt.
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Tab. 35: Vereinfachte Aufstellung der EmbryoerzeugungskosteVersuchszeitraum

Kosten
Pos Leistung (€ inkl. | Falligkeit
MwSt.)
(1) {Im Herkunftsbetrieb:
Bestimmung des BHV1-/BVD-Status (Blutentnahme uabor) 20
Untersuchung eines Spenders inkl. Fahrtkostenpalesc 60 . i
Zukauf eines Spendertieres (nur Schlachtwert) Ol_z%mma 'g
Transportkostenpauschale eines Spenders 50
Summe (1): 1.330
(2) |Stationare Aufnahme und Eingewdhnung:
Untersuchung und Behandlung des Spenders 35
Tierarzneimittel, Verbrauchsmaterialien 30
DNA-Registrierung (Blutenthnahme und Labor) 35einmalig
Bestimmung des BHV1-Status (Blutenthahme und Dabor 15
Tierhaltung (5 Wochen) 105
Summe (2): 220
(3) |Biotechnische Behandlung und Embryonengewinnung:
Untersuchung und Superovulationsplan 35
Tierarzneimittel und Hormone 65
Kinstliche Besamungen (inkl. Tiefgefriersperma) 50
Embryoentnahme (inkl. Verbrauchsmaterialien) 1:2%7?{)%/0_
Embryonensuche und -beurteilung (inkl. Verbrauchismalien) 80 entnahme
Verpacken und Tiefgefrieren (inkl. Verbrauchsmiatem) 80 I
Lagerung von Tiefgefrierembryonen (5 Stlck pro 6chen) 15
Tierhaltung (5 Wochen) 105
Summe (3): 550
| (4) |Gesamt (1) + (2) + (3): | 2.100 | \
| (5) |Verkaufserlds eines Spenders (nur Schlachtwert): | 1.000 | \
| |Embryoerzeugungskosten bei der ersten Embryoenméhya- (5): | 1.100 | \
| |Jede weitere Embryoentnahme im 5wéchigen Rhyth@us ( | 550 | \

Die Tabelle 36 zeigt die Kosten der stationaren Bodrzeugung in Abhéngigkeit der

Anzahl wiederholter Embryoentnahmen bei einer bkeic Spenderkuh

Berucksichtigung der im Durchschnitt zu erwartended ET-tgl. und davon 5,0 TG-tgl.

Embryonen pro wiederholte Embryoentnahme im 5-wgehiEntnahme-Rhythmus und bei

einer Nutzung des Spenders von einem Jahr.

unter
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Tab. 36: Embryoerzeugungskosten (€ inkl. MwSt.) je nacharaviederholter Entnahmen

Anzahl
wiederholter| Stationarer : Kumulative Kumulative | Kosten
Embryo- | Aufenthalts- |‘5< UG T Anzahl NEED[ Anzahl pro
rzeugungs; ET-tgl.
entnahmen dauer kosten ET-tgl. Embryo TG-tgl. TG-tgl.
pro (Wochen) Embryonen Embryonen| Embryo
Spender
(a) (b) (a/b) (©) (alc)
1 7 1.100 7 157 5 220
2 12 1.650 14 118 10 165
3 17 2.200 21 105 15 147
4 22 2.750 28 98 20 138
5 27 3.300 35 94 25 132
6 32 3.850 42 92 30 128
7 37 4.400 49 90 35 126
8 42 4.950 56 88 40 124
9 47 5.500 63 87 45 122
10 52 6.050 70 86 50 121

Aus der Tabelle 36 ist zu entnehmen, dass im Laudelerholter Embryoentnahmen im 5-
die

durchschnittlichen Erzeugungskosten eines TG-tgibiyos schrittweise um 55-99 € sinken.

wochigen Entnahme-Rhythmus und Uber einem Zeitrawvon einem Jahr
Darlber hinaus kann jeder im Durchschnitt zusdizlerzeugte TG-tgl. Embryo in
Abhangigkeit der Anzahl wiederholter Embryoentnahmdee Erzeugungskosten eines jeden

TG-tgl. Embryos um weitere 18-32 € verringern.

Die Tabelle 37 zeigt eine vereinfachte Aufstelluley Kosten flr die stationdre Haltung eines
Empfangertieres vom Zukauf bis zur positiven Gragtddiagnose (Tag 35). In Abhangigkeit
vom Ubertragungserfolg variieren die reinen Erzewggkosten einer Graviditat aus Embryo-
Transfer auf Station zwischen 450 € (erster EmAmamsfer fuhrt zur Graviditat) und 910 €,

wenn fir die Erzeugung einer Graviditdt bei einerteichen Empfangertier drei

Ubertragungsversuche durchgefiihrt werden missen.
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Tab. 37: Vereinfachte Aufstellung der ErzeugungskostenreBraviditat auf Station
Kosten
Pos Leistung (€ inkl. | Falligkeit
MwSt.)
(1) |Im Herkunftsbetrieb:
Bestimmung des BHV1-/BVD-Status (Blutentnahme uabor) 20
Untersuchung eines Empfangers inkl. Fahrtkostesgreale 30 inmali
Zukauf eines Empfangers (nur Schlachtwert) 838 g
Transportkostenpauschale eines Empfangers 40
Summe (1): 920
(2) | Stationare Aufnahme und EingewOhnung:
Untersuchung und Behandlung des Empfangers 13
Tierarzneimittel, Verbrauchsmaterialien 22 cinmal
Bestimmung des BHV1-Status (Blutentnahme und Labor 15 g
Tierhaltung (5 Wochen) 80
Summe (2): 130
(3) |Biotechnische Behandlung und Embryoubertragung:
Untersuchungskosten 15
Tierarzneimittel und Hormone 20 pro
Embryoubertragung (inkl. Verbrauchsmaterialien) 15Embryo-
Durchschnittliche Erzeugungskosten eines ET-tglbEyos 100 | Transfer
Tierhaltung bis zum Tag 35 der Graviditat (5 Wathe 80
Summe (3): 230
| (4) [Gesamt (1) + (2) + (3): [ 1.280 |
| (5) |Verkaufserlds eines Empfangers (nur Schlachtwert): | 830 |
| |Erzeugungskosten einer Graviditat aus ET auf Statio: | |
(6) |Erste Ubertragung fihrt zur Graviditat (4) — (5): 504
(7) | Zweite Ubertragung fuhrt zur Graviditat (6) + (3): 680
(8) | Dritte Ubertragung fuihrt zur Graviditat (7) + (3): 910
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mdghkeiten der Durchfihrung wiederholter
Embryoentnahmen in kurzen Zeitabstdnden unteroséatn Bedingungen zu prufen. Zu
diesem Zweck wurden verschiedene Behandlungsschermatwiederholten Superovulation
mit Progesteron-freisetzenden Vaginalpessaren umthstunabhéangigen Besamungen an
einer groReren Tierzahl verglichen. Fir die Belutgy wurden verschiedene Einflussfaktoren
auf die Ergebnisse der Embryoentnahme unter dativddonstant bleibenden Bedingungen
einer stationdren Embryotransfereinrichtung untdrsuund auch eine Kostenanalyse
durchgefuhrt.

Die untersuchten Faktoren waren: Individueller kis$, Alter und Paritat der Spender, Jahr
und Saison, Behandlungsschema, und verschiederekigsper Besamung der Spender.
AulRerdem wurden Versuche bezlglich der weiterenw¥edung der gewonnenen
Embryonen durchgefiihrt. Dazu wurden Embryonen, zliem Zeitpunkt der Gewinnung
transfer-, aber nicht tiefgefriertauglich waren, ltikiert und auf eine mogliche
Weiterentwicklung untersucht, die ein spateres ri&rdn ermdglichen sollte. Fir die
Ubertragung frischer Embryonen wurden Empfangertianf zwei unterschiedliche Arten
zyklussynchronisiert und die beiden Methoden méeder verglichen.

Als Merkmale fir den Erfolg der Superovulationsbetiang und der Embryonengewinnung
dienten die Gesamtzahl gewonnener Eizellen und fanen, die Anzahl unbefruchteter
Oozyten, sowie der Anteil transfer- bzw. tiefgeftaeiglicher Embryonen.

Grundlage fur die Arbeit waren die Daten die dull@an der Embryo-Entnahmeeinheit und
Embryo-Erzeugungseinheit Badersfeld (DE-ETR 006 BW&s Lehrstuhls fur Molekulare
Tierzucht und Biotechnologie der LMU-Minchen in @wmhleillheim im Zeitraum vom
30.03.2006 bis zum 30.06.2008 durchgefuhrten Engity@mhmen gewonnen wurden.

5.1  Zyklusabhangige vs. zyklusunabhangige Superoatlon

Zu Beginn der vorliegenden Untersuchung stellte h sidie Frage, welchem
Superovulationsschema der Vorzug zu geben warkiedfir seit vielen Jahren verschiedene
Schemata zur Verfigung stehen. Grundsatzlich kaenbdi zwischen dem konventionellen,
zyklusabhangigen ET und dem zyklusunabhéangigen [Eilerschieden werden. Beim
zyklusabhangigen ET kann die hormonelle Behandhaitg=SH zwischen den Zyklustagen
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9-14 gestartet werden (MAPLETOFT, 2002). Zwar isthaein friherer Start der Behandlung
am Zyklustag 2-6 moglich, fuhrt aber zu schlechidtegebnissen (GOULDING et al., 1990).
Wenn mehrere Spendertiere flir einen Termin eingemlarden, ist eine Vorsynchronisation
erforderlich, sofern die Brunsten der Tiere niattian zufallig eng beieinander liegen. Beim
zyklusabhangigen ET muss sich der Zyklus nach diaeits stattgefundenen Superovulation
wieder normalisieren, bevor eine weitere Superdianaeingeleitet werden kann. Bei jeder
Planung und Vorbereitung der Dauerspender sollte sich moglichst nach den Zyklen der
Tiere richten, und hin und wieder sind hierfur wegt Vorsynchronisationen unerlaflich. Dies
fuhrt dazu, dass eine Superovulation nach diesdmrgkebrachten Behandlungsschema trotz
sachgerechter Anwendung nur in groéf3eren Zeitabstdndn ca. 2-3 Monaten wiederholt
durchgefuhrt werden kann, was nicht im Sinne detiagenden Untersuchung war. Ein
weiterer Punkt ist die hohe Variabilitdt dem dig&bwnisse unterliegen. So liegen Ergebnisse
zwischen 0 und 30 ET-tgl. Embryonen pro Behandinngrhalb der Norm und bis zu 2/3 der
Spenderkihe liefern weniger als die durchschrittieewarteten ET-tgl. Embryonen pro
Superovulationsbehandlung. AuRerdem stellte siehFdage, ob bei der zyklusabhangigen
Superovulation die maximale Effizienz nicht bere#seicht ist, denn die Zahl der pro
Embryoentnahme zu erwartenden ET-tgl. Embryonegnsta seit vielen Jahren weltweit um
die 6 Embryonen (THIBIER, 1997-2008).

