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I. EINLEITUNG

Die kunstliche Besamung (KB) ist auf Grund ihrer Einfachheit, Wirtschaftlichkeit
und Effizienz eine der bedeutsamsten Reproduktionstechnologien und stellt ein
wichtiges Werkzeug bei der Verbreitung und Verbesserung der Genetik im Rinder-
bestand dar (VISHWANATH, 2003). Sie ist definiert als Einbringen von gewonne-
nem Sperma in den weiblichen Reproduktionstrakt unter Verwendung eines Instru-
ments und ist die alteste Methode unter den assistierten Reproduktionstechnologien
(BOLS et al., 2009). Lag zu Beginn der KB der Fokus auf der Einddmmung von
durch den naturlichen Deckakt Gibertragenen Infektionskrankheiten (Deckseuchen),
sind es heute vor allem tierziichterische Aspekte. Mit der KB wurde die Moglichkeit
zur zeitlich und ortlich unabhéangigen Anpaarung von ausgewahlten Elterntieren
geschaffen (BUSCH und WABERSKI, 2007). Ziel der KB ist es, zum Zeitpunkt
der Ovulation ein Reservoir an befruchtungsféhigen, also kapazitierten und motilen
Spermien im kaudalen Eileiteristhmus zu schaffen und damit die Wahrscheinlich-
keit fiir eine erfolgreiche Befruchtung zu erhéhen (DISKIN, 2018). Als Standard-
besamungsmethode hat sich dabei die bereits in den 1940er Jahren entwickelte tiefe
zervikale oder intrauterine Besamung durchgesetzt, bei der die Zervix Uber das
Rektum fixiert wird (LOPEZ-GATIUS, 2000).

Mit der Einflhrung der genomischen Zuchtwertschatzung im Jahre 2010 wurde
auch in der Rinderzucht das Generationsintervall erheblich verkirzt. Auf Grund
ihrer genomischen Zuchtwerte interessante Jungbullen werden bereits mit Eintritt
in die Geschlechtsreife an Besamungsstationen flr die Spermagewinnung einge-
stellt (STROTHMEYER, 2013), in der KB eingesetzt und, ebenso wie zuchtwert-
starke, weibliche Jungtiere, Giber den Embryotransfer genutzt. Um jedoch die stei-
gende Nachfrage nach Sperma von Top-Bullen bedienen zu kdnnen, ist seitens der
Zuchtorganisationen eine Optimierung des Samenproduktionsprozesses bezuglich
Spermaqualitat und Anzahl der produzierten Portionen bei gleichbleibenden oder
verbesserten Befruchtungsergebnissen im Rahmen der KB erstrebenswert. Obwohl
der Fruchtbarkeit ein multifaktorielles Geschehen zu Grunde liegt, wird mit Hilfe
von modernen spermatologischen Testverfahren versucht, Korrelationen zwischen
Spermienfunktionsparametern und der Fertilitat festzustellen, um Bullen mit redu-
zierter Spermaqualitat und/oder schlechter Befruchtungsfahigkeit moglichst frih-
zeitig im Produktionszyklus ausfindig zu machen (UTT, 2016; MORRELL et al.,
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2017; BUCHER et al., 2019).

Studien zu neuen Besamungstechniken, mit dem Ziel, die Besamung noch wirt-
schaftlicher zu machen und Bullen dadurch noch effizienter nutzen zu kénnen, lie-
ferten bisher nur bedingt bessere Ergebnisse und konnten sich bis heute nicht gegen
die Standardbesamungsmethode behaupten. Die ldee, Spermapailletten von be-
grenzt verfligbaren oder zlchterisch interessanten Bullen vor der Besamung zu tei-
len, um mehrere Kalber aus einer Besamungsportion zu erzeugen, stellt auf Grund
des bereits geringen Besamungsvolumens von 0,25 bis 0,5 ml und der praktischen
Umsetzung eine Herausforderung dar. Eine high-volume-Besamung (HVB), bei der
das Sperma vor der Besamung mit einem spermienfreundlichen Medium verdinnt

wird, konnte die Losung fur dieses Problem sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits, den Einfluss von vier verschiedenen
Puffermedien auf Qualitatsparameter boviner Spermien zu untersuchen, um daraus
Ruckschlisse auf ihre potentielle Eignung als Tragermedium fur die HVB zu zie-
hen. Andererseits wurde die HVB sowohl bei der routinemaRigen Besamung im
Rahmen der natirlichen Brunst als auch bei der routinemaRigen Besamung von su-
perovulierten Rindern angewendet und mit der Standardbesamungsmethode in Be-
zug auf die Besamungs- und Befruchtungsergebnisse sowie die Praktikabilitéat ver-

glichen.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Spermatologie des Bullen

1.1.  Physiologie der Spermatogenese

Die Spermatogenese beschreibt die kontinuierliche Bildung von Spermatozoen aus
undifferenzierten Keimzellen, den Typ A-Spermatogonien, die in den Tubuli semi-
niferi des Hodens stattfindet und mit Beginn der Geschlechtsreife einsetzt
(HOLSTEIN etal., 2003). Die Geschlechtsreife erreichen Bullen der Art Bos taurus
mit 6 bis 12 Monaten (BRITO, 2015b). Die Spermatogenese kann in drei Pha-
sen — Spermatozytogenese (Proliferation), Meiose und Spermiogenese (Differen-
zierung) — untergliedert werden, die beim Rind 21, 23 und 17 Tage, also insgesamt
61 Tage dauern (STAUB und JOHNSON, 2018). Ihr schlief3t sich als letzter Rei-
fungsschritt die beim Rind etwa 14-tdgige Nebenhodenpassage an (SINOWATZ,
2001), bei der die Spermien verschiedene biochemische (Modulation und Reorga-
nisation von Plasmamembran und Akrosom) und morphologische (Abstreifung des
Zytoplasmatropfchens) Reifungsprozesse durchlaufen und ihre gerichtete Vor-
wartsbeweglichkeit und vorlaufige Befruchtungsfahigkeit erlangen (IGBOELI und
FOOTE, 1968; SINOWATZ, 2001; TOPFER-PETERSEN und WABERSKI, 2001;
TOPFER-PETERSEN, 2007). Bis zur Ejakulation erfolgt die Speicherung im Ne-
benhodenschwanz, wo die Spermien auf Grund des sauren Milieus in ihrer Beweg-
lichkeit gehemmt werden (LIEBICH, 2004).

1.2.  Morphologie des Spermiums

Eine morphologisch intakte, ausgereifte Saugetierspermienzelle wird in zwei Ab-
schnitte unterteilt: Kopf und Schwanz (GERTON und VADNAIS, 2018). Elektro-
nenmikroskopisch l&sst sich der Schwanz zusatzlich in ein kurzes Verbindungs-
stiick, die Halsregion, sowie Mittel-, Haupt- und Endstlick gliedern (SINOWATZ,
2001; LIEBICH, 2004; GERTON und VADNAIS, 2018). Das gesamte Spermium
wird von einer Plasmamembran ummantelt (FAWCETT, 1975; WU, 2005). Der
bilateral abgeflachte Spermienkopf besteht aus dem Kern, der mit dem hochkon-
densierten Chromatin die paternale Erbinformation enthélt und von einer Kern-
membran umgeben ist (WABERSKI, 2007; BERRUTI und PAIARDI, 2011). Im
vorderen Abschnitt ist der Nukleus zu etwa zwei Drittel vom Akrosom bedeckt, das

den Spermienkopf in einen akrosomalen und postakrosomalen Abschnitt unterteilt
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(FAWCETT, 1975; SCHNABEL, 2009). Das auf das distale Zentriol zurtickzufiih-
rende Axonem (AVIDOR-REISS et al., 2020) durchzieht als zentrale Struktur den
Spermienschwanz bis in das Endstlick und ist mit seinen auf Adenosintriphosphat-
(ATP)-Hydrolyse basierenden Krimmungen der Motor der Spermienzelle
(FAWCETT, 1975; ROVAN, 2001; WABERSKI, 2007). Die im Mittelstlick das
Axonem und die duBeren Mantelfasern umgebenden Mitochondrien werden im
Hauptstiick von einer Proteinschicht abgeldst (SINOWATZ, 2001). Das abschlie-
Rende Endstiick besteht nur noch aus dem Axonem (ROVAN, 2001).

1.2.1. Plasmamembran

Die Plasmamembran ist eine Doppellipidschicht mit Phospholipiden, in die Mole-
kile und Membranproteine eingelagert sind, und besitzt damit die molekulare Bau-
weise von Biomembranen (ROVAN, 2001). Sie wirkt als physiologische Barriere.
Ihre Intaktheit ist Voraussetzung fur die Lebensfahigkeit der Spermienzelle und
steht in direktem und indirektem Zusammenhang mit zahlreichen Zellfunktionen.
Dazu zéhlen die Zellnomgostase der Spermienzelle selbst sowie Interaktionen mit
anderen Zellen und der Spermienumwelt, wie der Epithelschicht im weiblichen Ge-
nitaltrakt und den die Eizelle umgebenden Kumuluszellen (HOSSAIN et al., 2011;
PETRUNKINA und HARRISON, 2013).

1.2.2.  Mitochondrien und Mitochondrienmembranpotential

Die im Mittelstiick spiralférmig, bei bovinen Spermien in 65-75 Windungen ange-
ordneten, langsovalen Mitochondrien sind durch ihre ATP-Produktion das energe-
tische Kraftwerk der Spermienzelle und fur die VVorwartsbewegung der Spermien
verantwortlich. Bei ihrem Aufbau unterscheidet man eine dufBere, glatte und eine
innere, stark gewundene Membran, die die Mitochondrienmatrix umschlie3t. Zwi-
schen den beiden Membranen befindet sich der Membranzwischenraum
(SINOWATZ, 2001; AMARAL et al., 2013).

Fur die ATP-Synthese stehen der Spermienzelle grundsatzlich zwei Stoffwechsel-
prozesse zur Verfugung: Die Glykolyse, die im Spermienkopf sowie im Hauptteil
ablauft und die sehr viel effizientere oxidative Phosphorylierung, die an der inneren
Membran der Mitochondrien erfolgt (PAOLI et al., 2011; LUO et al., 2013). Bei
letztgenannter wird im Rahmen der mitochondrialen Atmungskette iber eine Elek-
tronentransportkette ein Protonengradient generiert, der sich aus einer chemischen

Komponente, dem pH-Gradienten und einer elektrischen Komponente, auch als
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Mitochondrienmembranpotential (MMP) bezeichnet, zusammensetzt. Die dabei
aktiv tber Protonenpumpen aus der Matrix in den Intermembranraum geschleusten
Protonen gelangen beim folgenden Ausgleich des Ladungs- und Konzentrationsun-
terschiedes tber die ATP-Synthase, einem Kanalprotein der inneren Mitochondri-
enmembran, wieder zuriick in die Mitochondrienmatrix. Es kommt zur Phosphory-
lierung von Adenosindiphosphat zu ATP (SADAVA et al., 2011; AMARAL et al.,
2013). Die Gesamtenergie des elektrochemischen Gradienten umfasst bei funktio-
nellen Mitochondrien circa -240 mV, wovon der Hauptteil, -180 bis -200 mV, auf
das MMP zuruckzufiihren ist (REERS et al., 1995; COSSARIZZA et al., 1996).
Die Messung der Hohe des MMP gibt Auskunft tiber die Aktivitat von Atmungs-
und Elektronentransportkette und erlaubt eine Beurteilung des Energiestatus der
Spermienzellen (REERS et al., 1995; PAOLI et al., 2011). Innerhalb eines Ejakulats
lassen sich dabei anhand des MMP verschiedene Spermiensubpopulationen unter-
scheiden (SOUSA et al., 2011; AGNIHOTRI et al., 2016).

2. Qualitatsuntersuchung von Bullenejakulaten

2.1.  Konventionelle Analyse eines Ejakulats
Die sich in der Regel direkt an die Spermagewinnung anschlieRende konventionelle
Ejakulatanalyse beinhaltet die makroskopische und mikroskopische Spermienbeur-

teilung sowie physikalisch-chemische Analysen.

Bei der makroskopischen Untersuchung wird das Volumen des Ejakulats bestimmt
sowie Aussehen (Farbe, Konsistenz, Beimengungen) und Geruch beurteilt
(WABERSKI und PETRUNKINA, 2007). Natives Bullensperma weist physiolo-
gisch eine elfenbeinfarben bis weildlich-gelbliche Farbe auf, ist in seiner Konsistenz
rahmig bis milchig, frei von jeglichen Beimengungen und geruchsneutral. Das Min-
destejakulatvolumen liegt bei 2 ml (Jungbullen, <2 Jahre) bzw. 4 ml (Altbullen,
> 2 Jahre) (ARBEITSGEMEINSCHAFT DEUTSCHER RINDERZUCHTER E.
V., 2006a). Pathologisch sind Rot-, Braun-, Grau- und Griinfarbungen (Blut, Ver-
unreinigungen, Eiter), eine molkige oder wassrige Konsistenz (Oligospermie,
Aspermie) sowie urinartiger oder fauliger Geruch (WEITZE, 2001c; WABERSKI
und PETRUNKINA, 2007). Im Rahmen der mikroskopischen Untersuchung wer-
den mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops die Einzelbewegung der Spermien
sowie Fremdzellgehalt, Auftreten von Agglutination und Spermienmorphologie be-
urteilt (WEITZE, 2001c). Die Beurteilung der Massenbewegung (MB) der
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Spermien (keine MB [-] bis sehr gute MB [+++]) erfolgt im Hellfeld. Qualitativ
hochwertige Ejakulate weisen eine Vorwartsbeweglichkeit (VB) von mindestens
70 % auf, enthalten weniger als 20 % morphologisch veranderte Spermien und zei-
gen eine ungestorte MB [++] (ARBEITSGEMEINSCHAFT DEUTSCHER
RINDERZUCHTERE. V., 2006a). Bei Auffilligkeiten kann eine chemisch-physi-
kalische Untersuchung mit Bestimmung von pH-Wert (physiologisch 6,4 bis 7,0)
und Osmolaritat (physiologisch 280 bis 300 mosmol) zusatzliche Informationen
liefern (WABERSKI und PETRUNKINA, 2007). Fur die Ermittlung der Spermi-
enkonzentration im nativen Ejakulat stehen verschiedene Methoden mit unter-
schiedlicher Genauigkeit zur Verfligung: Zdhlkammer, Durchflusszytometrie, Pho-
tometer, Coulter Counter und CASA-System. Sie wird in der Einheit Sper-
mien x 10%/ml angegeben und ergibt multipliziert mit dem Ejakulatvolumen die
Spermiengesamtzahl (WEITZE, 2001c; WABERSKI und PETRUNKINA, 2007).