5.1.1 Ergebnisse der zyklusabhangigen Superovalatio

In der vorliegenden Arbeit wurden bei der zyklusatdigen Superovulation zwischen den
Zyklustagen 9-14 (SO-Schema 1) im Durchschnitt 1E®&ellen/Embryonen pro
Embryoentnahme gewonnen, von denen 7,1 Ufos, 5g., 31 ET-tgl. und 5,0 TG-tgl.
waren. Die durchschnittliche Anzahl der ET-tgl. Eydmen lag somit Gber dem erwarteten
internationalen Durchschnitt (THIBIER, 1997-200Bh Vergleich zu den Ergebnissen beim
DFV (ADR Jahresbericht, 2004; Tabelle 6) waren digebnisse jedoch leicht
unterdurchschnittlich. Das kann daran liegen, detslen Besamungen keine Rucksicht auf
die superovulatorische Brunst genommen wurde (tesri@ntierte Besamungen). Die
superovulatorische Brunst tritt jedoch nicht immam vorbestimmten Zeitpunkt ein oder die
aul3eren Brunstsymptome bleiben vdllig aus, was doenstabhangigen Besamungen zu
schlechteren Befruchtungsergebnissen fihren kaeshd@b bekamen die superstimulierten
Spender in allen SO-Schemata ein GhRH-Analogon d&ch der zweiten PGFApplikation
(SO-Schema 1) oder 24-36 nach der Entnahme dern&lagirale (SO-Schemata 2-10;
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Tabelle 12) appliziert. Dadurch sollte die Ausléguder Superovulation zeitlich fixiert
werden, d.h. innerhab von etwa 24 h nach der GniekaBdlung gestartet werden.
Gegenuber den Schemata 4, 6, und 7 wurden mit $@r&c 1 mehr TG-tgl. Embryonen
erzielt. Eine wichtige Grundvoraussetzung fur digdhfihrung dieses SO-Schemas war eine
zuverlassige  Brunstbeobachtung, wobei mindestensei zvaufeinander folgende
Brunstperioden im Zeitabstand von 20-21 Tagen piisnal fur den Start der SO-Behandlung
angesehen wurden. Eine Vorsynchronisation der Spendrde hierfir nicht durchgefihrt.
Ebenfalls als wichtig wurden deutliche Brunstsymmpgobetrachtet. Sie traten jedoch nicht
immer zum vorbestimmten Zeitpunkt ein und hin undeder blieben die &aul3eren
Brunstsymptome vollig aus, worauf eine Superovatatiicht eingeleitet werden konnte. Die
Ovulationsraten variierten sehr stark zwischen 8pandern, trotz Verwendung des gleichen
Behandlungsschemas und der gleichen FSH-Dosierunden gleichbleibenden
Umweltbedingungen. Diese grofRe Variabilitat der @aktion nach Superovulation wird als
Hauptproblem des ET erachtet und erschwert jeglitloeaussage Uber deren Erfolg
(MAPLETOFT et al., 2002).

5.1.1 Ergebnisse der zyklusunabhangigen Superiisula

Eine erfolgreiche zyklusunabhangige Superovulatiah gleichzeitiger Vorsynchronisation
aller fur den ET geplanten Spendertiere kann mifeHvon Progesteron-freisetzenden
Vaginalspiralen erreicht werden (BO et al., 2008jr wiederholte Embryoentnahmen in
kirzeren Zeitabstanden von 5 Wochen beschloss man DRurchfihrung von

zyklusunabhangigen Superovulationsschemata (SOa&the2-10) unter Verwendung von
zwei verschiedenen Progesteron-freisetzenden Vaginslen. Die Verwendung von
Vaginalspiralen fur die zyklusunabhangige Superatmoih wurde zwar frih untersucht,
(SCHILLING et al., 1981; VOSS et al., 1983; TENHUMEBG et al., 1984), die Ergebnisse
waren damals jedoch nicht zufriedenstellend. Sodeuviele Jahre bei den praktisch
orientierten ET-Programmen weiterhin die zyklusaigige Superovulation angewandt. Erst
ein  besseres Verstdndnis des Follikelwachstums utidé Madoglichkeiten der

Ovulationssynchronisation erlaubten die erfolgreiéntwicklung von zyklusunabhangigen
SO-Schemata (BO et al., 2002, 2008). Heutzutagen kdiese einfache, schnelle und
komplikationslos ausfuihrbare Mdoglichkeit der Eitu@lg einer Superovulation als eine

effiziente Alternative zur Embryoproduktion betrtath werden. Bei dem Vergleich der
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angewendeten zyklusunabhangigen SO-Schemata @) eine moglichst hohe Anzahl an
ET-tgl. und TG-tgl. Embryonen pro Embryoentnahme@enen werden.

Beim SO-Schema 2 wurde den Tieren eine einzelnésB@h, (Estrumatd) zum Zeitpunkt
der 5. FSH Injektion verabreicht. Es erfolgten 3&waungen, 36, 48 und 60 h nach Entnahme
der PRID-alph& GnRH (Receptd) wurde 24 h nach Entnahme der PRID-afphppliziert.
Insgesamt fanden 33 Embryoentnahmen nach diesemer@®upationsschema statt. Die
durchschnittliche Gesamtzahl gewonnener Eizellebifgonen betrug dabei 13,3; die Anzahl
ET-tgl. Embryonen 8,3 und die der TG-tgl. Embryorie®&. Damit wurden im Durchschnitt
gegenuber den SO-Schemata 4 bis 8 mehr Eizellemjémn und ET-tgl. Embryonen
gewonnen. DarlUber hinaus wurden mit SO-Schema 2r &@&ktgl. Embryonen als mit
Schema 10 beobachtet. Es wurden mehr TG-tgl. Emeryagewonnen als mit den SO-
Schemata 4 bis 7.

SO-Schema 3 unterschied sich von SO-Schema 1 ddiehverringerte Anzahl an
durchgefiihrten Besamungen (2 vs. 3), die 36 und 4ich Entnahme der PRID-alfha
durchgefuhrt wurden. Ansonsten waren die SO-Scher@aund 3 identisch. Mit diesem
Schema wurden 7 Superovulationsbehandlungen dditirgieDie durchschnittliche Zahl an
gewonnen Eizellen/Embryonen betrug dabei 16,6.A0eil ET-tgl. Embryonen lag bei 11,1,
und der TG-tgl. bei 8,4. SO-Schema 3 flhrte zu likobnittich mehr Eizellen/Embryonen
als die SO-Schemata 4, 6, 7 und 8 und mehr ETutyl. TG-tgl.Embryonen als die SO-
Schemata 4 bis 8 und 10.

Beim SO-Schema 4 wurde die Anzahl der BGRjektionen auf 2 erhdht, die zusammen mit
der 6. und 7. FSH Anwendung verabreicht wurden.eEslgten wieder 3 Besamungen,
GnRH wurde 24 h nach Entfernung der PRID-afphppliziert. Mit diesem Schema wurden
30 Embryoentnahmen durchgefuhrt, bei denen im ®ch@,3 Eizellen/Embryonen pro
Entnahme gewonnen wurden. Die durchschnittlicheahET-tgl. Embryonen lag bei 7,6,
die der TG-tgl. bei 5,4.

So-Schema 5 war identisch mit SO-Schema 4, allgsdivurde die Anzahl der Besamungen
von 3 auf 2 reduziert. Es wurden 41 Embryoentnahthenhgefihrt, bei denen im Schnitt
12,2 Eizellen/Embryonen, 6,2 ET-tgl. und 4,1 TG-Enbryonen gewonnen werden konnten.
Mit SO-Schema 5 wurden durchschnittlich mehr Ee@@Embryonen und ET-tgl. Embryonen
als mit den SO-Schemata 4 und 7 erreicht.

SO-Schema 6 war identisch mit Schema 5, allerdwgsle hier zusatzlich zum Zeitpunkt
des Einsetzens der PRID-alfheine Follikelpunktion durchgefiihrt. Bei den 28 matiesem
Schema durchgefiuihrten Embryoentnahmen konnten, d@&inbeziehung der durch die
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Punktion gewonnenen Eizellen, im Schnitt 16,6 EerdEmbryonen gewonnen werden.
Davon waren 7,0 ET-tgl. und 5,2 TG-tgl. Von denT28ren wurde bei 19 (68%) Tieren ein
dominanter Follikel beobachtet und punktiert.

Verglichen mit den anderen Behandlungsschematat&aturch die Ablation des dominanten
Follikels kein erkennbarer positiver Effekt auf dagyebnis der Superovulationsbehandlung
festgestellt werden. Bezuglich der Anzahl der eemsn Ufos, der ET-tgl. und TG-tgl.
Embryonen waren die Ergebnisse tendenziell sdgar schlechter als der Durchschnitt. Dies
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen eines @itsldler anderen Autoren, die einen
negativen Einfluss der Anwesenheit eines dominarftetlikels auf das Ergebnis der
Superovulationsbehandlung feststellten (GRASSOI.et1889; GUILBAULT et al., 1991,
HUHTINEN et al., 1992; BUNGARTZ und NIEMANN, 1994STOCK et al., 1996;
WOLFSDOREF et al., 1997; SHAW und GOOD, 2000; KIMakt 2001; LIMA et al., 2007).
Eine mogliche Erklarung hierfur ist das die Entterg des dominanten Follikels zu frih
stattfand. Nach BO et al. (2006) sollte mit der &opulationsbehandlung 1-2 Tage nach der
Eliminierung des dominanten Follikels begonnen ward wodurch sich eine neue
Follikelwelle anbilden kann (ADAMS et al., 1993; BEFELT et al., 1994).

SO-Schema 7 war ebenfalls identisch mit dem SO+8ahg jedoch wurde hier unmittelbar
nach der erfolgten Embryogewinnung eine Uterusinfusmit EucaComP durchgefiihrt,
davon ausgehend, dass die intrauterine Applikatides Phytotherapeutikums die
darauffolgende Superovulation und Embryoentnahrokt miegativ beeinflussen wirde, eine
eventuell vorhandene subklinische Endometritis gadiviihzeitig therapiert werden koénnte.
Insgesamt wurde dies bei 19 Embryoentnahmen dufi@igebei denen durchschnittlich 14,4
Eizellen/Embryonen gewonnen wurden, von denen 7T2gkE und 5,1 TG-tgl. waren.
Bezuglich der Anzahl der erhaltenen ET-tgl. und {§G-Embryonen unterschieden sich die
Ergebnisse nicht signifikant. Ein positiver odergatver Effekt auf das Ergebnis der
Superovulationsbehandlung durch die BehandlungEmiaComp konnte nicht beobachtet
werden.

Bei SO-Schema 8 wurde PgFzweimalig zum Zeitpunkt der 6. und 7. FSH Gabe
angewendet. Es erfolgten 3 Besamungen. GnRH wusie&@ h nach Entfernung der PRID-
alph& appliziert. Angewandt wurde dieses Schema bei 38Bbroentnahmen. Die
durchschnittliche Gesamtzahl gewonnener Eizellehizonen betrug dabei 15,3, der Anteil
ET-tgl. Embryonen lag bei 8,8, der der TG-tgl. Eydmen bei 7,0.

SO-Schema 9 war identisch mit dem SO-Schema 8cliesdurde statt der PRID-alpha

Vaginalspirale eine CIDR Vaginalspange eingesetzt. Dieses Schema kam bei 7
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Embryoentnahmen zum Einsatz, bei denen im Schidi@ Eizellen/Embryonen gewonnen
werden konnten, von denen 12,6 ET-tgl. und 9,7 giGwaren. SO-Schema 9 erbrachte
durchschnittlich mehr Eizellen/Embryonen als SOe&dch 7 und mehr ET-tgl. Embryonen
als Schemata 4, 6 und 7. DarUber hinaus wurderhsichaittlich mehr TG-tgl. Embryonen
als mit den SO-Schemata 6 und 7 gewonnen.

Bei SO-Schema 10 wurde, wie schon bei SO-Schemair®s CIDF Vaginalspange
verwendet. Die Anzahl an FSH-Injektionen wurde wrauf 7 reduziert. PGl wurde
zweimal appliziert, zum Zeitpunkt der 5. und 6. F&dbe. Es wurden 2 Besamungen
durchgefithrt, GnRH wurde 36h Stunden nach Entfegnder CIDR angewendet. Der
Zeitabstand zwischen der ersten Besamung und déryeentnahme wurde von 7,5 Tagen
(SO-Schemata 1-9) auf 7,0 Tage verkirzt. Dies gdscda bei den SO-Schemata 2-9
Uberwiegend Blastozysten gewonnen wurden. Es soltedurch mehr Embryonen im
Stadium der Morula fur das von uns verwendete Eiefgrverfanren mit Ethylenglykol
gewonnen werden. Zum Einsatz kam das SO-Schemaeil@@ Embryoentnahmen. Im
Schnitt wurden dabei 16,3 Eizellen/Embryonen gewonron denen 6,1 ET-tgl. und 3,9 TG-
tgl. waren. Schema 10 fuhrte zu durchschnittlicthimrteizellen/Embryonen als SO-Schema
7, schnitt aber im Hinblick auf die Anzahl gewonee&T-tgl. und TG-tgl. Embryonen von
allen Schemata am schlechtesten ab. Eine Verringetar FSH-Dosen von 8 auf 7 und eine
Vorverlegung der Embryoentnahme um einen halben sthginen daher nicht sinnvoll zu
sein.

Ein Vergleich der beiden Vaginalpessare die zu Amuweg kamen, die CIDR
Vaginalspange und die PRID-alfh&/aginalspirale, gestaltet sich schwierig. Die PRID
alph& Vaginalspirale kam bei den Schemata 2-8 zum Einsi CIDR Vaginalspange nur
bei den Schemata 9 und 10. Schema 9 zeigte im &ielngmit den anderen Schemata die
hochste Anzahl an gewonnen ET-tgl. und TG-tgl. Braben. Bei Schema 10 fielen die
Ergebnisse jedoch stark ab, verglichen mit den FResu der Ubrigen Behandlungsschemata
waren es die schlechtesten der Versuchsreihe. Ddidsem Schema aber im Vergleich zu
den ubrigen auch die umfangreichsten Anderungergevmmmen wurden kann eine
maogliche Ursache auch hierin begrindet sein. Fig bessere Aussagekraft der Ergebnisse
missten mehr Behandlungen nach Schema 9 erfolgatieabisher durchgefihrten 7. Beim
Handling und in der Anwendung zeigte sich die CIDRaginalspange der PRID-alpha
Vaginalspirale jedoch uberlgen. Durch den geringeBurchmesser war das Einsetzen

einfacher, was sich gerade bei Farsen bemerkbantedes traten seltener Verluste wahrend
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der Behandlung auf, d.h. die Vaginalspange saleigclals die Spirale. Beim Entfernen der
CIDR®wurden zudem weniger Vaginitiden beobachtet.

Bei den SO-Schemata 2 und 3 wurde eine einziges®Gik, appliziert, wahrend bei den
Ubrigen 2 Dosen angewandt wurden. Bei einem Vaglder Ergebnisse der SO-Schemata
zeigt sich das durch die zweite Dosis keine Vemressy der Ergebnisse erreicht werden
konnte.

Bei den SO-Schemata 2-7 wurde GnRH 24 h nach Emeater PRID-alpHaVaginalspirale
appliziert, bei den SO-Schemata 8-10 36 h nachdhmte der PRID-alpffavVaginalspirale
bzw. der CIDR Vaginalspange. GnRH bewirkt eine rasche Freisgtzom FSH/LH und in
der Regel den LH-Peak mit anschlieBender Ovulafimmerhalb von 24 h nach der
Behandlung (WOLFENSON et al., 1994). Nicht supelievie Tiere werden fur gewdhnlich
15 bis 20 h nach der GnRH Applikation besamt (WONBBEN et al., 1994, SCHMITT et
al., 1996). Ein Vergleich fallt hier, dhnlich wieibdem Vergleich PRID-alpffavs. CIDR®
schwer, da das SO-Schema 9 die besten Ergebnissiehtiich der Anzahl gewonnener ET-
tgl. und TG-tgl. Embryonen lieferte, SO-Schema &@aten die schlechtesten. Allerdings gilt
auch hier wieder, dass die schlechteren Ergebrassé durch andere vorgenommene
Anderungen bedingt sein konnen. SO-Schema 8 keferchschnittliche Ergebnisse.
Ausgehend von den Erkenntnissen die bei den Veesudtinsichtlich des optimalen
Besamungszeitpunktes gewonnen wurden ist allerdeigy eine friilhe Applikation von
GnRH zu empfehlen.

Zusammenfassend kann man als gut geeignet fur vhelde Superovulationen bzw.
Embryoentnahmen bei Dauerspendern folgendes SQO¥aclamsehen: 8 FSH-Injektionen,
eine einmalige PGk-Injektion, 2 Besamungen, eine GnRH-Applikation 24 nach
Entfernung der Vaginalspirale und 7,5 Tage Zeit@$tzwischen der ersten Besamung und
der Embryogewinnung. Die entspricht dem SO-Schenieiddem neben dem SO-Schema 9
die besten Resultate erzielt wurden. Allerdingsentdier, ausgehend von den Resultaten bei
der Bestimmung des optimalen Besamungszeitpunktesspatere Besamung in Betracht zu
ziehen. Auch wéren Versuche in denen das SO-SclBemi einer CIDR Vaginalspange
anstelle einer PRID-alpfia/aginalspirale durchgefiihrt werden von Interesse.

Eine vorstellbare Mdglichkeit zur weiteren Verbessg der Ergebnisse bei Dauerspendern
wére eine Verklrzung des Intervalls zwischen aafgilerfolgenden SO-Behandlungen von 5
auf 4 Wochen. Dabei ist zu beachten, dass bei whetten Embryoentnahmen in kurzen
Zeitabstanden ein sehr schonendes und hygienis¢begehen wichtig ist. Kommt es

dennoch zu Verletzungen des Endometriums durchezbedHandhabung beim Einfiihren
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oder Platzieren des Entnahme-Katheters, beispisewei sehr unruhigen Dauerspendern,
dann sollten l&angere Zeitabstande zwischen Embtgabmen eingehalten werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gézeitass die Einleitung einer
Superovulation mit gutem Erfolg zu jedem ZeitpumiktZyklus, ohne jegliche Ricksicht auf
die Follikeldynamik méglich ist. Nach BO et al. () werden bessere Ergebnisse erwartet,
wenn die SO-Behandlung zum Zeitpunkt der Anbildenter neuen Follikelwelle gestartet
wird. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihRanktion und Entfernung des dominanten
Follikels hatte keinen positiven Effekt auf die Ebgisse der Embryoentnahme. In
weiterfihrenden Untersuchungen ist zu klaren, ath slurch eine Synchronisation der
Follikelwellen mit GnRH oder HCG vor der ersten FSidbe die Ergebnisse weiter
verbessern lassen.