Die Mindestanforderungen fiir natives Bullensperma sind in der ADR-Empfehlung
8.2 ,,Anforderungen an Zuchtbullen fiir den Einsatz in der KB und fiir Deckbullen*
der Arbeitsgemeinschaft deutscher Rinderziichter e. V. (ADR) vermerkt und im
Anhang in Tabelle 12 zur Ubersicht zusammengefasst (ARBEITSGEMEIN-
SCHAFT DEUTSCHER RINDERZUCHTERE. V., 20064).

2.2.  Moderne spermatologische Testverfahren

Moderne spermatologische Testverfahren ermdglichen im Vergleich zu konventio-
nellen Untersuchungsverfahren (Motilitatsschatzung, Morphologie) die Analyse ei-
ner grofen Spermienpopulation unter Berlicksichtigung der Heterogenitat der Sper-
mienzellen (WABERSKI und PETRUNKINA, 2007; PETRUNKINA et al., 2008;
CONTRI et al., 2010; VINCENT et al., 2021).

2.2.1. Computergestutzte Spermienanalyse (CASA = computer as-
sisted/aided sperm analysis)
Die computergestiitzte Spermienanalyse erlaubt eine préazise und individuelle Mo-
tilitdtsanalyse von Spermien innerhalb einer Population. Auf Grund der im Ver-
gleich zur konventionellen Motilitatsschatzung gréReren Objektivitat der Ergeb-
nisse kénnen exaktere Aussagen zur Qualitat und potentiellen Befruchtungsféahig-
keit von Ejakulaten getroffen werden (AMANN und KATZ, 2004; AMANN und
WABERSKI, 2014). Uber eine an das Mikroskop gekoppelte Kamera werden Bild-

abfolgen bzw. Videosequenzen der Spermaproben aufgenommen, die kinetischen
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Parameter anhand  spezieller =~ Computersoftware-Algorithmen  berechnet
(VINCENT et al., 2012) und die Spermien unterschiedlichen Motilitatskategorien
zugeordnet (MORTIMER, 2000; AMANN und WABERSKI, 2014). Der Sper-
mienkopf ist als Spermienschwerpunkt (Centroid) festgelegt und dient zur Erfas-

sung der Positionsveranderung des Spermiums (MORTIMER, 2000).

Durch die stetige Weiterentwicklung der CASA-Systeme und die damit einherge-
henden Verbesserungen in den Bereichen Optik, Belichtung, Bildverarbeitung so-
wie auf Hardware- und Softwareebene ist heutzutage innerhalb einer kurzen Zeit-
spanne die prazise Analyse einer groRen Spermienanzahl moéglich, was zu einer
erhohten statistischen Sicherheit fuhrt (BEHR, 2010). Dennoch hat eine Vielzahl
von Faktoren wie Probe (Spezies, Verdiinner, Spermienkonzentration), Probenauf-
arbeitung (Medium, Temperatur, Verdinnungsfaktor), Messutensilien (Objekttra-
ger, Probenkammer, Pipettenspitzen), Mikroskop (Beleuchtungsstéarke, temperier-
ter/nicht temperierter Kreuztisch), Kamera (Auflosung), Computersystem (Analy-
sehardware und -software, Bildrate/-frequenz, Auswertungsalgorithmen), Untersu-
chungstechnik (Pipettiertechnik, Anzahl der Messfelder), Untersucher (Erfahrung),
experimentelles Design etc. Einfluss auf die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit
der Messergebnisse (DAVIS und KATZ, 1993; HOLT etal., 1994; CONTRI et al.,
2010; KATHIRAVAN et al., 2011; AMANN und WABERSKI, 2014). Auf Grund
dieser unzahligen Einflussfaktoren und der Tatsache, dass eine Standardisierung
des Untersuchungsablaufs im Gegensatz zur Humanmedizin (ESHRE
ANDROLOGY SPECIAL INTEREST GROUP, 1998) fir Ejakulate landwirt-
schaftlicher Nutztiere bisher nicht vorhanden ist, gestaltet sich ein Vergleich von

CASA-Ergebnissen unterschiedlicher Labore jedoch als schwierig.

2.2.2.  Durchflusszytometrische Spermienuntersuchung

Basierend auf der Emission von Lichtsignalen ist die Durchflusszytometrie ein ob-
jektives Verfahren, das sich ideal fiir die Analyse von heterogenen Zellpopulatio-
nen wie Spermien eignet (GIVAN, 2001; GILLAN et al., 2005; WABERSKI und
PETRUNKINA, 2007). Durch die Mdglichkeit der multiparametrischen Spermien-
analyse konnen fiir jede Spermienzelle einer Probe verschiedene Qualitatsparame-
ter gleichzeitig analysiert werden, ohne dass diese Einzeldaten bei der Datenverar-
beitung und Auswertung verloren gehen (GILLAN et al., 2005; WABERSKI und
PETRUNKINA, 2007; PETRUNKINA und HARRISON, 2013; BUCHER et al.,
2019).
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Die mit Fluorochromen angefarbten, in einer Suspension vorliegenden Zellen
durchlaufen mit hoher Geschwindigkeit ein Kapillarsystem und passieren dabei ei-
nen oder mehrere Laser (VINCENT et al., 2012). Die dabei absorbierte Energie
wird bei der Rickkehr der Elektronen auf ihr urspringliches Energieniveau als
Fluoreszenz, Licht einer bestimmten Wellenlange, frei und ist von der Energie-
menge der Photonen abhangig (GIVAN, 2001; WABERSKI und PETRUNKINA,
2007). Mit Hilfe von Detektoren werden die Fluoreszenzstarken erfasst, in elektro-
nische Signale umgewandelt und mittels Software digitalisiert und ausgewertet
(VINCENT et al., 2012). Nicht an die Spermienzellen gebundene Fluorochrome
werden nicht beriicksichtigt und mussen deshalb vor der Analyse nicht aus der
Probe entfernt werden (GRAHAM, 2001; NAGY et al., 2003). Fluoreszenzunab-
hangige Streulichtparameter (Vorwartsstreulicht = forward scatter (FSC), Seit-
wartsstreulicht = side scatter (SSC)), die auf der GrolRe sowie Komplexitat und Gra-
nularitat der Partikel beruhen, ermdglichen eine Abgrenzung der Spermien von an-
deren Partikeln wie Bakterien, Blutzellen, Epithelzellen, Zellbruchstiicken und
Verdunnerpartikeln (z. B. Eigelb) und deren Ausschluss von der fluoreszenzgebun-
denen Analyse (MARTINEZ-PASTOR et al., 2010; MCKINNON, 2018).

2.2.2.1. Untersuchung der Plasmamembranintegritat mittels
SYBR® 14/PI-Farbung

Die am haufigsten verwendete Fluorochromkombination zur Untersuchung der
Plasmamembranintegritat (PMI) und Differenzierung zwischen lebenden und toten
Spermien ist SYBR® 14 und Propidiumiodid (Pl) (GARNER et al., 1994,
KRIENKE, 2003; HOSSAIN et al., 2011). Beide Fluoreszenzfarbstoffe haben die
DNA als Zielstruktur und lassen sich mit Hilfe von sichtbarem Licht (488 nm) an-
regen (GARNER und JOHNSON, 1995). Wihrend SYBR® 14 membranpermeabel
ist und zu griiner Fluoreszenz aller Spermienkdpfe — unabhangig von der Plasma-
membranintegritat — fuhrt, ist Pl membranimpermeabel und kann nur bei gesché-
digter Plasmamembran in die Spermazelle eindringen und dabei das an die DNA
angeheftete SYBR® 14 verdriangen. Es kommt zu roter Fluoreszenz (GARNER et
al., 1994; GARNER und JOHNSON, 1995; MARTINEZ-PASTOR et al., 2010;
HOSSAIN et al., 2011). Bei der Dualfaroung mit SYBR® 14 und PI kénnen drei
Spermienpopulationen differenziert werden. Lebende Spermien fluoreszieren griin,
tote Spermien rot und moribunde Spermien zeigen sowohl rote als auch grine Flu-
oreszenz (GARNER et al., 1994; GARNER und JOHNSON, 1995).
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2.2.2.2. Untersuchung des Mitochondrienmembranpotentials  mittels
JC-1-Farbung
Die durchflusszytometrische Differenzierung von Spermien anhand ihres MMP
kann mit Hilfe des Fluorochroms 5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenz-
imidazolylcarbocyanin lodid (JC-1) erfolgen. Bei niedrigem MMP liegt JC-1 als
Monomer vor und weist eine griine Fluoreszenz auf. Mit steigendem MMP, also
zunehmender negativer Ladung der Mitochondrienmatrix, lagert sich das lipophile
Kation vermehrt in die Mitochondrien ein und bildet reversibel Aggregate, die rot-
orange fluoreszieren (REERS et al., 1991; COSSARIZZA et al., 1996;
PERELMAN et al., 2012). Als Schwellenwert fir die Aggregatbildung gilt ein
MMP von -100 mV (REERS et al., 1995). Das Rot-Griun-Fluoreszenzverhaltnis
wird bei JC-1 ausschlieBlich vom MMP bestimmt und ist unabhangig von GroRe,
Form und Dichte der Mitochondrien sowie im physiologischen pH-Bereich auch
pH-unabhéngig. Vergleichende Messungen des MMP ermdglichen die Reaktion
der Mitochondrien auf verschiedene Stimuli zu bestimmen (SMILEY et al., 1991,
THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). So fuhrte die prédanalytische Behandlung
von Spermaproben mit Spermiziden und oxidativen Entkopplern zu einer drasti-
schen Reduktion des MMP (MARCHETTI et al., 2004; AGNIHOTRI et al., 2016).

Eine (positive) Korrelation zwischen MMP und Spermienmotilitat wird von meh-
reren Autoren beschrieben (GARNER und THOMAS, 1999; PAOLI et al., 2011;
AGNIHOTRI et al., 2016). GARNER und THOMAS (1999) konnten nicht nur eine
Korrelation zwischen dem Anteil an Spermien mit hohem Mitochondrienmembran-
potential (hMMP) und der Vorwartsbeweglichkeit der Spermien, sondern auch zwi-
schen dem prozentualen Anteil an Spermien mit hMMP (82,6 %) und plasmamem-
branintakten Spermien (80,1 %) aufzeigen. MARCHETT] et al. (2004) verzeichne-
ten im Rahmen der In-Vitro-Fertilisation (IVF) héhere Fertilitatsraten, wenn Sper-

mien mit hohem MMP verwendet wurden.

2.3.  Einflussfaktoren auf die Qualitat von Bullensperma

Die Spermaqualitat ist beim Bullen von unzéhligen Faktoren abhéngig. Neben In-
dividuums- (Rasse, Alter, Libido, Genetik, Krankheit) und Umweltfaktoren (Hal-
tung, Futterung, Management, Temperatur und Klima, Jahreszeit/Saison), die vor
der Spermagewinnung die Spermaqualitat beeinflussen, haben auch die Arbeits-
schritte wahrend der Spermagewinnung und -prozessierung (Absamfrequenz, Bul-

lenpfleger/Absamer, Samenverarbeitung, Verdunner, Abkuhl- und Einfrierprozess)
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und bis zur eigentlichen Besamung (Lagerung, Auftauen, Samenhandling) bedeu-
tenden Einfluss auf die Spermaqualitit und den damit verbundenen Besamungser-

folg.

2.3.1. Individuumsfaktoren

Bei den Individuumsfaktoren ist zuallererst der Genotyp zu nennen, dessen Einfluss
auf die Spermaqualitét bereits in mehreren Studien untersucht wurde (FIELDS et
al., 1979; ASAD et al., 2004; BOUJENANE und BOUSSAQ, 2014; LEMMA und
SHEMSU, 2015; HIRWA et al., 2017; PANDA et al., 2017; ISLAM et al., 2018;
BERRY et al., 2019).

Auch das Alter, mit dem Bullen die Pubertét, und somit die Fahigkeit eine addquate
Anzahl an Spermien zu produzieren, erreichen, stellt eine rasseabhdngige Variable
dar, wobei auch innerhalb einer Rasse Unterschiede festzustellen sind (FIELDS et
al., 1979; LUNSTRA und ECHTERNKAMP, 1982; BRITO, 2015a). Bullen der
Art Bos taurus sind grundsatzlich friiher geschlechtsreif als Bullen der Art Bos in-
dicus und Bullen von milchbetonten Rassen erreichen die Pubertét vor Fleischbul-
len (BRITO, 2015a). Mit zunehmendem Alter der Bullen ist grundsatzlich eine Ver-
besserung der Spermaqualitét in Hinblick auf das Ejakulatvolumen und die Sper-
miengesamtzahl zu beobachten, die im Alter zwischen 6 und 10 Jahren ein Maxi-
mum erreicht, bevor es letztendlich wieder zu einem Riickgang kommt. Die Volu-
menzunahme des Ejakulats ist dabei auf die Zunahme der Kérpermasse und das
damit einhergehende Wachstum der Hoden zuruckzufuhren (FIELDS et al., 1979;
TAYLOR et al., 1985a; STALHAMMAR et al., 1989; MATHEVON et al., 1998;
BRITO et al., 2002a; ASAD et al., 2004; FUERST-WALTL et al., 2006; MAJIC
BALIC et al., 2012; BERRY et al., 2019).