Im Zeitraum 30.03.2006 bis 30.06.2008 wurden min deufgefihrten SO-Schemata
insgesamt 324 Embryoentnahmen bei 64 Spendern hiedsner Rassen durchgefihrt
(Tabellen 18-20).

Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, kdnnen iorddschnitt 1,6 ET-tgl. (Farsen) bzw.
1,5 ET-tgl. (Kiihe) Embryonen pro Tier und Wocheeeigt werden und die Behandlungen in
kurzen Zeitabstanden wiederholt am gleichen Tiet guten Ergebnissen durchgefihrt
werden.

TROPPMANN (2000) erzeugte im Durchschnitt mehr BIT-Embryonen pro Tier und
Woche, aber ihre Versuchstiere waren auf ET-Eignuongselektiert. Bei den schlecht
geeigneten Spendern erzielte TROPPMANN (2000) sbidee Ergebnisse.

Voraussetzung fir die Anwendung der zyklusunablgirgi Superovulation in kurzen
Zeitabstanden ist die Wiederholbarkeit der Ergedentder Embryoentnahmen. Die Ergebnisse
waren zwar sowohl bei Farsen als auch bei Kuheweb4. bzw. 5. Entnahme zunéchst
racklaufig, erholten sich jedoch im Laufe weiteré&knthahmen. Die berechneten
Wiederholbarkeiten als Faktor fur die Gleichheir @=obachtungswerte an wiederholten
Embryoentnahmen bei den gleichen Tieren waren Hmshsehr hoch (Tabelle 32). Die
Variabilitdt der Ergebnisse der Embryo-Entnahme Wwar den zyklusunabhangigen SO-
Schemata, wie auch bei der zyklusabhangigen SOri8ilnag, betrachtlich (Tabelle 19).

5.2  Bedeutung wiederholter Embryoentnahmen

Grundsatzliches Ziel des Embryotransfers ist dieh6kung der Vermehrungsrate

ausgewahlter Zuchttiere, v.a bezogen auf die malerSeite. Beim konventionellen ET mit
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zyklusabhangiger Superovulation wird diese Moglabhkdurch die Leistung einzelner
Embryoentnahmen sehr eingeschrankt, da im Allgeameimur 6 entwicklungsfahige
Embryonen pro Spender und Entnahme gewonnen wdtemen (THIBIER, 1997-2008).
Die sich hieraus ergebende Leistung von 3-4 Nachkemnach Ubertragung der Embryonen
auf Empfangertiere kann durch die in kurzen Zeitaiden wiederholte Embryoentnahmen
am gleichen Tier vervielfacht werden. Wenn auchEti@bhung der Vermehrungsrate auf der
weiblichen Seite durch ET im Vergleich zur KB daalil geringer ist, kann durch ET eine
deutlichere zusatzliche Vermehrung realisiert weyddesto mehr Embryonen von einem
wertvollen Spender gewonnen werden. Durch wiedeghBmbryoentnahmen in mdglichst
kurzen Zeitabstanden am gleichen Tier ist dies iengiéich zu Einzelentnahmen durchaus
maoglich, wie die Ergebnisse der vorliegenden Argeiteigt haben.

Eine weitere Anwendung besteht in der Rationalisigr der Genreservehaltung durch
Langzeitlagerung tiefgefrorener Embryonen und HEdmg des Zuchtmaterials bei
Sanierungsmal3nahmen. Die wiederholte Embryoentnahniagbt die intensive Nutzung des
Fortpflanzungspotentials &lterer Spender von Rasservom Aussterben bedroht sind als
Dauerspender.

Die Moglichkeit der wiederholten Embryoentnahme gieichen Tier in kurzen Abstanden
eroffnet dem Tierzichter eine Reihe neuer Moglidieke der Vermehrung wertvollen
Zuchtmaterials, der Zuchtwertprifung und der Seéekt und erschlielit neue
zuchtorganisatorische Wege, durch den Im- und BExgioer grof3eren Anzahl tiefgefrorener
Embryonen eines wertvollen Spendertieres. Auch flie Umsetzung innovativer
Zuchtstrategien und Zuchtprogramme, inklusive darkergestitzten Selektion, bietet die
Bereitstellung einer gréf3eren Anzahl ET-tgl. Emimio erweiterte Mdglichkeiten.
Abschlie3end lasst sich sagen, dass durch dielterRationalisierung der Behandlung und
die terminorientierten Besamungen und die somdiehnte Praktikabilitat der Behandlung ein
vereinfachtes Instrument fur die Tierzucht zur Vigung steht. Durch wiederholte
Embryoentnahmen kann die Zahl der ET-tgl. Embryotedeutend gesteigert werden
wodurch sich die Selektionsintensitat weiter ermdhiésst. Mit der Erhohung der
Embryonenzahl pro Spender und bei einem gleichbtelbn Transfererfolg von 60-70%
erhoht sich der errechnete zusatzliche Zuchtforitsgbhro Jahr. Dartiber hinaus eroffnet die
wiederholte Embryoentnahme die Moglichkeit deutlictehr Embryonen hervorragender
weiblicher Zuchttiere fir Exportzwecke zu gewinn®er Export von Embryonen anstelle

lebender Zuchttiere ist mit der Senkung von Trartkpsten, der Erfullung
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veterinarhygienischer Anforderungen und der Redunig von Akklimatisationsproblemen
verbunden.

5.3  Wiederholte Superovulationen im Vergleich mit @U/IVP

Zwar gelten heute die OPU und die IVP als Methoden Wahl zur Erzeugung einer
gréReren Zahl an Embryonen von einem gleichen Tier,wiederholte, zyklusunabangige
Superovulation bzw. Embryoentnahme ist aber ducleane konkurrenzfahige Alternative
mit Vorteilen.

So lassen sich zum einen grolBere Tiergruppen &@facvorbereiten, da der
Behandlungsbeginn zyklusunabhangig ist und somijedem Zeitpunkt gestartet werden
kann. Allerdings sollte die Brunst vermieden werdéa hier der Muttermund ged6ffnet und
die Gebarmutter zuganglicher fur aszendierendekiiofgen ist, insbesondere da die
Vaginalspangen bzw. —spiralen mitunter eine lok&ginitis verursachen kénnen. Durch die
Bildung grof3erer Gruppen ist es moglich, eine gré®ezahl von Empfangertieren gezielt
fur einen Termin vorzubereiten. Auch die Bereitstal von Frischsperma selektierter Bullen
durch die Besamungsstationen fir die Besamunguparevulierten Spender, was bei vielen
Autoren zu einer reduzierten Zahl unbefruchteteellen (NOHNER et al., 1996) und einer
hoheren Anzahl an ET-tgl. Embryonen nach Superdenlgihrte (ONUMA et al., 1970;
SEIDEL et al., 1978; NOHNER et al., 1996), wird dezh vereinfacht.

Bei Spendern mit klinisch unauffalliger Fruchtbat&kage, jedoch wiederholt schlechten
Ergebnissen nach Superovulation und Embryoentnammeder Verdachtsdiagnose einer
subklinischen Endometritis oder einer Eileiterenkiang, sind unter Umstanden durch OPU
und IVP mehr Embryonen als nach Superovulation korentionellem Embryotransfer zu
erwarten. Die Tiefgefriertauglichkeit von Embryonams IVP ist jedoch im Vergleich zu ex
vivo gewonnenen Embryonen schlechter. Moglicheraveisrden deshalb IVP Embryonen in
der Praxis noch vorzugsweise frisch und nicht &@éfgren Ubertragen.

Im Regelfall wird OPU und damit auch die IVP zwelm#chentlich durchgefuhrt. Die
anfallenden Laborarbeiten bei der IVP sind, vehglit mit denen die bei der
Embryonenspullung anfallen, sehr aufwendig und aeigrnd. Zudem werden Spezialisten
bendtigt, die diese Arbeiten ausfihren. Bei dereBoyulation ist es zwar notwendig die
Tiere 7-8-mal mit FSH Uber 4 Tage zu behandelerdithgs kdnnen diese Arbeiten durch die

Gruppenbildung gebindelt werden. Zudem ist hiett@n Fachpersonal noétig. Unter
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Umstanden konnen die FSH-Gaben auch vom Tierbesitzeehgefuhrt werden, falls die
Behandlung nicht stationar erfolgt.

5.4  Kombination der Superovulation mit den Méglictkeiten des OPU/IVP

Zu Beginn der Untersuchungen war zunachst eine koerte Anwendung von ET und
OPU/IVP vorgesehen. Grundlage hierfir war die i 8rgangenheit oft vermutete
.individuelle Eignung des Spenders”, die auch imaeren Untersuchungen bestatigt wurde.
Vorhergehende Untersuchungen haben gezeigt, daleslste Spendertiere, die bei den ersten
zwei Superovulationen weniger als 6 ET-tgl. Embsmompro Embryoentnahme liefern, auch
bei den darauf folgenden ETs meist unterdurchsitichitreagieren (TROPPMANN, 2000).
Es handelt sich dabei um sog. ,ET schlecht geegg8pender”. Dagegen reagieren Spender,
die bei den ersten zwei ETs mindestens 6 ET-tglbfgonen pro Embryoentnahme liefern,
weiterhin gut (,ET gut geeignete Spender”). Diesegnbdng kann durch Kklinische,
gynékologische oder sonstige Untersuchungen naglvavi nicht vorausgesagt werden. Nach
TROPPMANN (2000) ware jedoch die Identifizierungnes ,ET gut geeigneten Spenders*
durch mindestens zwei ETs, durchgefuhrt im Abstaoil mindestens 5 Wochen, durchaus
moglich. Dadurch konnen die Spender je nach Behaggkerfolg in verschiedenen
Behandlungsgruppen zusammengefasst werden. Soswauch in der vorliegenden Arbeit
angedacht gewesen. Als Richtwert fir den Behandglenfiglg wurden die im Durchschnitt zu
erwartenden 4,0 ET-tgl. Embryonen bei Farsen bzyd BT tgl. Embryonen pro
Embryoentnahme bei Kiulhen festgelegt. Hatten dien@gremindestens mit den erwarteten
durchschnittlichen Ergebnissen bei den zwei erBt@abryoentnahmen reagiert, wéaren sie als
.ET gut geeignete Dauerspender® im Programm aufigenen worden. Alle anderen
Spender, mit weniger als der festgelegten Mindéstaa ET-tgl. Embryonen bei der ersten
und zweiten Embryoentnahme (,ET schlecht geeigi&gtender®) waren in die OPU/IVP-
Gruppe als ,,OPU/IVP Dauerspender” aufgenommen wo(éébildung 19).