Neben spezifischen Erkrankungen des mannlichen Geschlechtsapparates (angebo-
rene Missbildungen, entzlndliche Prozesse, Traumata, etc.) (BUSCH, 2001a;
BARTH, 2015) haben auch hormonell bedingte Dysfunktionen (BUSCH, 2001a)
sowie (fieberhafte) Allgemeinerkrankungen unterschiedlichen Ursprungs (bakteri-
ell, viral, parasitér, toxisch, etc.) negative Auswirkungen auf die Spermaqualitat
(BUSCH, 2001b).

2.3.2.  Umweltfaktoren
Bei den Umweltfaktoren sind zundchst meteorologische Einflussfaktoren wie Tem-

peratur, Luftfeuchtigkeit und Tageslange zu nennen. Unzdhlige Studien wurden
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diesbezuglich bereits im Rinderbereich durchgefuhrt (EVERETT und BEAN,
1982; STALHAMMAR et al., 1989; BRITO et al., 2002b; ASAD et al., 2004;
NICHI et al., 2006; FIAZ et al., 2010; IGNA et al., 2010; MAJIC BALIC et al.,
2012; HIRWA et al., 2017; MALAMA et al., 2017), die in den meisten Fallen einen
Einfluss der Saison auf die Spermaqualitat aufzeigen konnten, jedoch mit unter-
schiedlichen Ergebnissen. FUERST-WALTL et al. (2006) konnten einen nicht li-
nearen, negativen Zusammenhang zwischen Umgebungstemperatur und prozentu-
alem Anteil an lebenden Spermien aufzeigen und legten den optimalen Tempera-
turbereich der Bullenumgebung mit +5 bis +15 °C fest. Die Temperatur nimmt da-
bei nicht nur am Tag der Spermagewinnung, sondern bereits wahrend der Sperma-
togenese sowie zum Zeitpunkt der Nebenhodenreifung Einfluss auf die Spermaqua-
litdtt (FUERST-WALTL et al., 2006; IGNA et al., 2010).

Einen weiteren Umweltfaktor stellt die Fitterung dar, wobei sich sowohl eine zu
extensive (BROWN, 1994) als auch eine zu intensive Fltterung negativ auf die
Spermaqualitat auswirken konnen (SWANEPOEL et al., 2008). Im Zusammenhang
mit der Futterung ist auch auf die Wichtigkeit von Spurenelementen wie Zink, Se-
len, Kupfer, Jod, Eisen, Molybdéan und Mangan hinzuweisen, die bei der Steuerung
vieler Korperprozesse eine essentielle Rolle spielen und deren Mangel sich unter
anderem in einer verminderten Fertilitat bemerkbar macht (LEONHARD-MAREK,
2001). Mit dem Futter kdnnen auch Schadstoffe wie Pestizide, Dungemittel, To-
xine, Arzneimittel etc. aufgenommen werden, die die Spermaqualitat negativ be-
einflussen (GLOBS, 2001).

2.3.3.  Einflussfaktoren bei Spermagewinnung und -prozessierung

Beim eigentlichen Prozess der Spermagewinnung wird vor allem der sexuellen Sti-
mulation des Bullen eine wichtige Rolle zuteil. Sogenannte Blindspriinge stellen
dabei eine der effektivsten Methoden dar, um das Ejakulatvolumen und die Sper-
mienkonzentration zu erhéhen (COLLINS et al.,, 1951; ALMQUIST, 1973;
SCHENK, 2018), und haben zudem positive Auswirkungen auf die progressive
Motilitat und den Anteil an plasmamembranintakten Spermien nach der Tiefgefrie-
rung (PONGSIRI et al., 2020).

Ein (signifikanter) Einfluss auf Qualitatsparameter von Spermaproben konnte fir
das Gewinnungsintervall (SEIDEL und FOOTE, 1969; MATHEVON et al., 1998;
FUERST-WALTL et al., 2006; BERRY et al., 2019) sowie Bullenfuhrer und
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Absamer aufgezeigt werden (MATHEVON et al., 1998; FUERST-WALTL et al.,
2006). Die Ausweitung des Spermagewinnungsintervalls von 4 bis 6 Tagen auf
uber 10 Tage flhrte zwar zu einer Zunahme von Volumen (5,6 versus 6,2 ml) und
Gesamtspermienzahl (6,1 x 10° versus 6,7 x 10°), hatte jedoch auch eine Reduktion
des Anteils an progressiv motilen Spermien (66,8 % versus 66,3 %) und der Sper-
mienkonzentration (1,14 x 10%ml versus 1,11 x 10%ml) zur Folge (FUERST-
WALTL et al., 2006). Das grofite Ejakulatvolumen sowie die hochste Spermien-
konzentration konnten MATHEVON et al. (1998) bei Holsteinbullen mit einem
Absamintervall von 4 bis 7 Tagen bei Jungbullen (< 30 Monate) und 5 Tagen bei
Altbullen erzielen. Werden mehrere Ejakulate pro Bulle und Tag gewonnen, so sind
die Erstejakulate den nachfolgenden in VVolumen und Spermienkonzentration tiber-
legen (TAYLOR et al., 1985a; FUERST-WALTL et al., 2006).

Im Rahmen der Spermienprozessierung, vor allem beim Prozess der Tiefge-
frier-(TG)-konservierung, sind die Spermien osmotischen, chemischen, thermi-
schen und mechanischen Einflissen ausgesetzt (VISHWANATH und SHANNON,
2000). Die Verarbeitungsprotokolle fur Spermaproben bezuglich Verdinner, Ver-
duinnungsschema, Abkiihlraten und Aquilibrierzeiten, Einfriermethoden etc. variie-
ren sehr stark, auch innerhalb von Besamungsstationen (VISHWANATH und
SHANNON, 2000; AMIRAT et al., 2004; WEITZE und PETRUNKINA, 2007)
und haben Einfluss auf die im Labor bestimmten Spermaqualitatsparameter sowie
Non-Return-(NRR) bzw. Fertilitatsraten. Dabei sind Unterschiede auf Individu-
umsebene zu verzeichnen (GIL et al., 2000; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW
et al., 2000; THUN et al., 2002; CRESPILHO et al., 2014; LAYEK et al., 2016;
KHALIL et al., 2019; ASSUNCAO et al., 2021).

LEITE et al. (2010) untersuchten die Auswirkungen unterschiedlicher Aquilibrier-
zeiten und Verdinner (BioXcell® (Fa. IMV Technologies, L Aigle, Frankreich),
Tris-Eigelb-Glycerol (TRIS)) auf Spermaqualitatsparameter. Sie aquilibrierten die
verdunnten Spermaproben nach der Abkiihlphase fiir 0, 2 und 4 Stunden bei +5 °C,
bevor die Spermaproben tiefgefroren und in fllissigen Stickstoff Gberfuhrt wurden.
Bei beiden Verdinnern war mit zunehmender Aquilibrierzeit eine Verbesserung
der Spermaqualitatsparameter (totale und progressive Motilitat, PMI, Akrosomin-
taktheit) zu beobachten, wobei der TRIS-Verdinner bessere Ergebnisse lieferte.
Einzig auf das MMP hatte weder die Aquilibrierzeit noch der Verdiinner Einfluss.
Auch FLEISCH et al. (2017) beschaftigten sich mit den Auswirkungen
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unterschiedlicher Aquilibrierzeiten (4, 24, 48, 72, und 96 Stunden) und Verdiinner
(OPTIXcell® (Fa. IMV Technologies, L”Aigle, Frankreich), AndroMed®, Triladyl®
(beide Fa. Minitib GmbH, Tiefenbach)) auf die Spermaqualitat vor und nach der
TG-Konservierung. Zunehmende Aquilibrierzeiten hatten vor der Tiefgefrierung
eine Abnahme der Spermienmotilitat und der plasmamembran- und akrosomintak-
ten Spermien (PMAI) zur Folge. Nach der TG-Konservierung erzielten zu beiden
Untersuchungszeitpunkten (0 und 3 Stunden nach dem Auftauen) die Proben mit
24 Stunden Aquilibrierzeit die besten Ergebnisse bei Motilitat und PMAI, wahrend
iiber 24 Stunden hinausgehende Aquilibrierzeiten zu einer Abnahme dieser Quali-
tatsparameter fuhrten. Die schlechtesten Ergebnisse, sowohl vor als auch nach der
TG-Konservierung, lieferten dabei die mit AndroMed® verdiinnten Proben. Wah-
rend direkt nach dem Auftauen in Bezug auf die Aquilibrierzeiten kein Unterschied
beim Anteil an lebensfahigen Spermien mit hMMP aufgezeigt werden konnte, lag
dieser nach 3 Stunden Inkubation fiir 48 Stunden und mehr Aquilibrierzeit deutlich
unter jenem fur 4 und 24 Stunden. Die besten Ergebnisse fir das MMP wurden in
der genannten Studie zu beiden Analysezeitpunkten mit dem OPTIXcell®-Verdiin-

ner erzielt.

Eine zu schnelle Abkihlung der Spermachargen geht mit einem Kaélteschock der
Spermien einher (WEITZE, 2001b; WEITZE und PETRUNKINA, 2007). Der sich
der Aquilibrierung anschlieRende Einfrierprozess stellt ebenso wie der Auftaupro-
zess einen Kritischen Arbeitsschritt dar und bedingt die groiten Einbuen bei der
Spermaqualitat, wobei der kritische Temperaturbereich zwischen -15 und -60 °C
liegt (GROTTER et al., 2019).

Die Spermaqualitat kann auch noch im Anschluss an den TG-Prozess bis zur ei-
gentlichen Besamung beeinflusst werden. Untersuchungen im Feld haben gezeigt,
dass die unterschiedliche Handhabung von TG-Pailletten durch Besamungstechni-
ker Einfluss auf die Spermienmotilitat hat und sich letztendlich auch in den NRR
wiederspiegelt (JANETT et al., 2008). Auch Auftautemperatur und -zeit beeinflus-
sen die Spermaqualitat (NUR et al., 2003; LYASHENKO, 2015).
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3. Kinstliche Besamung beim Rind

Die kiinstliche Besamung ist die Methode der Wahl, wenn es um die Verbreitung
von wertvollem genetischen Material geht und stellt fir Landwirte weltweit das
wichtigste Werkzeug zur Verbesserung der Herdengenetik dar (FOOTE, 2002;
VISHWANATH, 2003; BOLS et al., 2009).

Als Indikator fir den Besamungserfolg dient in der Regel die NRR, die den pro-
zentualen Anteil der erstbesamten Rinder an der Gesamtheit erstbesamter Rinder
beschreibt, der bis zu einem festgelegten Tag nicht erneut zur Besamung vorstellig
(WEITZE, 2001a) und daher als tréchtig eingestuft wird (BUSCH, 2007b). Die
NRR ist nicht nur vom Paritatsstatus (Kalbin, Kuh) und Alter des weiblichen Tieres,
sondern auch von Bulle, Umwelteinfliissen, Besamungszeitpunkt, Besamungstech-
niker (berufliche Erfahrung, Besamungsgebiet) und vielen weiteren Einflussfakto-
ren abhéngig (TAYLOR et al., 1985b; REURINK et al., 1990; FOUZ et al., 2011,
HOEDEMAKER et al., 2014). Die im Rahmen der Augustzuchtwertschatzung
2009 fiir Deutschland und Osterreich erfassten NRR 56 der Rasse Fleckvieh lagen
fir Kuhe mit 65,6 % deutlich unter jener der Kalbinnen (77,6 %) (FUERST und
GREDLER, 2009). Neuere Daten liegen zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor. Wahrend
die durchschnittliche NRR 56 aller Besamungstechniker und Tierarzte, die Sperma
uber die Bayern-Genetik GmbH beziehen, 2020 bei 67,7 % lag, war mit Minimum
55,8 % und Maximum 73,7 % eine Differenz von fast 20 % zwischen den NRR 56
der einzelnen Besamungstechniker zu verzeichnen. Die Daten wurden der Waren-
wirtschaftssoftware KBPro der Bayern-Genetik GmbH entnommen. Um mit unver-
zerrten NRR arbeiten zu konnen, die die verschiedenen Einflussfaktoren berlick-
sichtigen, haben REURINK et al. (1990) ein System zur Korrektur der NRR entwi-
ckelt. Seit 2000 ist in Bayern ein stetiger Riickgang der NRR 56 zu verzeichnen
(vgl. Abbildung 1) (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER BESAMUNGS-
STATIONEN IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND BAYERISCHER
RINDERZUCHTERE. V., 2020, 2021), der unter anderem auf die negative Korre-
lation zwischen Milchmenge und Fertilitat zurtickzufihren ist (PRYCE et al., 2004;
FOUZ et al., 2011; FUERST et al., 2021).
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Abbildung 1: Entwicklung der Non-Return-Rate (NRR) 56 der in Bayern an-
gesiedelten Besamungsstationen seit 1995 (modifiziert nach
ARBEITSGEMEINSCHAFT DER BESAMUNGSSTATIO-
NEN IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND BAYE-
RISCHER RINDERZUCHTER E. V. (2021))

Die Zahl der tatséchlich trachtigen Tiere liegt circa 10 % (BUSCH, 2007b) bis 15 %
(VERBERCKMOES et al., 2004; HOEDEMAKER et al., 2014) unter der NRR 56.
Grunde hierfir sind zum Beispiel eine Belegung der nach Erstbesamung umrin-
dernden Tiere mittels Natursprung, der Verkauf/Abgang erstbesamter Rinder und
Kihe, die fehlende/mangelnde Brunstbeobachtung oder eine Wiederbelegung mehr
als 56 Tage nach Erstbesamung (HOEDEMAKER et al., 2014). Die tatséchlichen
Konzeptionsraten nach Erstbesamung (EB) beschreiben WEITZE (2001a) sowie
HOEDEMAKER et al. (2014) mit 65 % (Kalbinnen) und 55 % (Kuhe), wobei auf
Herdenebene ein Erstbesamungserfolg von mindestens 50 % (HOEDEMAKER et
al., 2014) bzw. 55 % (WEHREND, 2014) anzustreben ist.

3.1.  Physiologie des Spermientransports im weiblichen Genitaltrakt

Damit ein Spermium bei der Befruchtung der Eizelle eine Rolle spielen kann, muss
es den Eileiter, das funktionelle Spermienreservoir und den Ort der Befruchtung,
erreichen und auf seinem Weg dorthin verschiedene mechanisch-anatomische (Zer-
vix, Krypten, Zilien), physikalisch-chemische (Vaginalsekret, Zervikalmukus) und
immunologische  Hindernisse ~ bewéltigen  (TOPFER-PETERSEN  und
WABERSKI, 2001). Dabei erfahren die Spermien eine starke Reduktion in ihrer
Anzahl. Geht man beim Bullen beim naturlichen Deckakt von einer Gesamtsper-
mienzahl von vereinfacht 10'° Spermien im Ejakulat aus, sind es im Uterus noch
108, im kaudalen Isthmus noch 10* und in der Eileiterampulle, dem Ort der Be-
fruchtung, nur noch 10% Spermien, von denen schlussendlich ein einziges Spermium
bei der Befruchtung der Eizelle zum Zug kommt (TOPFER-PETERSEN und
WABERSKI, 2001; HUNTER, 2003).
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Wahrend beim Rind als Scheidenbesamer (TOPFER-PETERSEN, 2007) beim na-
tirlichen Deckakt die Zervix die erste Barriere darstellt, in deren Zervikalschleim
immotile und morphologisch abnormale Samenzellen sowie Seminalplasma und
Bakterien hangen bleiben (TOPFER-PETERSEN und WABERSKI, 2001), wird
dieser erste Selektionsvorgang bei der KB mit der Deposition des Spermas im Ute-
ruskorper umgangen (WENDT, 2007). Nach der Uteruspassage, die vor allem pas-
siv durch Kontraktion der Uterusmuskulatur sowie mit Hilfe der Uterusflissigkeit
erfolgt (HAWK, 1987; WENDT, 2007), missen die uterotubale Verbindung und
der viskdse Mukus im englumigen Eileiteristhmus aktiv berwunden werden
(TOPFER-PETERSEN und WABERSKI, 2001; TOPFER-PETERSEN, 2007). Im
Eileiteristhmus heften sich die Spermien mit ihrem apikalen Kopfabschnitt Gber
speziesspezifische Kohlenhydratverbindungen an das Eileiterepithel an (SUAREZ,
2002). Beim Rind erfolgt diese temporare Bindung tiber die heparinbindenden bo-
vinen Seminalplasmaproteine (bSPP) an Fukosemolekile des Eileiterepithels
(IGNOTZ et al., 2001; GWATHMEY et al., 2006). IGNOTZ et al. (2001) konnten
zeigen, dass die Kapazitation mit einem Verlust der bSPP und folglich der Fukose-
bindungsfahigkeit einhergeht. Neben dem Schutz der Spermien vor Phagozytose
und ihrer Energieversorgung ist das funktionelle Spermienreservoir fur die Auf-
rechterhaltung der Befruchtungsfahigkeit und Motilitat der Spermien bis zur Ovu-
lation der Eizelle verantwortlich (SUAREZ, 2002; GWATHMEY et al., 2006). Je
nach Spezies bleiben die Spermien fir 24 Stunden (Rind, Schwein) bis mehrere
Tage (Hund) fertil (TOPFER-PETERSEN und WABERSKI, 2001). Fiir eine er-
folgreiche Befruchtung ist eine zeitliche Synchronisation von Ovulation der Eizelle
und Freisetzung der Spermien vom Eileiterepithel, einschlieRlich Kapazitation und
Hyperaktivierung, notwendig (SUAREZ, 2002). Kapazitierte Spermien sind auf
Grund der Destabilisierung der Zellmembran sowie metabolischer Veranderungen
in ihrer Lebensdauer begrenzt (TOPFER-PETERSEN, 2007). Durch eine kontinu-
ierliche Freisetzung der Spermien wird sichergestellt, dass beim Eintreffen der be-
fruchtungsfahigen Eizelle kapazitierte Spermien verfligbar sind und gleichzeitig
das Risiko fur Polyspermie reduziert wird (DIDION und GRAVES, 1986;
SUAREZ, 2002).

Beim Spermientransport im weiblichen Genitaltrakt sind eine schnelle und eine
langsame Transportphase zu unterscheiden, wobei letztgenannte beim Rind circa

acht Stunden dauert und eine befruchtungsfahige Spermienpopulation im
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Eileiteristhmus liefert (HAWK, 1983, 1987, TOPFER-PETERSEN, 2007;
WENDT, 2007). Sowohl beim natirlichen Deckakt als auch bei der KB ist ein
GroRteil der Spermien bereits wenige Stunden nach der Deposition in der Scheide
bzw. im Zervikalmukus nachweisbar und somit flr die Befruchtung der Eizelle un-
bedeutend (LARSSON und LARSSON, 1985; MITCHELL et al., 1985). Dieser
retrograde Spermientransport ist auch bei intraperitonealer Besamung zu beobach-
ten (LOPEZ-GATIUS und YANIZ, 2000) und bei zervikaler im Vergleich zur
kornualen Besamung fast doppelt so hoch (GALLAGHER und SENGER, 1989).
Eine Unterbindung des retrograden Spermientransports bis drei Stunden post inse-
minationem fihrte zu einer schlechteren Embryonenqualitit und ging mit einer Zu-
nahme an degenerierten und unbefruchteten Eizellen einher (DEJARNETTE et al.,
1992).

3.2.  Die intrauterine Besamung als Standardbesamungsmethode

In den 1940er Jahren wurde die mit Hilfe eines VVaginalspekulums durchgefuhrte
vaginale bzw. flach zervikale Besamung durch die tiefe zervikale oder intrauterine
Besamung ersetzt, bei der die Zervix durch transrektale Palpation fixiert wird. Diese
von danischen Tierdrzten eingefuhrte Technik hat sich bis heute auf Grund ihrer
Einfachheit, Wirtschaftlichkeit und Effizienz als Standardbesamungsmethode
durchgesetzt. Entscheidend dabei ist die erfolgreiche Zervixpassage, denn erst
durch die Deposition des Spermas im Uteruskorper wurde eine starke Reduktion
der Spermienkonzentration bei gleichbleibenden Tréachtigkeitsraten moglich
(FOOTE, 2002; VISHWANATH, 2003). Zwei Besamungsstudien, eine mit hoch-
konzentriertem TG-Sperma (1) (MACPHERSON, 1968), die andere mit niedrig-
konzentriertem Frischsperma (2) (MOLLER et al., 1972), bestatigten mit besseren
NRR (Studie 1: 68,2 % vs. 63,2 %, Studie 2: 67,9 % vs. 63,1 %) den Uterus gegen-

uber der Zervix als favorisierten Samenablageort.

3.3.  Der optimale Ort der Spermadeposition im Rahmen der kinstlichen
Besamung beim Rind

Die Annahme, dass eine weitere Verbesserung der Trachtigkeitsraten erzielt wer-

den wirde, wenn das Sperma naher am Eileiter abgelegt wird, sowie die Tatsache,

dass es immer wieder zur fehlerhaften Spermadeposition in der Zervix und dadurch

reduzierten Befruchtungsraten kam, waren Anlass fir die tiefe intrauterine bzw. in-

trakornuale Besamung, die uni- oder bikornual durchgefiihrt werden kann
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(PETERS et al., 1984; SENGER et al., 1988; LOPEZ-GATIUS, 2000).

Erste, in den 1950er Jahren durchgefiihrte Studien konnten auf Grund der Verwen-
dung von hochkonzentriertem Frischsperma kaum Unterschiede in den Befruch-
tungsraten bei zervikaler, uteriner oder kornualer Besamung feststellen, da beim
Spermientransport auftretende Probleme durch die hohen Spermienkonzentrationen
uberdeckt wurden (KNIGHT et al., 1951; SALISBURY und VANDEMARK,
1951; SENGER et al., 1988; LOPEZ-GATIUS, 2000). Spatere Untersuchungen zur
tiefen intrauterinen bzw. intrakornualen Besamung fuhrten zu unterschiedlichen Er-
gebnissen, was unter anderem auf Unterschiede bezlglich experimentellem Auf-
bau, Besamungsdosis, Tiefe der Spermadeposition im Uterushorn, uni- oder bilate-
raler Besamung sowie Alter bzw. Paritdt des Rindes zurlckzufihren ist
(KURYKIN et al., 2006). Wéhrend bei einigen Studien keine Unterschiede in den
Non-Return- bzw. Trachtigkeitsraten nachgewiesen werden konnten (HAWK und
TANABE, 1986; WILLIAMS et al., 1988; MOMONT et al., 1989; MCKENNA et
al., 1990), kam es bei anderen Untersuchungen zu einer Verbesserung (LOPEZ-
GATIUS und CAMON-URGEL, 1988; SENGER et al., 1988; MEIRELLES et al.,
2012) und in einem Fall sogar zu einer Verschlechterung (MARSHALL et al.,

1989) bei intrakornualer Besamung.

HAWK und TANABE (1986) und MOMONT et al. (1989) fuhrten Besamungen
mit TG-Sperma entweder in den Uteruskdrper oder in eines der Uterushdrner ipsi-
oder kontralateral zum ovulatorischen Follikel durch und konnten weder bei
Kalbinnen (MOMONT et al., 1989) noch bei Kiihen (HAWK und TANABE, 1986;
MOMONT et al., 1989) einen signifikanten Unterschied in den Befruchtungs- bzw.
Tréchtigkeitsraten feststellen. Wahrend bei WILLIAMS et al. (1988) die Befruch-
tungsergebnisse von intrauteriner (48,1 %) und bilateral intrakornualer (49,3 %)
Besamung kaum Unterschiede zeigten, konnten sie einen deutlichen Vorteil dieser
beiden Methoden gegeniiber der zervikalen Besamung (39,4 %) aufzeigen. Auch
MCKENNA et al. (1990) konnten in ihrer dreimonatigen Studie (Juni bis August
1988) mit 12 Besamungstechnikern bei insgesamt 4623 durchgefiihrten Besamun-
gen mit 70,8 % (bilateral kornual, n = 2195) und 69,5 % (intrauterin, n = 2428) kei-
nen signifikanten Unterschied bei den NRR hinsichtlich des Samenablageorts fest-
stellen. Die prozentuale Differenz der NRR der einzelnen Besamungstechniker lag
bei bis zu 19 % (Uteruskdrper) bzw. 30 % (Uterushorner). KURYKIN et al. (2006)
fuhrten im Rahmen ihrer Studie (tiefe) intrakornuale Besamungen mit TG-Sperma
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in das Horn ipsilateral zum praovulatorischen Follikel mit 2 x 10° bzw. 40 x 10°
Spermien sowie Standardbesamungen mit 40 x 108 Spermien durch und konnten
weder konzentrationsabhdngig noch ortsgebunden einen signifikanten Unterschied
bei den Tréchtigkeitsraten feststellen. Im Gegensatz zu den im Rahmen der nattr-
lichen Brunst besamten Tieren waren jedoch bei den terminorientiert besamten Tie-
ren deutliche bullenspezifische Unterschiede bei den Trachtigkeitsraten zu be-
obachten. Auch bei der terminierten Besamung von Kalbinnen mit weiblich gesex-
tem Sperma (2,2 x 10° Spermien/Paillette) konnten keine signifikanten Unter-
schiede bei den Tréchtigkeitsraten fur intrauterine (41,8 %), intrakornuale (49,1 %)
und tiefe intrakornuale (39,3 %) Besamung aufgezeigt werden (KURYKIN et al.,
2007).

Im Gegensatz dazu erreichten LOPEZ-GATIUS und CAMON-URGEL (1988) bei
der Besamung von Milchkiihen mit TG-Sperma von hochfertilen Bullen im Rah-
men der naturlichen Brunst bei Samenablage im Horn ipsilateral zum ovulatori-
schen Follikel um 10,3 % hohere Tréchtigkeitsraten (70,6 %) als bei Standardbesa-
mung (60,3 %) (p<0,05). Auch MEIRELLES et al. (2012) erzielten bei
Fleischrindern mit niedrig konzentriertem TG-Sperma (4 x 10 Spermien/Besa-
mungsportion) signifikant bessere Tréchtigkeitsraten (67,4 %; p < 0,01) bei tiefer
intrakornualer Besamung ipsilateral zum ovulierenden Follikel im Vergleich zur
Standardbesamung (48,8 %). Nach einem Training zur Prazisierung der Samenab-
lage in Uteruskdrper und Gebarmutterhdrnern vor Studienbeginn, erreichten Eigen-
bestandsbesamer bei bikornualer Besamung um 20 % bessere Konzeptionsraten
(64,4 %) im Vergleich zur Standardbesamungsmethode (SENGER et al., 1988).