Das Vorhaben einer kombinierten Anwendung scheitgtloch zunachst, weil die Erfolge
beim konventionellem ET in der vorliegenden Arlimsser als erwartet waren. So verblieben
nur wenige Spender fir die OPU/IVP. Das SchemaAdhlfildung 19 stellt jedoch eine
denkbare Strategie fur die kombinierte Gewinnun@)(End Erzeugung (OPU/IVP) von
Embryonen dar.

Eine weitere Kombinationsmdglichkeit zur Verbessgrader Embryoproduktion auf Station

war die Durchfiihrung des OPU zum Zeitpunkt des d&ens der PRID-alpfia
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Vaginalspirale (SO-Schema 6). Die Ergebnisse beQdJ in der vorliegenden Arbeit waren
jedoch unterdurchschnittlich, weil die verwendefeanktionskantlen sich als ungeeignet
erwiesen und die fir das an der Station vorhand@mektionssystem besser geeigneten

Punktionskanulen nicht mehr kommerziell verfighads

Nicht-Trichtig ‘Trichtig

4 N

Ohne Fertilitdtsstérungen Mit Fertilitétsstérungen

{ \
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Abb. 19: Konzept zur stationaren Embryoproduktion

55 Einflisse verschiedener Faktoren

5.5.1 Individueller Einfluss

Die Tabellen 22-23 zeigen die Ergebnisse beziuglieh Gesamtzahl der durchgefiihrten
Embryoentnahmen und der dabei durchschnittlich pehandlung bzw. pro Woche
gewonnenen Eizellen/Embryonen fur jeden Spender.TRbelle 21 zeigt die Signifikanzen
des individuellen Einflusses des Spenders auf dixtdfen Gesamtzahl gewonnener
Eizellen/Embryonen, unbefruchtete Eizellen, degenter Embryonen, ET-tgl. und TG-tgl.

Embryonen. Der Einfluss des Spenders war fur alerkithale statistisch hoch signifikant.
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Dies stimmt mit den Ergebnissen anderer Autoren GIeATZEL et al. (1999) und
MAPLEFTOFT et al. (2002) uberein, denen zufolge &anfluss des Individuums einen
erheblichen Einfluss auf das Ergebnis der Supeatiansbehandlung hat.

5.5.2 Paritat und Alter der Spendertiere

Die Paritat der Tiere wird vom Uberwiegenden Ter dutoren als Faktor mit grol3em
Einfluss auf das Ergebnis der Superovulationsbdhagdgesehen, nur wenige konnten
keinen Einfluss auf die Qualitat der Embryonendietien (HASLER et al., 1983; WALTON
und STUBBINGS, 1986).

Bei den eigenen Untersuchungen zeigten Farsen irchBehnitt eine geringere Reaktion auf
die Superovulationsbehandlung als Kuhe. Durch djeiftkant besseren Befruchtungsraten
(72,3% vs. 55,5%) wurde jedoch im Durchschnitt elriere Anzahl ET- und TG-tgl.
Embryonen als bei Kihen (8,0 vs. 7,3 bzw. 5,9 v8) Gewonnen. Bei Farsen wurden im
Durchschnitt weniger Ufos als bei Kiihen (4,0 v8) gewonnen (siehe Tabelle 14 und 15).
Dies deckt sich mit den Untersuchungsergebnissen SGHILLING (1982), LOPES DA
COSTA et al. (2001), CHAGAS et al. (2002) und LER@Y¥ al. (2005), die ebenfalls bei
Farsen die besseren Resultate erzielten.

Ein Grof3teil der Untersuchungen ging jedoch in elidgegen gesetzte Richtung, und die
Autoren konnten die besseren Ergebnisse bezuglicdant@at und/oder Qualitat der
gewonnenen Embryonen bei Kihen erzielen (JANOWITB91; LAUTNER, 1997,
MACIAUX et al., 1999; SCHWAB, 2000).

Eine Erklarung hierfir ist das die Tiere nicht \@ektiert wurden, d.h. es wurden keine Tiere
aufgrund  einer mdglichen  schlechten Eignung fir deBT von den
Superovulationsbehandlungen ausgeschlossen. Hiexdiiden verschiedene vorberichtlich
oder wahrend einer vorangegangenen Untersuchutgeétslite Befunde in Frage kommen.
Als Beispiel seien hier mehrere erfolglos durchge Besamungen, rezidivierende
Ovarzysten, Geburtskomplikationen oder anatomissh@eichungen von der Norm (z.B.
Urovagina) genannt.

Den Einfluss des Alters der Tiere auf das ErgeldeisSuperovulationsbehandlung und der
Embryonengewinnung zeigt Tabelle 24. Das Alterdere hatte hierbei keinen signifikanten
Einfluss auf die durchschnittliche Anzahl der gewemen Eizellen/Embryonen. Bei den
Tieren im Alter von 1,5-3,0 Jahren wurden jedochDorchschnitt weniger Ufos und hdhere

Befruchtungsraten erzielt. Dies deckt sich mit deriersuchungen bezlglich des Einflusses
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der Paritat, da der tUberwiegende Teil der Gruppdlier von 1,5 bis 3 Jahren von Féarsen
ausgemacht wird. Die Ergebnisse in der Altersgrugpe 13 bis 16 Jahre waren tendenziell
schlechter. So wurde im Vergleich zu den anderderédgruppen die niedrigste Anzahl an
ET-tgl. und Tg-tgl. Embryonen gewonnen und die Beffitungsrate war ebenfalls die
niedrigste. Dies deckt sich mit den Erkenntnissemnaeisten anderen Autoren (SCHILLING,
1982; HASLER et al. 1983; DONALDSON, 1984; GLATZHt al. 1999), die von einem
Abfall der Leistung in den spateren Lebensjahresgaben, bedingt durch eine verminderte
Antwort auf die Gonadotropinbehandlung bei &lterBieren (LERNER et al., 1986).
DESAULNIERS et al. (1995) zeigten zudem, dass mihehmendem Alter haufiger
Funktionsstbrungen an Ovarien und Uterus auftretennen, die ohne eine

Superovulationsbehandlung nicht auffallen wrden.

5.5.3 Jahr und Jahreszeit

Ein Einfluss des Jahres konnte bei dieser Arbe#irAestgestellt werden (Tabelle 24), im Jahr
2007 wurden signifikant mehr Eizellen/Embryonen 2006 und 2008 gewonnen (17,2 vs.
13,6 bzw. 15,5)die Aussagekraft eines solchen Parameters istledtgs eingeschrankt. Bei
einer Beobachtung der Ergebnisse Uber einen Zeitnaan mehreren Jahren konnte dieser
Parameter allerdings eventuell zu Zwecken der Sktimtrolle* herangezogen werden. Bei
einem Abfall der Ergebnisse gilt es dann mdglicagibbsbedingte Ursachen zu untersuchen
und, soweit moglich, zu beseitigen. Als Beispiaksenier Umstellungen bei der Fltterung,
dem Personal sowie Mangel beim technischen Equipgerannt.

Das Ausmal} des Einflusses der Jahreszeit und danerbindung stehender Faktoren wie
Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Tageslange wird den verschiedenen Autoren kontrovers
diskutiert.

Die Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse der vorliegendebeit. Im Fruhling (20.03. — 20.06.)
wurden 80 Embryoentnahmen durchgefihrt, im Somr2&r06. — 21.09.) 83, im Herbst
(22.09. — 20.12.) 61 und im Winter (21.12. — 19.@3.

Obwohl die Tiere wahrend des gesamten Jahres und gdsamten Dauer der
Superovulationsbehandlungen in einem Offenstdablgysgehalten wurden, bestanden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Jahreszeit@eder im Hinblick auf die
durchschnittliche Anzahl gewonnener Embryonen, rindBezug auf deren Qualitat oder die

Befruchtungsrate.
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Dies deckt sich mit den Aussagen von HASLER et(E83), MISRA et al. (1999) und
BARATI et al. (2006) die ebenfalls keinen signifitan Einfluss der Jahreszeit feststellen
konnten, bzw. nur geringe Abweichungen (HASLER let 2983), widerspricht jedoch den
Untersuchungen von ROMAN-PONCE et al. (1978), PUYN# al. (1989), BENYEI et al.
(2003) und MARQUEZ et al. (2005). Eine mogliche afise fiur die Variabilitat der
Untersuchungen mag darin liegen, dass sie in wfhtedlichen Klimazonen durchgefihrt
wurden, die sich bezlglich des Ausmal3es der jabitbsien Temperaturschwankungen, der
Niederschlage etc. erheblich unterscheiden kénnen.

AulRerdem ist zu bedenken, dass mit der Jahreszelh ammer andere Faktoren in
Zusammenhang stehen, die wiederum die Ergebnisseflobssen bzw. eventuell auftretende
saisonale Effekte Uberlagern kénnen. Als Beispaegtrs hier die Art der Haltung (Wechsel
zwischen Weide- und Stallhaltung zum Wechsel deredzeiten) oder variable Qualitat des

Grundfutters (Heu, Silage) je nach Schnittzeitpugektannt.