Wahrend die kornuale Besamung laut LOPEZ-GATIUS und CAMON-URGEL
(1988) sowie MEIRELLES et al. (2012) auf Grund der besseren Tréchtigkeitsraten
eine weitere Reduktion der Spermienkonzentration ermdglicht und bei der Verwen-
dung von gesextem Sperma zu bevorzugen ist, empfiehlt DISKIN (2018) diese Me-
thode wegen des hoheren Verletzungsrisikos nur dann anzuwenden, wenn bei in-

trauteriner Besamung keine zufriedenstellenden Konzeptionsraten erzielt werden.

3.4. Spermienkonzentration in Besamungsportionen

Die Anzahl an produzierten Besamungsportionen ist auf Grund gesetzlicher Vor-
gaben zur Mindestkonzentration und der physiologisch limitierten Spermamenge
begrenzt (ARBEITSGEMEINSCHAFT DEUTSCHER RINDERZUCHTERE. V.,
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2006b). Konventionelle TG-Pailletten enthalten in der Regel 15-20 x 10° Spermien
(VISHWANATH und SHANNON, 2000).

Aus 6konomischen Griinden ist jedoch eine Reduktion der Spermienkonzentration
auf jenes Minimum anzustreben, das keine negativen Auswirkungen auf die Ferti-
litdt bzw. NRR hat und folglich mit einer Maximierung der produzierten Besa-
mungsportionen einhergeht (DEN DAAS et al., 1998). Diese minimale Spermien-
konzentration weist jedoch einen bullenspezifischen Schwellenwert auf. Eine Kon-
zentrationserhéhung der Spermien Uber diesen Schwellenwert hinaus beeinflusst
die Fertilitat nicht, wohingegen eine Reduktion zu einem Abfall der Fertilitat fihrt
(VISHWANATH und SHANNON, 2000). Wéhrend suboptimale Spermienkon-
zentrationen bei Frischsperma mit einem konstanten Abfall der NRR fur alle Bullen
einhergingen (5,5 bis 9,1 %), war die Reduktion der NRR bei TG-Sperma bullen-
abhangig (-0,1 bis 20,8 %) (SHANNON und VISHWANATH, 1995). DEN DAAS
et al. (1998) konnten bei zunehmender Spermienkonzentration bei TG-Sperma (2,1
bis 17,3 x 108 Spermien pro Besamungsportion) nur bei zwei von vier Bullen einen
deutlichen Anstieg der NRR beobachten. Auf Grund der unterschiedlichen Auswir-
kungen des Kryokonservierungsprozesses auf die Spermaqualitét einzelner Bullen
stellt die optimale Spermienkonzentration eine individuelle Variable dar und es
wird zwischen Bullen mit guter und schlechter Gefriertauglichkeit unterschieden
(PERUMAL et al., 2016). CRESPILHO et al. (2014) konnten auf3erdem einen Ver-
dunnereinfluss bei der terminierten Besamung von Zebukiihen aufzeigen. Wéhrend
die Trachtigkeitsraten bei den mit TRIS-Eigelb-Verdunner produzierten Portionen
konzentrationsabhangig (6, 12, 25 oder 50 x 10° Spermien/Paillette) signifikante
Unterschiede (45,6, 48,8, 60,3 und 70,6 %) zeigten, waren diese bei mit Botu-Bov®
(Fa. Botupharma, Botucatu, Brasilien) verdiinntem Sperma nicht zu beobachten
(57,6, 60,3, 59,3 und 62,5 %). VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al. (2000)
erstellten anhand der konzentrationsabh&ngigen NRR 56 exponentielle Kurven, um

die optimale Spermienkonzentration jedes einzelnen Bullen zu bestimmen.

3.5.  Alternative Besamungstechniken beim Rind

Mit der Absicht, die KB noch effizienter zu machen, haben Wissenschaftler immer
wieder versucht, neue Besamungsgerate und -methoden zu entwickeln. Auf Grund
der fehlenden Verbesserung der Trachtigkeitsraten, der Komplexitét ihrer Anwen-
dung oder des hoheren finanziellen, zeitlichen oder materiellen Aufwands konnte
sich jedoch bis heute keine dieser Besamungstechniken gegen die
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Standardbesamungsmethode behaupten.

MENDOZA und NIVEN (1992; 2000) entwickelten ein Besamungsgerat mit Bal-
lonkatheter fur die Besamung ohne rektale Fixation. Dabei wird das Besamungsge-
rat mit Hilfe eines Vaginalspekulums in die Zervix eingefuhrt, durch Ballonie-
rung/Aufblasen des Ballons fixiert und das Sperma anhand einer mit Luft bzw. Ver-
dunnerlésung gefiillten Spritze Uber die Pipette in den Uterus appliziert. Wissen-
schaftliche Studien zur praktischen Anwendung sind nicht verfiigbar.

Ein Hightechbesamungsgerat stellt das AlphaVision der Firma IMV Technologies
dar. Ahnlich einem Vaginalspekulum aufgebaut, verflgt es neben der Besamungs-
pistole Uber eine Kamera zur Visualisierung von Scheide und &uf3erem Mutter-
mund, die ein Einflhren der Besamungspistole in den kaudalen Teil der Zervix
ohne rektale Fixation ermdglicht (IMV TECHNOLOGIES FRANCE). Die voll-
stdndige Passage der Zervix mit der Besamungspistole ist allerdings wegen der bo-
vinen Zervikalkrypten nur unter rektaler Kontrolle moglich (SCHERZER, 2020).
Der grote Vorteil des AlphaVision liegt in der zusétzlichen Nutzung zu diagnosti-
schen Zwecken, wie Feststellen von Verletzungen und Entziindungen im Scheiden-
bereich, Zyklusstand der Zervix, Ausflussbeurteilung etc., wobei eine Dokumenta-
tion der Befunde anhand von Bildern und Videosequenzen mdglich ist (IMV
TECHNOLOGIES FRANCE).

Der von der Universitat Ghent speziell fur die tiefe intrakornuale Besamung entwi-
ckelte ,,Ghent-Katheter* passt sich durch seine Flexibilitat an die Kurvatur der Ge-
barmutterhérner an und ermdglicht eine Deposition des Spermas nahe der utero-
tubalen Verbindung. In einem ersten Feldversuch mit TG-Sperma (10 bis 15 x 108
Spermien) und tber 4000 durchgefiihrten Besamungen konnten im Vergleich zur
Standardbesamung (57,6 %) jedoch keine besseren Tréachtigkeitsraten mit dem
,,Ghent Katheter sowohl bei intrauteriner (52,7 %) (p < 0,01) als auch bei bilateral
intrakornualer Besamung (53,8 %) (p = 0,27) erzielt werden (VERBERCKMOES
et al., 2004). Eine weitere Studie, bei der die intrakornualen Besamungen mit redu-
zierten Spermienkonzentrationen (8, 4 und 2 x 10° Spermien) sowohl mit dem
,,Ghent-Katheter als auch der Standardbesamungspistole durchgefiihrt wurden und
Kontrolltiere mit der Standardbesamungsmethode und 12 Millionen Spermien be-
samt wurden, konnte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05) bei den
Tréchtigkeitsraten aufzeigen (VERBERCKMOES et al., 2005).
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Basierend auf der Fragestellung, wie man aus einer Paillette mit seltenem und/oder
teurem Bullensperma die meisten Kalber erzeugen kann, hat STROUD (2012,
2016a, 2017, 2020) tber mehrere aufeinander aufbauende Patente eine high-vo-
lume-Besamungsmethode entwickelt (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Patente bei der Entwicklung der high-volume-Besamungsme-
thode durch Stroud

Jahr | Patentnummer Titel Quelle
Artificial breeding techniques for bo-

2012 US 8,202,210 vines including semen diluents and Al (STROUD, 2012)
apparatus
Artificial breeding techniques for bo-

2016 US 9,433,484 vines including semen diluents and Al (STROUD, 2016a)
apparatus
Method and apparatus to reduce the

2017 US 9,554,883 number of sperm used in artificial in- (STROUD, 2017)
semination of cattle

2020 | US 10,610,343 | Method, apparatus and kit for artificial | orp0 5 2020)
insemination of bovine

Bei dieser high-volume-Besamung (HVB) wird das aufgetaute Sperma vor der Be-
samung mit Hilfe eines Mandrins in einen Faltenbalgbehalter Gberfihrt, der bis zu
30 ml eines spermienfreundlichen Puffermediums enthalt. Fir die Besamung wird
der Faltenbalgbehélter tber eine Silikonverbindung am Besamungskatheter fixiert.
Die Besamung wird analog der Standardbesamung als intrauterine Besamung mit
transrektaler Fixation der Zervix durchgefiihrt und das Medium-Sperma-Gemisch
in den Uterus appliziert (STROUD, 2020). Méchte man mit einer Paillette mehrere
Tiere besamen, wird der Pailletteninhalt auf mehrere Faltenbélge aufgeteilt. Laut
STROUD (2012, 2016a, 2017, 2020) sind verschiedene Puffermedien als Tréger-
medium flr die HVB geeignet. Sie sollten einen pH-Wert zwischen 7,0 und 7,4
aufweisen und die Osmolaritat zwischen 280 und 300 mosmol/L liegen. Das Puf-
fermedium sollte die Lebensfahigkeit der Spermien unterstiitzen und keinen nega-
tiven Effekt auf die Spermien ausiiben. Als Beispiele nennt STROUD (2020) ge-
pufferte Salzlésung sowie verschiedene kommerziell erhéltliche Embryo-Spillo-
sungen und Verdinner, die auch in der Kryokonservierung von Sperma eine Rolle
spielen. Das Sperma darf dem Puffermedium erst zugegeben werden, wenn dieses
zumindest Raumtemperatur hat, und ist im Fall von TG-Sperma vorher aufzutauen.
In praktischen Versuchen konnte STROUD (2015) mittels Ultraschalluntersuchun-
gen zeigen, dass 30 ml ein angemessenes VVolumen darstellen, um bei einer ge-

schlechtsreifen Kuh beide Uterushorner gleichméfig zu fluten.
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3.6. Embryotransfer beim Rind

Der Embryotransfer (ET) bietet die Mdglichkeit zur besseren Nutzung des geneti-
schen Potentials auf der Mutterseite und fuhrt durch die Embryonengewinnung bei
Kalbinnen bereits vor Erreichen der Zuchtreife und der damit einhergehenden Ver-
kirzung des Generationsintervalls zu einer Steigerung des Zuchtfortschrittes und

einem Anheben des genetischen Leistungspotentials.

Nach einem deutlichen Ruckgang im ET-Bereich zu Beginn des 21. Jahrhunderts
(FAASCH, 2009) ist in Bayern seit 2014 wieder ein Aufwartstrend bei der Anzahl
der durchgefuhrten Spilungen und transfertauglichen Embryonen zu beobachten
(vgl. Tabelle 2) (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER BESAMUNGSSTATIONEN
IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND BAYERISCHER RINDER-
ZUCHTER E. V., 2016, 2019, 2020). Die Beurteilung von Entwicklungsstadium
und Qualitat der gewonnen Embryonen erfolgt numerisch anhand des Handbuchs
der internationalen Embryotechnologiegesellschaft (International Embryo Techno-
logy Society, kurz IETS). Dabei handelt es sich um ein subjektives Verfahren, das
Erfahrung und Expertise erfordert, um Ergebnisse miteinander vergleichen zu kon-
nen (BO und MAPLETOFT, 2013).
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Tabelle 2:  Embryonengewinnung beim Rind fir Bayern und weltweit

Embryotransfer- Spllun- gew. ttE gew. E./O. tt. E. pro
Einrichtuni cl;en E./O. T iroSiUIunﬁ SEUIuncI)
Bayern-Genetik 170 2.186 1.580 12,9 9,3
§ Marktredwitz 5 75 37 15,0 74
' | Neustadt/Aisch 536 7.456 5.072 13,9 9,5
g | CRV 188 2.541 1.639 13,5 8,7
@ | Sonstige (3 Teams) 385 5.155 3.188 13,4 8,3
Gesamt 2020 1.284 17.413 11.516 13,6 9,0
Bayern-Genetik 201 2.651 2.003 13,2 10,0
g Marktredwitz 6
&' | Neustadt/Aisch 536 7.262 5.067 13,5 9,5
g | CRV 22 349 211 15,9 9,6
@ | Sonstige (3 Teams) 424 5.479 3.340 12,9 7,9
Gesamt 2019 1.189 15.741 10.621 13,2 8,9
« | Bayern-Genetik 214 2.363 1.947 11,0 9,1
S | Marktredwitz 4 65 34 16,3 5.8
£ Neustadt/Aisch 547 7.243 4.914 13,2 9,0
= | Sonstige (4 Teams) 437 5.937 3.154 13,6 7,2
® | Gesamt 2018 1.202 15.608 10.049 13,0 8,4
Gesamt 2017 1.047 13.916 9.088 13,3 8,7
Gesamt 2016 973 13.700 8.995 14,1 9,2
Gesamt 2015 727 10.495 7.605 14,4 10,5
Weltweite Statistik Embryotransfer
Weltweit 2020 58.391 585.610 361.728 10,0 6,2
Fleischsektor 2020 26.865 301.686 178.494 11,2 6,6
Milchsektor 2020 31.526 283.924 183.234 9,0 5,8
Weltweit 2019 60.488 636.750 387.769 10,5 6,4
Fleischsektor 2019 30.774 349.134 204.492 11,3 6,6
Milchsektor 2019 29.714 287.616 183.277 9,7 6,2
Weltweit 2018* 76.067 773.231 469.908 10,2 6,2
Fleischsektor 2018 38.270 418.234 246.942 10,9 6,5
Milchsektor 2018 37.797 354.997 222.966 9,4 59

Die Daten wurden den Jahresberichten ,,Rinderzucht, Besamung, Embryotransfer in Bayern
2018/2019/2020° der Arbeitsgemeinschaft der Besamungsstationen in Bayern e. V. und des
Landesverbandes Bayerischer Rinderzichtere.V. (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER
BESAMUNGSSTATIONEN IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND BAYERISCHER
RINDERZUCHTER E. V., 2019, 2020, 2021) und den Jahresberichten ,,2018/2019/2020 Sta-
tistics of embryo production and transfer in domestic farm animals“ des Komitees der interna-
tionalen Embryotechnologiegesellschaft IETS (International Embryo Technology Society)
(VIANA, 2019, 2020, 2021a) entnommen.