5.5.4 Besamung

Die Besamung spielt eine nicht zu unterschatzeralke Rei der Embryonengewinnung, die
grof3en Einfluss auf das Ergebnis der Superovulsite@imandlung nimmt. Ohne ein optimales
Besamungsergebnis nitzt auch eine sehr gute Reald® Spendertieres auf die Behandlung
wenig. So konnten HAHN et al. (1980) in Herden Madn-return-Raten Uber 50 % einen
hoheren Anteil an transfertauglichen Embryonen geem, als in Herden mit Non-return-
Raten unter 50 %. Hauptursache fiir mangelnden Besgserfolg sind Mangel in der
Brunsterkennung, Wahl des falschen Besamungszéitpsirmangelhafte Besamungstechnik,
Mangel in der Futterung und schlechte Haltungshmprdigen (DE KRUIF et al. 1998). Durch
die bei uns durchgefuhrten brunstunabhédngigen Basgem konnte der Faktor
Brunsterkennung eliminiert werden. Die stationaedtithg und Versorgung der Spendertiere
wurden Uberwacht und konnten somit als limitierefi@dtoren fur den Besamungserfolg
ausgeschlossen werden. Dies ermdglichte die Urdleusig weiterer Faktoren. Die hier
untersuchten waren: Art der Besamung (Einzel- otiischbesamung), Anzahl der
durchgefuhrten Besamungen, Besamungsbulle und Begmtechniker.

In Tabelle 28 sind die durchschnittlichen Ergebmiss Abhangigkeit von der Art der
Besamung beim DFV dargestellt. Insgesamt wurden Rmnbryoentnahmen durchgefihrt.
Bei 228 dieser Embryoentnahmen wurde eine Einzatbhesg durchgefihrt, bei 43

Embryoentnahmen erfolgte eine Mischbesamung. Diehdghnittliche Befruchtungsrate
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bezogen auf die Gesamtzahl durchgefuhrter Embrpaénten betrug 62,2%. Fiur die Gruppe
in denen Einzelbesamungen durchgefuhrt wurden ildpe 64,3%, fur die in denen zwei
verschiedene Bullen zum Einsatz kamen bei 51,1%.

Zwischen den Ergebnissen der wiederholten Entnahraeh Einzel- oder Mischbesamungen
wurden keine signifikanten Unterschiede festgdstethdenziell waren die Ergebnisse bei
Einzelbesamungen jedoch besser. Auch HUPKA (2008nte keinen signifikanten Einfluss
der Anzahl unterschiedlicher Bullen die fir die &®asing nach Superovulation eingesetzt
wurden feststellen, erzielte jedoch tendenziellsbes Ergebnisse bezliglich der Gesamtzahl
gewonnener Embryonen und des Anteils transfertelugli Embryonen bei
Mischbesamungen.

Wichtig bei den Besamungen ist es auch den riahtiggitpunkt zu treffen. Vor allem bei
starken Ovarreaktionen kann die Lange des Ovulsggitraumes zunehmen, wodurch einige
Ovulationen eventuell nicht zeitgerecht im Verh&ltaum Besamungszeitpunkt stattfinden
konnen (PURWANTARA et al.,, 1994). Die verwendeteoh&nata zur Superovulation
unterschieden sich unter anderem auch in der Anzddrl jeweils durchgefuhrten
Besamungen. Bei den Schemata 1, 2, 4, 8 und SQawmiBdBesamungen durchgefihrt, bei den
Schemata 3, 5, 6, 7 und 10 jeweils 2 Besamungeischen den Befruchtungsergebnissen
nach 2 (36/48 h nach der 2. PzRpplikation) oder 3 Besamungen (36/48/60 h nach2de
PGR,-Applikation) wurden keine signifikanten Untersaiéefestgestellt. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen und Empfehlungen anderer Autorerghinfalls mit zwei Besamungen die
besten Ergebnisse erzielten bzw. keine Verbessenudgr Ergebnisse bei einer dreimaligen
Besamung gegentber einer zweimaligen feststellentea (HAHN, 1988; BECKER et al.,
2000 und WALTON und STUBBINGS, 1986). Versuche aiiter einmaligen Besamung, die
von WEST et al. (1984) und LOPEZ-GATIUS et al. (898ls ausreichend angesehen wurde,
wurden nicht durchgefuhrt. Zur genaueren Bestimnmdegyoptimalen Besamungszeitpunktes
wurden bei 4 Farsen der Rasse DFV die HormonprdéleOvarsteroide £17 und R sowie
des LH im zeitlichen Verlauf nach Auslésung der &wopulation erstellt. Fur die
Untersuchungen erfolgten Blutentnahmen in Inteevallon 3 Stunden im Zeitraum 11-47 h
nach der 2. Applikation von PGF(Abbildung 5). 48 h Stunden nach Entnahme der GIDR
bzw. 12 h nach der GnRH-Applikation erfolgte diehlachtung der Tiere und es wurde die
Anzahl der an der Oberflache sichtbaren Follikelielt. Bei 2 Tieren konnte ein LH-Peak 5
Stunden nach der GnRH-Applikation ermittelt werd®ai den Tieren 3 und 4 konnte kein
LH-Peak beobachtet werden. Im Allgemeinen ist dieill@ion 24 h nach dem LH-Peak zu
erwarten (HYTTEL et al., 1989). Der LH-Peak erfalgtder Regel innerhalb von 1-2 h nach
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GnRH-Applikation (WOLFENSON et al., 1994). Zum Zrihkt der Schlachtung waren bei
den untersuchten Tieren noch keine Follikel gespean Hiervon ausgehend kann gesagt
werden, dass die von uns durchgeflirten Besamuregihiclz eher zu frih angesetzt waren.

In Tabelle 30 sind die durchschnittlichen Ergebmiss Abhéngigkeit von den eingesetzten
Besamungsbullen der Rasse DFV dargestellt. Zwiscden Befruchtungsraten der
eingesetzten Besamungsbullen wurden keine signiika Unterschiede festgestellt. Dies
widerspricht teilweise den Ergebnissen von MANCIAK al. (1999 und 2000), HUPKA
(2000) und PONSART et al. (2001).

In Tabelle 31 sind die durchschnittlichen Ergebaider wiederholten Embryoentnahmen bei
Spendern der Rasse DVF in Abhangigkeit von dem rmBasgstechniker dargestellt.
Besamungstechniker 3 erzielte geringere Befruclsemgebnisse als die Besamungstechniker
1 und 2 (Befruchtungsrate 35,9% vs. 65,4% bzw. %2,2Auch die gleichzeitigen
Besamungen durch Techniker 2 und 3 fuhrten zu clktdeen Befruchtungsraten
(Befruchtungsrate 49%). Auf Grund der relativ kézin Anzahl an Besamungen durch
Techniker 3 konnten die Ergebnisse statistisch gedaicht abgesichert werden. Die
Besamungsergebnisse von den Technikern 1 und 2hwaeht signifikant unterschiedlich.
Erklarbar sind diese Unterschiede mit der gering&msahrung die Besamungstechniker 3 im
Vergleich zu Besamungstechniker 1 und 2 hatte,dtkee Téatigkeit schon mehrere Jahre

ausuben.

5.6  Zwischenkultivierung nicht TG-tgl. Embryonen

Ein Teil der zum Zeitpunkt der Embryoentnahme nitibfgefriertauglichen Embryonen
(Klasse 3) wurden fur 18-24 h in vitro kultiviema erst anschlieRend tiefgefroren.

Der Zweck dieser Kultivierung war es den Embryoden Moglichkeit zur ,Erholung” und
zur Weiterentwicklung zu geben und somit doch neicle eventuelle Tiefgefriertauglichkeit
zu erreichen.

In Tabelle 34 sind die Ergebnisse der Zwischenkieluing von Embryonen der Klasse 3 zu
tiefgefriertauglichen Embryonen der Klasse 2 daejksVon 99 Embryonen entwickelten
sich 93 (94%) in der Kultur weiter. 43 (43%) Embmgo wurden nach der Kultur als
tiefgefriertauglich beurteilt. Diese Ergebnissegesi dass die Zwischenkultivierung nicht
gefriertauglicher Klasse 3 Embryonen eine gute hétgkeit der Weiterbehandlung dieser
Embryonen darstellt, in besonderem Mal3e falls rgeimiigend Empfangertiere bereit stehen

auf die die Embryonen in frischem Zustand Ubertnagerden kdnnten.
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5.7  Ubertragung von Embryonen auf Empfangertiere

Ein Teil der nicht tiefgefriertauglichen Embryonamurde auf Empfangertiere tbertragen,
soweit diese in ausreichender Zahl zur Verfiguagdgn. Zur Zyklussynchronisation wurde
dazu entweder PGE appliziert oder eine Vaginalspange (CIB)Rverwendet. Bei beiden
Methoden erfolgte die Embryotbertragung am Tagb(Al).

Das angewandte Schema ermdglichte die Anwendunges eRein/Raus-Verfahrens zur
Nutzung der Empféangertiere, was einige Vorteile snth brachte. Dadurch dass die Tiere
gruppenweise (in der Regel 5 oder 10 Tiere) eimadfestintersucht und behandelt wurden
konnte der Arbeitsaufwand erheblich verringert ulel Kosten gesenkt werden. Auch die
Einhaltung der veterinarhygienischen Anforderungeie, aufgrund der Tatsache dass ein
Grol3teil der gewonnenen Embryonen flr den Expostifment war besonders hoch waren,
wurde so erleichtert.

Die brunstunabhangige Zyklussynchronisation mitt&ginalspange fiihrte im Vergleich zur
brunstabhéngigen Variante mit P&Ru héheren Graviditatsraten (75% vs. 56%). Diés is
durch die groRere Streuung des Brunsteintrittes degi Synchronisation mittels P&GF
erklarbar (KASTELIC und GINTHER, 1991; SAVIO et ,all990a; LANE et al., 2008).
Durch die zyklusunabhangigen Synchronisation wazugtem maoglich eine groRere Anzahl
an potentiellen Empfangertieren fir den jeweiligeEmbryoentnahme-  bzw.
Ubertragungstermin zur Verfugung zu stellen, da dah aktuellen Zyklusstand keine
Rucksicht genommen werden musste. Die Anwendung RGf,, zur Synchronisation
dagegen ist nur moglich wenn ein zyklischer Gelpkér(mindestens Tag 6) vorhanden ist
(LANE et al., 2008). Die besten Ubertragungsergesmiwerden erzielt, wenn am Tag der
Ubertragung zuverlassige Aufzeichnungen zur Brupsiegen. Fur die endgiiltige Auswahl
der Empfanger war jedoch eine gynakologische Uunténsng der Empfanger vor der
Embryoubertragung unerlasslich.