*Korrektur in Tabelle nach Ricksprache mit VIANA (2021b)-> Additionsfehler der Zahlen im
Jahresbericht 2018

AbkK.: gew.: gewonnene; tt.: transfertauglich; E.: Embryonen; O.: Oozyten

STROUD (2015) stellte beim jahrlichen Treffen der ,,Canadian Embryo Transfer
Association/Association Canadienne de Transfert d'Embryons (CETA/ACTE)
und der ,,American Embryo Transfer Association” (AETA) eine neue Besamungs-
technik unter dem Titel ,,A novel insemination system for superovulated beef do-
nors* vor. Basierend auf seinen Patenten zur high-volume-Besamung (vgl. Tabelle

1, S. 22) entwickelte Stroud neben einem atraumatischen Besamungskatheter aus
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Metall zusétzlich ein Tragermedium (Maximate®) fiir Spermien und bezeichnete
dieses HVB-System fortan als Maximate. Das Tragermedium befreit nicht nur die
Plasmamembran der Spermien von Verdlnnerinhaltsstoffen wie Glyzerol und Ei-
gelb und fordert dadurch die Motilitat, sondern ermdglicht den Spermien auch einen
mechanischen und atraumatischen Transport Richtung uterotubaler Verbindung.
Stroud flhrte insgesamt 2706 Spllungen bei Fleischrindern durch, von denen 1251
der Spendertiere mittels Standardbesamungsmethode und 1455 mit Maximate be-
samt wurden. Die Spermienkonzentration bei den mit Maximate besamten Tieren
war um 8,4 % reduziert. Wéhrend bei den mit Maximate besamten Tieren im
Schnitt 64,0 % der gewonnenen Embryonen lebensfahig waren, lag dieser Anteil
bei der Standardbesamung mit 57,0 % deutlich darunter. Laut entsprechender Be-
rechnungen kann mit Maximate durchschnittlich ein lebensfahiger Embryo pro
Spulung mehr gewonnen werden im Vergleich zu standardmafig besamten Spen-
dertieren (Maximate 8,9 vs. Standard 7,9 lebensfahige Embryonen/Spulung). Ein-
zig bei Problemkihen konnten auch mit Maximate keine besseren Ergebnisse er-
zielt werden (STROUD, 2016b).

3.7.  Geschlechterverteilung bei Kéalbern

Das Geschlecht wird bei S&ugetieren von den Spermazellen bestimmt, die entweder
ein weibliches X- oder ein ménnliches Y-Chromosom tragen. Der Anteil an X- und
Y-Chromosom-tragenden, im Rahmen der Spermatogenese produzierten Spermien
ist dabei auf Grund der meiotischen Teilungen in etwa gleich, weshalb die erwartete
Wahrscheinlichkeit, dass die Eizelle von einem mannlichen oder weiblichen Sper-
mium befruchtet wird, bei 50 % liegt (GRIFFIN et al., 1996; HASSANANE et al.,
1999; RAHMAN und PANG, 2020). Das tatsachliche Geschlechterverhéltnis der
Nachkommen kann jedoch abweichend sein und auf mehreren Ebenen beeinflusst
werden (HARDY, 1997; BERRY et al., 2011):

¢ Ejakulate enthalten eine ungleiche Menge an X- und Y-Spermien

e Unterschiedliche Kapazitations- und Uberlebensraten von X- und Y-Chro-
mosom-tragenden Spermien, auch in Bezug auf die Spermienprozessierung

e FoOrderung oder Inhibition des Transports von X- oder Y-Chromosom-tra-
genden Spermazellen im weiblichen Geschlechtstrakt

e Spermienselektion bei der Befruchtung durch die Eizelle

e Geschlechtsabhéngige Unterschiede bei intrauterinen Verlusten in unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien (Einnistung, embryonaler Frihtod,
Abort)
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CHANDLER et al. (1998) bestimmten von 20 Ejakulaten (zwei Ejakulate/Bulle)
den Anteil an Y-Chromosom-tragenden Spermien, der im Mittel bei 50,8 % lag,
mit einem Minimum von 26,5 % und einem Maximum von 95,5 %. Bei funf der
zehn Bullen war ein signifikanter Unterschied (p < 0.05) beim Anteil an Y-Sper-
mien zwischen den beiden Ejakulaten zu verzeichnen. In einer weiteren Arbeit un-
tersuchten CHANDLER et al. (2002) in diesem Zusammenhang die Rolle der Ab-
samfrequenz. Wéahrend der Anteil an Y-Chromosom-tragenden Spermien nach ei-
ner mehr als 30-tagigen Sprungpause zu Beginn stark schwankte, konnte bei regel-
maRiger Spermagewinnung im Drei-Tagesrhythmus ab der flinften Gewinnung bei
allen funf Bullen ein Ausgleich der Anzahl an weiblichen und méannlichen Sper-
mien erreicht werden. Auch bei der Auswertung der Abkalbedaten einzelner Bullen
konnten CHANDLER et al. (1998) auf Ejakulatebene eine enorme Schwankungs-
breite (x = 49,8 %, Min.: 16,1 %, Max.: 72,3 %) bei der Anzahl mé&nnlicher Kélber

verzeichnen.

In mehreren Sdugetierstudien wird der Einfluss des Besamungszeitpunktes auf das
Geschlecht der Nachkommen in Relation zur Ovulation und dem Reifegrad der Ei-
zelle beschrieben, wobei bei friiher Besamung die weiblichen und bei spéater Besa-
mung die mannlichen Nachkommen berwiegen (PRATT et al., 1987,
GUTIERREZ-ADAN et al., 1999; RORIE, 1999). Vermutet wird, dass Y-Spermien
nach der Besamung eine schnellere Reaktion hinsichtlich Kapazitation und Akro-
somreaktion als X-Spermien zeigen. Sie sind daher friiher befruchtungsféahig, haben
dadurch aber auch eine kiirzere Uberlebensdauer als X-Spermien (GUTIERREZ-
ADAN et al., 1999). Auch im Rinderbereich wurden diesbeziiglich Studien mit un-
terschiedlichen Ergebnissen durchgefiihrt. Wéhrend einige Studien einen Einfluss
des Besamungs- bzw. des Befruchtungszeitpunktes in vitro auf die Geschlechter-
verteilung der Nachkommen bzw. Embryonen bestatigten (DOMINKO und FIRST,
1997; WEHNER et al., 1997; GUTIERREZ-ADAN et al., 1999; MARTINEZ et
al., 2004; BAYRIL und YILMAZ, 2013; TESFU et al., 2014), konnten andere Stu-
dien keinen Unterschied bei der geschlechtlichen Verteilung der Kélber in Abhén-
gigkeit vom Besamungszeitpunkt aufzeigen (FOOTE, 1977; RORIE et al., 1999).
PURSLEY et al. (1998) verzeichneten bei mittels OvSynch® synchronisierten Kii-
hen nicht nur bei den friih, sondern auch bei den sehr spét durchgefiihrten Besa-
mungen mehr weibliche Kélber. Grundsétzlich geht ein spater Besamungszeitpunkt
beim Rind mit einer verminderten Fertilitit einher (MAATJE et al., 1997,
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DRANSFIELD et al., 1998; MARTINEZ et al., 2004). LECHNIAK et al. (2003)
zeigten, dass auch Kapazitationsbedingungen, wie beispielsweise die Inkubations-
dauer, Einfluss auf die Geschlechterverteilung haben kénnen. Mit zunehmender In-
kubationsdauer (0, 6 und 24 Stunden) boviner Spermien in Sperm-TALP stieg bei

der IVF der Anteil an weiblichen Embryonen.

Ohne den Besamungszeitpunkt zu berucksichtigen, konnten zwei Studien bei der
Auswertung der Abkalbedaten von jeweils 8 Jahren sowohl bei Einlings- (52,4 %
und 53,3 % maénnliche Kalber) als auch bei Zwillingsgraviditaten (52,7 % und
51,9 % maénnliche Kalber) einen Vorzug der mannlichen gegeniber den weiblichen
Kalbern aufzeigen (DEL RIO et al., 2007, HOSSEIN-ZADEH et al., 2008).
BERRY et al. (2011) und AMADESI et al. (2015) bestatigten mit 51,4 % und
52,1 % die minimal hohere Pravalenz von Bullenkalbern. Die Auswertung der Be-
samungsdaten von Neuseeland von 1996 und 1997 zeigte zudem einen signifikan-
ten Effekt der Spermaart auf das Geschlechterverhéltnis (p < 0,001). In beiden Jah-
ren wurden bei KB mit TG-Sperma mehr ménnliche Kalber geboren als bei KB mit
Frischsperma (XU et al., 2000). KHAN et al. (2012) konnten in einer vergleichen-
den Studie bei KB deutlich mehr mannliche Kélber (59 %) als beim natirlichen
Deckakt (51 %) verzeichnen und begrinden dies damit, dass die KB auch noch
nach Brunstende durchgefiihrt werden kann. Laut BERRY und CROMIE (2007)
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein mannliches Kalb geboren wird, bei der KB

im Vergleich zum natlrlichen Deckakt um ein Prozent an.

Nach der erfolgreichen Befruchtung beeinflussen geschlechtsdimorphistische Un-
terschiede wéhrend der embryonalen und fetalen Entwicklung sowie um den peri-
natalen Zeitraum das Geschlechterverhaltnis (RAY et al., 1995; GUTIERREZ-
ADAN et al., 2001; KIMURA et al., 2004). So beschreiben ERB und MORRISON
(1959) hohere Abort- (59,4 %) und Totgeburtenraten (56,8 %) fir mannliche Kal-
ber. BERRY et al. (2011) verzeichneten bei der Auswertung der Abkalbedaten iri-
scher Milchviehherden eine perinatale Sterblichkeitsrate von insgesamt 4,1 %, wo-

von 58,7 % Bullenkalber waren.
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1. MATERIAL UND METHODEN

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels ist die Gewinnung, Beurteilung und Verarbei-
tung der Spermaproben flr die spéteren Untersuchungen aufgefiihrt. AnschlieRend
werden die bei der Bayern-Genetik GmbH im Rahmen der Qualitatskontrolle von
Spermaproben angewendeten Standardprotokolle fiir die computergestiitzte Sper-
mienanalyse und die durchflusszytometrischen Untersuchungen beschrieben. Sie
dienen als Grundlage fir die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Laboruntersu-
chungen, die im dritten Abschnitt dieser Arbeit aufgefihrt sind. Der vierte Ab-
schnitt umfasst die vergleichende praktische Anwendung von HVB und Standard-
besamungsmethode bei routinemaliger KB im Rahmen der natirlichen Brunst und
im Zuge des Embryotransfers beim Rind. Die verwendeten Gerate, Materialien, Re-
agenzien und Losungen sowie Medikamente sind im Anhang dieser Arbeit aufge-
fuhrt (vgl. Kapitel 1X.2.). In Kapitel 1X.3. finden sich die Informationen zu den

Fluorochromen.
1. Spermaproben

1.1. Bullen

Alle Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit TG-Sperma von Fleck-
viehzuchtbullen der Besamungsstation Bayern-Genetik GmbH durchgefihrt. Die
Bullen waren am Standort Landshut in Einzelboxen mit planbefestigtem Boden auf-
gestallt. Die Boxen waren in eine Liegebucht mit Stroh und einen Fltterungs- bzw.
Mistbereich unterteilt. Sie wurden zweimal taglich ausgemistet. Die Futterung der
Zuchttiere erfolgte mit Maissilage, Heu, Kraft- und Mineralfutter sowie 3-Carotin.
Zum Zeitpunkt der Spermagewinnung zeigten die Bullen ein ungestortes Allge-
meinbefinden sowie physiologisches Sexualverhalten und waren frei von jeglichen

Krankheitssymptomen.

1.2.  Spermagewinnung und Spermabeurteilung

Jeder Bulle wurde routinemaRig zweimal pro Woche im abwechselnden Drei- und
Viertagesrhythmus abgesamt. Nach sexueller Stimulation durch Blindspriinge
(Aufspriinge ohne Ejakulation) erfolgte die Spermagewinnung durch den Samen-
entnahmetechniker mit Hilfe einer auf +43 °C vorgewarmten kiinstlichen Scheide

am Phantom oder Unterstellbullen. Bis zur Weiterverarbeitung im Labor wurde das
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Spermaauffangréhrchen in der Hygieneschleuse im Kugelbad bei +34 °C zwi-

schengelagert.

Im Labor erfolgte die makroskopische und mikroskopische Beurteilung der Ejaku-
late. Um Temperaturschwankungen und eine dadurch bedingte Verminderung der
Spermaqualitat zu vermeiden, wurde der Objekttisch des Mikroskops tiber ein Steu-
ergerat beheizt und alle verwendeten Materialien mit Hilfe einer Laborheizplatte
und Heizblocken auf +38 °C angewérmt. Bei der makroskopischen Untersuchung
wurden Geruch, Konsistenz, Reinheit und Farbe der Ejakulate beurteilt. Die VVolu-
menbestimmung erfolgte mit einer Laborwaage (Kern EW). Von auffalligen Eja-
kulaten wurde zusétzlich eine pH-Wertbestimmung mittels pH-Indikatorpapier
durchgefihrt. Bei der nachfolgenden mikroskopischen Beurteilung mit dem Pha-
senkontrastmikroskop wurden die Massenbewegung (MB) ([-] keine MB bis [+++]
sehr gute MB) und der Anteil an vorwartsbeweglichen Spermien bei 200facher Ver-
groRerung und positivem Phasenkontrast bestimmt. AuRerdem wurde die vorver-
diinnte Probe auf Agglutination, Fremdzellen und morphologische Auffalligkeiten
untersucht. Fur die Konzentrationsbestimmung [Millionen Spermien pro Milliliter]
wurde mit Hilfe eines Dilutors eine 1:100-Verdiinnung von nativem Bullensperma
mit physiologischer Kochsalzldsung hergestellt, die in Einmalkivetten gefillt, mit-
tels Laborschuttler gevortext und photometrisch analysiert wurde.

1.3.  Spermaverarbeitung

Nur Ejakulate, die die vorgeschriebenen Mindestanforderungen erfillt haben (vgl.
Tabelle 12, S. 115), wurden zu TG-Sperma weiterverarbeitet. Mit Hilfe der be-
triebseigenen Software KBPro wurde anhand der erhobenen Daten die notwendige
Verdiinnermenge fiir die vorgegebene Endkonzentration von 15-20 x 10° Spermien
pro Paillette berechnet. Nach Vorverdinnung des nativen Ejakulats mit +30 °C
warmem Steridylverdinner auf 15 ml erfolgte Uber das Steuergerét die Endverdiin-
nung. Durch behutsames Schwenken wurden die Ejakulate homogen durchmischt,
im Anschluss bei Raumtemperatur tber die vollautomatische Abfill- und Ver-
schlieBmaschine in Pailletten abgefullt und nach Kontrolle von Fullzustand, Ver-
schweiung und Aufdruck auf den Einfrierrampen platziert. Nach mindestens vier-
stiindiger Aquilibrierung bei +5 °C erfolgte die Kryokonservierung. Unter Stick-
stoffbedampfung wurden die Pailletten in der Einfriermaschine nach einer von IMV
Technologies entwickelten Einfrierkurve innerhalb von 8 Minuten von +4 °C
auf -142 °C abgekihlt und eingefroren. Dann wurden die Pailletten in flissigen
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Stickstoff (-196 °C) Uberflhrt. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Probennahme fir
die Qualitatskontrollen. Bis zur qualitatsabhéngigen Freigabe wurden die produ-

zierten Chargen in Quaranténestickstoffcontainern gelagert.

2. Qualitatskontrolle hergestellter Spermaportionen — Standard-

protokolle

Nach der Tiefgefrierung wurden die Spermapailletten in flussigem Stickstoff gela-

gert und nach friihestens drei Tagen flr die Qualitatskontrolle verwendet.

Hierfur wurde die Motilitatsanalyse bei der Bayern-Genetik GmbH mittels CASA-
System durchgeflhrt. Zusétzlich wurden alle produzierten Spermachargen einer
durchflusszytometrischen Analyse unterzogen. Im Rinderbereich gibt es bis dato
keine Richtwerte fur mittels CASA-System und Durchflusszytometrie erfasste Da-
ten bzw. Parameter, weshalb die Bayern-Genetik GmbH eigene Grenzwerte flr die
analysierten Parameter festgelegt hat. Nur wenn die von der Arbeitsgemeinschaft
deutscher Rinderzlchter e. V. (ADR) vorgeschriebenen Mindestanforderungen so-
wie die von der Bayern-Genetik GmbH zusatzlich festgelegten durchflusszytomet-
rischen Qualitatskriterien erfullt wurden (vgl. Tabelle 3), erfolgte die Freigabe der
produzierten Spermachargen fur den Verkauf.

Tabelle 3: Qualitatsanforderungen an Tiefgefriersperma bei der Bayern-
Genetik GmbH

Modifizierte Zusammenfassung der von der Arbeitsgemeinschaft deutscher Rinderziichter
e. V. (ADR) festgelegten Mindestanforderungen und von der Bayern-Genetik GmbH zu-
satzlich festgelegten Kriterien an die Qualitat von bovinem TG-Sperma nach dem Auftauen
(ARBEITSGEMEINSCHAFT DEUTSCHER RINDERZUCHTER E. V., 2006b).

Qualitatsparameter Grenzwerte
Vorwartsbeweglichkeit mindestens 50 % der Spermien zeigen
(geschatzt*/CASA°) eine Vorwartsbeweglichkeit
Progressiv motile Spermien/Paillette* | > 6 Millionen/Paillette
Anteil Spermien mit PMI° >30%

Anteil Spermien mit hMMP° >30%
Anzahl Spermien mit PMI/Paillette® | > 5 Millionen/Paillette

*von der ADR festgelegte Mindestanforderungen
°von der Bayern-Genetik GmbH zusétzlich festgelegte Kriterien

Abk.: PMI: Plasmamembranintegritat; hMMP: hohes Mitochondrienmembranpotential
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2.1. Computergestitzte Spermienanalyse (CASA)
Die Nachuntersuchung mittels computergestutzter Spermienanalyse wurde mit dem
AndroVision® der Firma Minitiib GmbH durchgefiihrt, das sich aus folgenden Be-

standteilen zusammensetzte:

e Software: AndroVision® Version 1.1.4. vom 11.12.2017, Datenbank-Ver-
sion 21

e Mikroskop: Zeiss Axio Lab.Al mit beheizbarem Objekttisch
e Objektiv: Zeiss Objektiv, 20x, negativer Phasenkontrast
e Kamera: Color-Digitalkamera, Basler Aviator avA1000-100gc, Seriennum-
mer 22620157, Framerate: 60 Frames pro Sekunde
e Computer: Intel Xeon E5-1620 3.60 GHz, 24 GB RAM, 500 GB SSD Fest-
platte, Windows 10 Professional, 24 Zoll TFT Monitor
Die der CASA zu Grunde liegenden kinetischen Parameter sowie Setup-Einstellun-

gen sind im Anhang dieser Arbeit in Kapitel 1X.4. zu finden.

Um wéhrend der Nachuntersuchung eine konstante Temperatur von +38 °C sicher-
zustellen, wurden die verwendeten Materialien mit Hilfe einer Laborheizplatte und
Heizblocken und der Objekttisch des Mikroskops ber ein Steuergerét angewarmt.
VVon jedem Ejakulat wurden zwei Pailletten einzeln auf die Vorwartsbeweglichkeit
untersucht. Die tiefgefrorenen Pailletten wurden fur 30 Sekunden im Wasserbad
(Model WBS — 07) bei +38 °C aufgetaut, abgetrocknet und der Pailletteninhalt in
vorgewdarmte 1,5 ml ReaktionsgefalRe tberfuhrt. Nach 10 Minuten Inkubationszeit
erfolgte die Motilitatsanalyse. Dazu wurde mit der Paillette ein Ejakulatstropfen auf
dem Objekttréger platziert und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Bei fehlerhafter
Probenvorlage wie Lufteinschliissen oder zu geringem/grofiem Probenvolumen
wurde eine neue Probe vorbereitet. Fir die Analyse wurden je Probe vier Analyse-
fenster manuell fokussiert, von denen kurze Videosequenzen (Audio Video Inter-
leave-Videos) aufgenommen wurden, die durch die Kamera digitalisiert und auf
den gekoppelten Monitor tbertragen wurden. Je Probe wurden mindestens 1000
Spermien analysiert. Bei zu niedriger Spermienkonzentration wurden weitere Mes-
sungen durchgefihrt. Bei zu hoher Spermienkonzentration wurde die Probe im Ver-
haltnis 1:2 bzw. 1:3 mit auf +38 °C vorgewdrmten Spermaverdinner verdiinnt und
erneut analysiert. Nach Abschluss der Messungen wurden die Motilitatsparameter
durch das AndroVision®-System berechnet und die erhobenen Daten in der Daten-

bank gespeichert.



1. Material und Methoden 33

2.2.  Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit dem Durchflusszytometer
Guava® easyCyte 5HT Benchtop. Das Durchflusszytometer war mit einem blauen
Laser ausgestattet, dessen Anregungslicht eine Wellenldnge von 488 nm aufwies.
Damit konnten die flinf Parameter VVorwarts- (FSC) und Seitwartsstreulicht (SSC)
sowie drei Fluoreszenzfarben untersucht werden. Fir die Emissionsmessung waren
drei Filter verantwortlich: Filter 1 (525/30 nm) fur die griine Fluoreszenz, Filter 2
(583/26 nm) fir die gelbe Fluoreszenz und Filter 3 (690/50 nm) fir die rote Fluo-
reszenz. Das Durchflusszytometer verfligte Uber einen Plattenloader. Zum Einsatz
kamen 96-Well-Platten. Fur jede Probe wurden 5000 Spermazellen untersucht, so-
fern das mit 60 Sekunden gesetzte Zeitlimit nicht vorher erreicht wurde. Die Ergeb-
nisse wurden als Punktdiagramm (Dot Plot) dargestellt. Die Auswertung erfolgte
mit der Software CytoSoft und die Analysedaten wurden als Datei im Excelformat

ausgegeben.

Zur Vermeidung von Temperaturschwankungen wurden die verwendeten Materia-
lien und Losungen sowie Spermaproben mit einer Laborheizplatte und Heizblocken
auf +38 °C angewarmt. Die Aliquotierung der Fluorochrome ist im Anhang dieser
Arbeit aufgefuhrt (vgl. Kapitel 1X.3., S. 111).

Routinemalig wurden bei der Bayern-Genetik GmbH die Plasmamembranintegri-
tat (PMI) untersucht und die Spermienkonzentration (CON) bestimmt. Zusatzlich

war auch die Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials (MMP) maglich.

2.2.1. Vorbereitungen am Durchflusszytometer und im Labor

Zu Beginn jedes Analysetages wurde ein Reinigungszyklus mit Reinstwasser sowie
Wasch- und Reinigungsflissigkeit am Durchflusszytometer durchgefiihrt, um das
System von Verschmutzungen zu befreien und einen durchgehenden Flissigkeits-
strom zu gewahrleisten. Im Anschluss erfolgte die Kalibrierung des Durchflusszy-
tometers mit dem Kalibrierkit, um sicherzustellen, dass Laser, FSC, SCC, Filter,
Fluoreszensdetektoren sowie Software richtig arbeiten. Einmal wochentlich wurde
zudem die Temperatur von Wasserbad, Laborheizplatte und Inkubator mit dem Di-

gitalthermometer Gberprift und gegebenenfalls adjustiert.

2.2.2.  Probenvorbereitung fur die durchflusszytometrische Analyse ein-
schlieBlich Vorverdinnung

Je durchflusszytometrischem Untersuchungsdurchgang wurden 24 Ejakulate
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analysiert, wobei pro Ejakulat zwei Pailletten als Poolprobe untersucht wurden. Die
Spermapailletten wurden fir 30 Sekunden im +38 °C temperierten Wasserbad mit
Einh&ngethermostat aufgetaut, entnommen, abgetrocknet und auf die Laborwarme-
platte Uberflhrt. Dann wurde der Inhalt der jeweils zusammengehdrigen Pailletten

in 1,3 ml Réhrchen gepoolt.

Fur die durchflusszytometrische Analyse war auf Grund der Spermienkonzentra-
tion der Proben eine Vorverdiinnung notwendig. Dazu wurden je 50 pl EasyBuf-
fer B (EBB) in 24 Wells einer 96-Well-Platte vorgelegt. Nach Durchmischen der
Spermaproben durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden von jeder Pool-
probe 50 pl entnommen und in die Wells mit EBB pipettiert. Diese Vorverdiinnung
der Untersuchungsproben diente als Grundlage flr die Analyse von PMI und MMP.

Der Ablauf der durchflusszytometrischen Analyse ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Plasmamembranintegritit Mitochondrienmembranpotential
IKZ 12 min bei +38 °C IKZ 32 min bei +38 °C

Abbildung 2: Schematische Darstellung der durchflusszytometrischen Stan-
dardanalyse

I:  Vorverdiinnungsplatte mit EBB.

Il:  Fir die Vorverdinnung wird zu EBB eine quivalente Menge an Sperma gegeben. Je
Untersuchungsrunde werden 24 Ejakulate (1-24) untersucht.

I1I: Je 1 pl vorverdiinntes Sperma wird in die Arbeitsldsungen fiir die Plasmamembranin-
tegritat bzw. das Mitochondrienmembranpotential berfiihrt und nach Ablauf der je-
weiligen Inkubationszeit durchflusszytometrisch analysiert.

Abk.: EBB: EasyBuffer B; 1-24: Ejakulate 1-24; IKZ: Inkubationszeit; pl: Mikroliter; min:
Minuten
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2.2.3. Plasmamembranintegritat

Fur die Herstellung der Arbeitslésung fur die Analyse der PMI wurden 5910 ul des
Puffermediums BoviHold in ein 15 ml Tube pipettiert. Dem 0,5 pl SYBR® 14-Ali-
quot wurden 245 pl EBB hinzugefugt und durch VVortexen gemischt. Dann wurden
32 pl des verdinnten SYBR® 14 und 3,1 pl Propidiumiodid dem BoviHold zuge-
geben und erneut gevortext. 24 Wells einer 96-Well-Platte wurden mit je 199 pul
Arbeitslosung befillt. Im Anschluss wurde je 1 pl der Spermienvorverdinnung in
die Arbeitslosung uberfuhrt, die abgedeckte Platte fiir 12 Minuten bei +38 °C inku-
biert und nachfolgend analysiert (vgl. Abbildung 2 und Abbildung 3).
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Abbildung 3: Punktwolkendiagramme der durchflusszytometrischen Unter-
suchung der Plasmamembranintegritat

Plot 1: Alle Partikel werden anhand von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC)
selektiert. Dabei kann auf Grund von Grof3e und Oberflache eine Population mit Partikeln
abgegrenzt werden (rotes Feld), die die Charakteristika einer Spermazelle aufweist.