Bei der Vorbereitung von Empfangertieren auf Statgt zu beachten, dass die Tiere von der
Einstallung bis zur Graviditatsuntersuchung in ihreuen Umgebung mdglichst keinen
Stress verursachenden Situationen ausgesetzt wekeBEmpfanger eignen sich am besten
zuchtreife und geschlechtsgesunde Farsen, die arslel mit guter bis sehr guter
Fruchtbarkeitslage stammen. Das im Rahmen deregaiden Untersuchung ausgearbeitete
Schema zur Vorbereitung und Behandlung der Empféiege fir den stationaren ET

(Abbildung 4) sieht eine Eingewohnungszeit bis flivertragung eines Embryos von 6



Diskussion 104

Wochen vor. Die Grundvoraussetzung fur die Erziglgater Graviditatsergebnisse ist neben
dem Zyklussynchronisationsverfahren und der Quatigi Embryonen bei der Ubertragung
das Wohlbefinden des Empfangers. Zu einer gutetuhiglzéhlt auch eine angemessene
Futterung mit einer ausreichenden Versorgung mihevéilstoffen, Spurenelementen und
Vitaminen. Durch die guten Haltungsbedingungen def Station konnten trotz der
schlechteren Qualitdt der frisch Ubertragenen Eorey (Klasse 3) gute
Graviditatsergebnisse in der vorliegenden Arbettiedr werden. Auch jede belastende
Situation ist nach der Ubertragung der Embryonenhimn zur Graviditatsuntersuchung zu
vermeiden, da sonst die Aufrechterhaltung der @ritigefahrdet wird.

Empfangertiere die in vorausgegangenen Ubertragaimgmen belegt, jedoch nicht gravid
geworden sind, kdnnen erneut als Empfanger gemgmtien. Allerdings ist eine mehrfach
Verwendung als Empfanger nach einer zweiten Emlmgdiagung abzuraten. Eine
schnellere Identifizierung nicht gravider Empfangeten die Brunstbeobachtung ab 7 Tage
und die Progesteronbestimmung im Blut etwa 14 Teggh der Ubertragung (Abbildung 4).
Die klinische Graviditatsuntersuchung sollte, umdr@hgen in der Frihgraviditat zu

vermeiden frilhestens 28 Tage nach der UbertragutgsrUltrasonographie erfolgen.

5.8 Kostenanalyse

Die Embryoproduktion sollte optimal gestaltet werdeso dass bei mdglichst geringem
Aufwand und Kosten der hochst mogliche Ertrag déraerden kann. Die wiederholte
Embryoentnahme auf Station erlaubt eine Ratiomalisig und Intensivierung der
Embryoerzeugung mit Reduzierung von ProduktiongkosDie Kosten flr die stationére
Produktion von tiefgefrorenen Embryonen fir den d&kpoder fir die Erhaltung in
Genbanken liegen bei 220 € pro Embryo (Tabelle B6é).der Kostenberechnung wurde eine
Effizienz von im Durchschnitt 7,0 ET-tgl. und davér®0 TG-tgl. Embryonen pro Entnahme
unterstellt. Im Laufe wiederholter Embryoentnahmen 5Swoéchigen Entnahme-Rhythmus
und Uber einem Zeitraum von einem Jahr reduzieram gslie durchschnittlichen
Erzeugungskosten eines TG-tgl. Embryos schrittweises5-99 €. Dartber hinaus kann jeder
im Durchschnitt zusatzlich erzeugter TG-tgl. Embryo Abhé&ngigkeit der Anzahl
wiederholter Embryoentnahmen die Erzeugungskosteesejeden TG-tgl. Embryos um
weitere 18-32 € verringern. Die Kosten fur die Rikitbn eines Embryos fur die direkte

Ubertragung als frischer Embryo auf Empfangertieggn um 29% unter den Kosten fir
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einen tiefgefrorenen Embryo. Bei wiederholten Englertnahmen dber einen langeren
Zeitraum reduzieren sich diese Kosten entspreclieaiaklle 36).

Die Erstellung von Graviditditen aus ET kann am dwogtinstigsten erfolgen, wenn die
Empfangertiere nicht stationar sondern im Stall desbesitzers untergebracht sind. In
diesem Fall behalt der Tierhalter alle Rechte unsikBn. Es werden jedoch von der
Embryoentnahme-Einrichtung regelmaRig Empfangertengekauft und stationar gehalten
um diese spater als gravide Empfanger an Landaitteeten zu kénnen, die selber hierfir
Uber keine oder nur wenige weiblichen Tiere verfiiggei diesem System werden alle ET-
und Haltungskosten von der Station getragen undsemisspater auf das Endprodukt
umgesetzt werden. Diese Alternative verursacht zin@rere Kosten, sie wird von den
Tierbesitzern jedoch gut akzeptiert, wenn diese té&tosdurch den hdheren Wert der
produzierten Kalber und spater in Form einer hdhémstung gedeckt werden kénnen.

Bei einer Bereitstellung und Haltung der Empfangegtauf Station entstehen die niedrigsten
Kosten, wenn die Tiere moglichst schnell belegt gravid werden (Tabelle 37). Die reinen
Transferkosten verursachen nur einen geringen A Gesamtkosten. Als sehr gut
geeignet erwies sich hier das im Rahmen der vahidgn Arbeit entwickelte Vorbereitungs-
und Behandlungsschema fir stationar untergebraghtpfangertiere (Abbildung 4). Mit
diesem Schema wurden Graviditatsergebnisse nactirtipeng von Embryonen der Klasse 3
von 75% erzielt. Die Graviditatsraten mit Embryoriffiasse 3 nach Zyklussynchronisation
der Empfanger mit PGE lagen hingegen bei 57% (Tabelle 34). Durch dersd&in der
Progesteron-freisetzenden Vaginalspiralen konnten Empfangertiere zyklusunabhangig
besser als mit PGE-auf den Transfertermin vorbereitet werden. NiahRexr acht gelassen
werden durfen hierbei die durch die Synchronisatien Empfanger entstehenden Kosten.
Arbeitsaufwand und bendétigtes Verbrauchsmateriad &iei beiden Methoden vergleichbar
und relativ gering. Unterschiede zeigen sich aifggsl beim fir die Synchronisation
bendétigten Praparat. So kostet eine einzelne Piergesfreisetzende Vaginalspange etwa das
Dreifache einer PGE-Dosis. Trotzdem waren, bedingt durch die héhengichtigkeitsraten,
die entstehenden Kosten fur die Bereitstellunghti§er Empféngertiere niedriger als bei
einer Synchronisation mittels PgF

Je hoher die Graviditatsrate nach einer erstengBalpund geringer die Aufenthaltsdauer des
Empfangers auf Station, desto niedriger die Kostierdie Produktion von ET-Graviditaten.
Mit dem Vorbereitungs- und Behandlungsschema ftistar untergebrachte Empfangertiere
erreicht man hohe und gesicherte Erfolgsquotenyeatigleichbar mit denen einer guten Non-

Return-Rate bei KB sind (etwa 70%). Der Transfdr EBmpfanger nach nattrlicher Brunst
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ware eine Alternative mit dem Vorteil, dass keinestén fur die Zyklussynchronisation
anfallen wirden. Allerdings ist hierfur eine guteuBstbeobachtung wichtig, die wiederum
mit Personalkosten verbunden ist. Die Nutzung vomptangern nach natirlicher Brunst
konnte jedoch kostenguinstiger sein, wenn mehreezeTals Empfanger gleichzeitig zur

Verfligung stehen.
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6. Zusammenfassung

Untersuchungen zur wiederholten Embryoentnahme beinRind durch Einsatz
verschiedener zyklusunabh&ngiger Superovulationsselmata mit Progesteron-

freisetzenden Vaginalspiralen und terminorientierten Besamungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberprigfiwwon Superovulationsschemata (SO-
Schemata) fur die wiederholte Embryoentnahme izduiZeitabstanden mit Vaginalspiralen
und terminorientierten Besamungen. Dabei wurdererustationaren Bedingungen die
Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der Embryodniren ermittelt.

Innerhalb eines Zeitraums von 27 Monaten wurdenédeSpendern verschiedener Rassen
insgesamt 324 Embryoentnahmen durchgefihrt. Bé&ritiahmen (5%) wurden weniger als
drei Eizellen/Embryonen (E/E) pro Entnahme und3®5i (95%) wurden mindestens drei E/E
pro Entnahme erzielt. 271 Entnahmen wurden bei &ender Rasse Deutsches Fleckvieh
(DFV) durchgefihrt. 85% (DFV 84%) der wiederholtEntnahmen lieferten ET-taugliche
(ET-tgl.) Embryonen. Bei 67% (DFV 70%) aller Entnamn konnten> 70% ET-tgl.
Embryonen der Klassen 1 (sehr gut) oder 2 (gut)ogexen werden. 72% (DFV 69%) aller
Entnahmen lieferter70% ET-tgl. Embryonen &lterer Stadien (Blastozysted expandierte
Blastozysten). Die durchschnittliche Anzahl an B&frug 14,2 pro Entnahme, davon waren
7,1 ET-tgl. und 5,0 tiefgefriertaugliche (TG-tglEEmbryonen. Die durchschnittliche
Befruchtungsrate lag bei 64,8%. Beim DFV wurdenDorchschnitt 15,5 E/E, 6,1 Ufos, 1,8
degenerierte (deg.), 7,5 ET-tgl., 5,3 TG-tgl. Endorgn gewonnen und die Befruchtungsrate
lag bei 62,2%. Bei den Pustertaler Sprinzen wu@8nE/E; 1,5 Ufos, 0,7 deg., 7,4 ET-tgl.,
5,9 TG-tgl. Embryonen gewonnen und die Befruchttatgslag bei 83,4%. Bei den Murnau
Werdenfelsern wurden 19,3 E/E, 6,9 Ufos, 2,7 deg, ET-tgl., 4,6 TG-tgl. Embryonen
gewonnen und die Befruchtungsrate lag bei 62,1%d8&eKuh der Rasse Original Braunvieh
wurden 7,0 E/E, 0,6 Ufos, 1,7 deg., 4,7 ET-tgl9 0G-tgl. Embryonen gewonnen und die
Befruchtungsrate lag bei 92,7%.

Als mdgliche Einflussfaktoren (fixe Effekte) aufd&uperovulationsergebnis wurden das
Jahr, die Saison, die Paritat des Spenders (Fdesekuh), der Besamungsbulle, die Art der
Besamung (Einzel- oder Mischbesamung), der Besastecigniker, und das SO-Schema
untersucht. Der Einfluss des Spenders als zufalkdiekt war fur alle Merkmale statistisch
hoch signifikant. Statistisch signifikant auf digEEwaren das Jahr und das SO-Schema. Die

Anzahl der Ufos und die Befruchtungsrate wurderchlualie Paritdt des Spenders beeinflusst.
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Bezuglich der deg. Embryonen war nur der Effekt 8penders signifikant. Die Anzahl der
ET-tgl. und TG-tgl. Embryonen wurde durch das Jdaid das SO-Schema beeinflusst. Farsen
zeigten im Schnitt eine schlechtere Reaktion aef 80 als Kihe, durch die besseren
Befruchtungsraten (72,3% vs. 55,5%) wurden jedoghHérsen mehr ET-tgl. und TG-tgl.
Embryonen als bei Kiihen (8,0 vs. 7,3 bzw. 5,9 \&). §ewonnen. Das Alter der Spender Ubte
keinen Einfluss auf die E/Bus, jedoch wurden bei den jingeren Tieren (1,533l@re)
weniger Ufos und eine hohere Befruchtungsrate &thiim Jahr 2007 wurden signifikant
mehr E/E als 2006 und 2008 gewonnen (17,2 vs. d8)6 15,5). Bezogen auf die Jahreszeit
wurden keine Unterschiede in den Ergebnissen feitife Als gut geeignet im Hinblick auf
die Anzahl gewonnener ET-tgl. und TG-tgl. Embryorfén wiederholte Superovulationen
bzw. Embryoentnahmen erwies sich folgendes SO-SaheBn FSH-Injektionen, eine
einmalige PGE-Injektion, 2 Besamungen, eine GnRH-Applikationt2dach Entfernung der
Vaginalspirale und 7,5 Tage Zeitabstand zwischem desten Besamung und der
Embryogewinnung.

Nach Mischbesamung war die Befruchtungsrate mit%ltendenziell schlechter als nach
Einzelbesamungen (64,3%). Der Besamungstechnil®edaneingesetzte Bulle libten keinen
signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse der Emkntnahme aus.

Die Wiederholbarkeit der Ergebnisse der Embryodntren war hoch. Die Ausbeuten an
Embryonen waren zwar sowohl bei Farsen als aucliKbken ab der 4. bzw. 5 Entnahme
zunachst rucklaufig, sie erholten sich jedoch inufeaweiterer Enthnahmen. Die berechneten
Wiederholbarkeiten als Faktor fur die Gleichheir @=obachtungswerte an wiederholten
Embryoentnahmen bei den gleichen Tieren waren hmshsehr hoch (E/E 65,4%, Ufos
62,6%, deg. 82,8%, ET-tgl. 70,9%, TG-tgl. Embryofdn7% und Befruchtungsrate 70,5%).
Bei der transvaginalen Follikelpunktion im Rahmem 80-Behandlung wurde bei 19 von 28
(67,9%) Tieren ein dominanter Follikel beobachbet.Schnitt wurden 7,3 Follikel punktiert
und 2,6 Eizellen gewonnen. Die Zwischenkultivieruran insgesamt 99 Embryonen ergab
eine Verbesserung der Qualitat bis zur TG-Taugkahkei 43 (43%) Embryonen. Bei der
Ubertragung von nicht TG-tgl. Embryonen der Kla8saurden bei der zyklusabhangigen
Zyklussynchronisation (PGE 56% und bei der zyklusunabhangigen Zyklussyndkation
(CIDR®) 75% Gravidititen erzielt. Die Kostenberechnungr fitlie stationére
Embryoerzeugung ergab fiur die erste Embryoentnakosten von 1.100 € und fir jede
weiter 550 € unter der Annahme, dass 7,0 ET-tgl.davon 5,0 TG-tgl. Embryonen in einem
5-Wochen-Rythmus erzeugt werden. Flr die erste #oeimtnahme wirden sich die Kosten

pro TG-tgl. Embryo auf 220 € belaufen. Werden nuerd Gber einen Zeitraum von einem
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Jahr als Dauerspender genutzt, sinken die Erzeggastgn pro TG-tgl. Embryo schrittweise
um 55 € (2. Entnahme) bis 99 € (10. Entnahme). ieen Erzeugungskosten einer
Graviditat aus ET auf Station belaufen sich fir desten Transfer mit Graviditat auf 450 €.
Wird der gleiche Empfanger erst beim 2. ET gravitseehen Kosten von 680 €, sind 3 Ets

fur eine Graviditat erforderlich, belaufen sich #iesten auf 910 €.
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7. Summary

Investigations of the repeated embryo collection igattle using different superovulation
protocols by intravaginal progesterone device andxed time insemination

The present study aimed to compare different swpdmtbon protocols (SO-protocols) by
progesterone-releasing intravaginal devices allgwestrous cycle-independent repeated
superovulation in short time intervals and the akéxed time inseminations. Furthermore,
the effects of different factors on the resultsrgpeated embryo collection performed on-
station were investigated.

Over a 27-month period a total of 324 embryo cdbexs were performed from 64 donors of
different breeds. 17 (5%) embryo collections resiilin less than 3 ova/embryos (O/E) per
collection and 307 (95%) collections produced asiethree O/E per collection. 271
collections were carried out using German Simmeg&\V) donors. 85% (DFV 84%) of the
repeated embryo collections produced transferahlerygos (TE) and 67% (DFV 70%) of the
collections produced more than 70% TE classified easellent (1) or good (2) by
morphological criteria. 72% (DFV 69%) of the colieas resulted in more than 70% of TE in
the blastocyst and expanded blastocyst stages.aVéege number of O/E was 14.2 per
collection; of these 7.1 were TE and 5.0 freezebidryos (FE). The average fertilization rate
was 64.8%. DFV donors produced on average 15.5 @f/Hese 6.1 were unfertilized ova
(UO), 1.8 degenerated embryos (DE), 7.5 TE, 5.3aRH the fertilization rate (FR) was
64.8%. German Pustertaler Sprinzen donors yieladedverage 9.8 O/E; of these 1.5 were
UoO, 0.7 DE, 7.4 TE, 5.9 FE and the FR was 83.4%rnslu-Werdenfelser donors yielded
19.3 O/E; of these 6.9 were UO, 2.7 DE, 9.7 TE,FE6and the FR was 62.1%. The cow of
the Original Braunvieh breed had 7.0 O/E; of the@$ewere UO, 1.7 DE, 4.7 TE, 0.9 FE and
the FR was 92.7%.

In this study the fixed effects year, season, dquanty (heifer or cow), Al bull, type of
insemination (single bull or two bulls inseminafipi\l technician and SO-protocol were
analyzed. The random effect of the donor was highgnificant for all traits. O/E was
significantly affected by the collection year ahe tso-protocol. UO and FR were influenced
by the donor parity. DE was significantly influedcby the random effect of the donor. TE
and FE were influenced by the collection year amel $O-protocol. Heifers showed on
average a lower superovulation response than ddasever, due to a higher FR (72.3% vs.
55.5%) they had on average more TE and FE than (@@ws. 7.3 and 5.9 vs. 5.0). The age
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of the donor had no influence on O/E. However yaunranimals (1.5-3.0 years old) had less
UO and showed a higher FR. Significantly more O/&revobtained in the collection year
2007 than in 2006 and 2008 (17.2 vs. 13.6 and 1BuS)no differences were observed
between seasons. Regarding the total number of mE TE gained throuh repeated
superovulation/embryo collection the following S@{mcol was found to be best suited: 8
injections of FSH, a single application of PGR2 Al's, one injection of GhnRH 24 h after
removal of the intravaginal device and 7.5 daysriral between the first Al and the embryo
recovery.

FR for donors inseminated by different bulls wawdo than, but not significantly different
from that for single bull inseminations (51.1% 64.3%). The Al technician had no effect on
embryo collection results. Repeatabilities of emobopllections were high for heifers and
cows; the results declined with th& 4and %' collection, respectively, but recuperated in
subsequent embryo collections. Estimated repediabias a factor for equality of results on
repeated embryo collection performed in the sanmaarwere high to very high (O/E 65.4%,
UO 62.5%, DE 82.8%, TE 70.9%, FE 74.7% and FR 7Q.58dominant follicle was
observed in 19 of 28 (67.9%) donors that receivathiasvaginal ultrasound guided ovum
pick-up to remove the dominant follicle before 8tay the superovulatory treatment. From
these animals on average 7.3 follicles were aguirand 2.6 oocytes obtained. The in vitro
culture for 24 h of 99 embryos classified at cdl@t by morphological criteria as poor (class
3) resulted in 43 (43%) FE (class 1-2). The tranefepoor embryos (class 3) resulted in a
pregnancy rate of 56% by recipients synchronizeda lsmgle application of PGfFand of
75% by recipients synchronized using C/bDR

A calculation to estimate the cost of productioneaibryos using repeated collections was
performed. The cost of embryo production on stati@s 1100 € for the first collection and
550 € for all subsequent collections that produmedverage 7.0 TE and 5.0 FE per repeated
collection performed on a 5-week time interval basior the first embryo collection the cost
for each FE was 220 €. The cost of FE declinesadsepby 55 € (¥ collection) up to 99 €
(10" collection) if the donors were subjected to repéagémbryo collections over a year
period. The costs of a pregnancy on station wasé4éfder a successful first embryo transfer.
If a second or a third embryo transfer was needabtain a pregnancy, the costs increased to
680 € and 910 € per recipient, respectively.
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