Plot 2: Die in Plot 1 ausgewahlte Zellpopulation wird hier basierend auf Fluoreszenz wei-
ter eingegrenzt (pinkes Feld) und Partikel, die keine/kaum Fluoreszenz aufweisen (griine
Punkte), werden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Plot 3: Die in Plot 2 ausgewahlten Zellen werden hier auf Grund ihrer tatséchlichen Fluo-
reszenz dargestellt und den unterschiedlichen Spermienpopulationen zugeordnet. Plasma-
membranintakte Spermien fluoreszieren griin (griines Feld), wahrend membrangeschadigte
Spermazellen eine rote Fluoreszenz (rotes Feld) aufweisen.

2.2.4. Mitochondrienmembranpotential

Fur die Herstellung der Arbeitslésung zur Analyse des MMP wurde phosphatge-
pufferte Salzlésung (PBS) im Verhdltnis 1:10 mit Reinstwasser verdunnt und
5940 ul davon vorgelegt. Dann wurden dem 1 pl 5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetra-
ethylbenzimidazolylcarbocyanin lodid-(JC-1)-Aliquot 90 pl Ethanol hinzugefugt
und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. 70 pl der Fluorochrommischung wur-
den in die verdiinnte PBS-L08sung Uberfuhrt und durch vorsichtiges Schwenken ver-
mischt. In 24 Wells einer 96-Well-Platte wurden je 199 ul Arbeitslosung vorgelegt
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und je 1 pl der Spermienvorverdiinnung hinzupipettiert. Die abgedeckte Platte
wurde flr 32 Minuten bei +38 °C im Inkubator inkubiert und im Anschluss durch-

flusszytometrisch analysiert (vgl. Abbildung 2 und Abbildung 4).
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Abbildung 4: Punktwolkendiagramme der durchflusszytometrischen Unter-
suchung des Mitochondrienmembranpotentials

Plot 1: Alle Partikel werden anhand von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC)
selektiert. Dabei kann auf Grund von Gréf3e und Oberflache eine Population mit Partikeln
abgegrenzt werden (rotes Feld), die die Charakteristika einer Spermazelle aufweist.

Plot 2: Die in Plot 1 ausgewahlte Zellpopulation wird hier basierend auf Fluoreszenz wei-
ter eingegrenzt (tlrkises Feld) und Partikel, die keine/kaum Fluoreszenz aufweisen (griine
Punkte), werden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Plot 3: Die in Plot 2 ausgewéhlten Zellen werden hier auf Grund ihrer tatsachlichen Fluo-
reszenz dargestellt und den unterschiedlichen Spermienpopulationen zugeordnet. Spermien
mit hohem MMP fluoreszieren orange (griine Population), wéhrend Spermien mit niedri-
gem MMP auf Grund der ausbleibenden Aggregatbildung griines Fluoreszenzlicht emittie-
ren (blaue Population).

2.2.5. Konzentration

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde eine neue Vorverdiinnung erstellt. Dazu
wurden die Spermaproben im Verhéltnis 1:20 mit Reinstwasser (10 pl natives
Sperma, 190 pl Reinstwasser) vermischt. Je 190 ul der Arbeitslosung, bestehend
aus 5000 pl EBB und 30 ul PI, wurden in der 96-Well-Platte vorgelegt und je 10 pl
der Spermienvorverdiinnung hinzupipettiert. Dadurch wird eine Endverdinnung
von 1:400 erreicht. Nach 12-mindtiger Inkubation bei +38 °C erfolgte die durch-

flusszytometrische Konzentrationsbestimmung.
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3. Laboruntersuchungen

Im Rahmen der Laboruntersuchungen wurde der Einfluss folgender vier Pufferme-
dien auf die Standardqualitatsparameter der Bayern-Genetik GmbH, einschlief3lich
dem MMP, untersucht, um daraus Riickschlisse auf ihre Eignung als Tragerme-

dium fir die HVB zu ziehen:

- EasyBuffer B = EBB

- modifiziertes Fert-TALP = mFert-TALP
- BO-IVF™ = BIVF

- BO-SemenPrep™ = BSPREP

Die Produktbeschreibungen der vier verwendeten Puffermedien sowie die Zusam-
mensetzung und Herstellung des mFert-TALP sind im Anhang dieser Arbeit aufge-
fuhrt (vgl. Kapitel 1X.1., S. 105).

Die verwendeten Analyseprotokolle von CASA und Durchflusszytometrie wurden
an die in Kapitel I11.2. beschriebenen Standardprotokolle der Bayern-Genetik
GmbH adaptiert. Fir die Laboruntersuchungen wurden Spermapailletten (n = 27)
von je einem Tiefgefrierejakulat von zehn Jungbullen (n = 10) herangezogen. Die
Tiefgefrierejakulate wurden am selben Sprungtag produziert und mit dem ei-

gelbhaltigen Steridylverdinner verarbeitet.

3.1. Computergestitzte Spermienanalyse (CASA)

Fur die CASA wurden vor Analysebeginn je 100 ul der vier verschiedenen Puffer-
I6sungen (EBB, mFert-TALP, BIVF, BSPREP) in 1,5 ml Reaktionsgefélien vorge-
legt. Pro Untersuchungsrunde wurden drei Pailletten pro Ejakulat fiir 30 Sekunden
bei +38 °C aufgetaut, abgetrocknet und der Pailletteninhalt in einem Reaktionsge-
fan gepoolt. Nach Durchmischen der Probe durch vorsichtiges Auf- und Abpipet-
tieren wurden je 100 ul Sperma entnommen, mit der aquivalenten Menge der vier

Pufferlosungen behutsam durchmischt und fiir 10 Minuten bei +38 °C inkubiert.

Nach 10-minutiger Inkubation wurde jede der vier vorverdiinnten Spermaproben
einer Analyse mit dem CASA-System unterzogen. Nach vorsichtigem Durchmi-
schen mit einer Pipette wurden 3,7 pl Probe entnommen, auf dem Objekttrager vor-
gelegt, mit einem Deckgléschen abgedeckt und analysiert. Eine zweite Messung
erfolgte analog zur ersten Untersuchung nach insgesamt 70 Minuten Inkubation bei
+38 °C. Dieser Untersuchungsvorgang wurde fur jedes der zehn Ejakulate viermal

wiederholt. Der Untersuchungsablauf ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der CASA im Rahmen der Disserta-
tion

I:  Zuerst werden je 100 pl der vier Pufferldsungen vorbereitet.

I:  Je 100 pl der gepoolten Spermaprobe werden zu den angewéarmten Medien pipettiert.

I1I: Nach 10 bzw. 70 Minuten Inkubation bei +38 °C erfolgt die Analyse mit dem CASA-
System.

Um einen Einfluss der Untersuchungsposition auszuschlieen, wurde die Position der Puf-
fermedien bei jeder Wiederholung der Untersuchung verandert.

Abk.: CASA: computergestltzte Spermienanalyse; EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: modifi-
ziertes Fert-TALP, BIVF: BO-IVF™; BSPREP: BO-SemenPrep™; IKZ: Inkubationszeit; pl:
Mikroliter; min: Minuten

3.2.  Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Spermaproben ist zum besseren
Verstandnis in Abbildung 6 schematisch dargestellt. Abweichend zum Standard-
protokoll wurde die Vorverdiinnung der Proben im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit mit vier verschiedenen Pufferlésungen (EBB, mFert-TALP, BIVF, BSPREP)
durchgefihrt. Die 24 Wells der Vorverdinnungsplatte wurden nach folgendem
Schema mit je 50 pl der einzelnen Puffermedien beschickt: Well 1/5/9/13/17/21
EBB; Well 2/6/10/14/18/22 mFert-TALP; Well 3/7/11/15/19/23 BIVF; Well
4/8/12/16/20/24 BSPREP. Die Arbeitslosungen fur die Analyse von PMI und MMP
wurden, wie in den Kapiteln 111.2.2.3 und 111.2.2.4 beschrieben, hergestellt.

Pro Untersuchungsrunde wurden fiinf der zehn Ejakulate untersucht. Von jedem
Ejakulat wurden je drei Pailletten bei +38 °C fiir 30 Sekunden im Wasserbad auf-
getaut, abgetrocknet und eine Poolprobe erstellt. Nach Durchmischen der Probe
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden je 50 ul entnommen, mit der
aquivalenten Menge der vier vorbereiteten Pufferlosungen vorverdinnt und fir 10

Minuten inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde mit dem Beschicken der
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Arbeitsplatte fur die Analyse der PMI begonnen und nach weiteren 4 Minuten

wurde die Platte fur das MMP beschickt. Eine Referenzprobe wurde bei allen

Durchgangen zur Kontrolle mituntersucht. Dieser Untersuchungsvorgang wurde

flr jedes der zehn Ejakulate funfmal wiederholt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der durchflusszytometrischen Un-

1V:

tersuchung im Rahmen der Dissertation

Vorbereitung der Vorverdinnungsplatte mit den vier Pufferlésungen

Erstellen der Vorverdiinnung durch Zugabe einer dquivalenten Menge an Sperma zu
den angewarmten Puffermedien. Je Untersuchungsrunde wurden neben der Referenz-
probe funf Ejakulate untersucht, die jeweils mit jedem der vier Medien inkubiert wur-

den.

Nach 10 Minuten wird je 1 pl vorverdiinntes Sperma in die Untersuchungsplatte fiir
die Plasmamembranintegritét, nach weiteren 4 Minuten in die Untersuchungsplatte fir

das Mitochondrienmembranpotential pipettiert.

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit erfolgt die Analyse von Plasmamembran-

integritdt bzw. Mitochondrienmembranpotential.

Abk.: EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: modifiziertes Fert-TALP; BIVF: BO-IVF™;
BSPREP: BO-SemenPrep™; R: Referenzprobe; 1-5: Ejakulate 1-5; IKZ: Inkubationszeit; pl:
Mikroliter; min: Minuten
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4.  Kunstliche Besamungen (KB)

Der praktische Teil der Arbeit war in zwei Abschnitte gegliedert. Zum einen wurde
die HVB bei routinemaRigen Besamungen im Rahmen der naturlichen Brunst an-
gewendet und mit der Standardbesamungsmethode hinsichtlich der Konzeptionsra-
ten verglichen. Zum anderen wurden Spendertiere bei routineméRigen Superovula-
tionen mit der HVB besamt und die Spuilergebnisse mit Ergebnissen standardméRig
durchgefuhrter Spulungen verglichen. Als Tragermedium fir die HVB wurde das
modifizierte Fert-TALP verwendet, das in Anlehnung an das von STROUD (2015,
2016b) entwickelte Maximate® hergestellt wurde (vgl. Kapitel 1X.1).

4.1.1. Standardbesamung
Die Standardbesamung wurde, wie von BUSCH (2007a) beschrieben, als intraute-
rine Besamung mit transrektaler Fixation der Zervix durchgefiihrt. Standardmafig

werden heutzutage 0,25 ml-Spermapailletten eingesetzt.

4.1.2. High-volume-Besamung (HVB)
Die HVB wurde basierend auf dem Patent ,,Method, apparatus and kit for artificial
insemination of bovine* von STROUD (2020) durchgefiihrt. Anstelle der Metall-

katheter wurden Einmaluteruskatheter verwendet.

Zuerst wurde die Spermapaillette analog zur Standardbesamung fiir 10 Sekunden
bei +38 °C im Wasserbad aufgetaut, abgetrocknet und das verschweil3te Ende ab-
getrennt. Dann wurde die Paillette in die Offnung des Faltenbalgbehalters mit dem
modifizierten Fert-TALP (23 ml) Uberfihrt (vgl. Abbildung 7 1). Der befillte
Faltenbalgbehélter wurde zuvor in der Klimabox bei +37 °C angewdarmt. Mit Hilfe
eines Mandrins wurde der Kunststoffstopfen vorgeschoben und der Pailletteninhalt
in mFert-TALP berfiihrt (vgl. Abbildung 7 11). Im Anschluss wurde der
Faltenbalgbehélter tber eine flexible Silikonverbindung mit dem Einmaluteruska-
theter verbunden (vgl. Abbildung 7 111 und 1V). Die sich anschlieBende Besamung
wurde analog der Standardbesamung als intrauterine Besamung durchgefuhrt. Fir
die Applikation wurde der Faltenbalg so gedreht, dass die Spitze senkrecht nach
unten zeigte und das Medium-Sperma-Gemisch durch vorsichtiges Zusammendr-
cken in den Uterus appliziert (vgl. Abbildung 7 V und V1). Um einen Rickfluss der
Flussigkeit durch Sogwirkung zu vermeiden, wurde der Katheter unter Gedrickt-
halten des Faltenbalgs aus dem Uterus entfernt.
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Abbildung 7: Praktische Durchfiihrung der high-volume-Besamung in der
Routinebesamung beim Rind

I: Nach dem Auftauen der Paillette fiir 10 Sekunden bei +38 °C wird das verschweil3te
Ende entfernt und die Paillette Gber die Offnung in den Faltenbalg gesteckt.

[I:  Mit Hilfe eines Mandrins wird das Sperma durch Vorschieben des Kunststoffstop-
fens in das angewarmte Medium tberfihrt.

l1I:  Uber eine Silikonverbindung wird der Faltenbalg am Einmaluteruskatheter fixiert.
IV:  Ansicht der Besamungsvorrichtung fiir die HVB.

V/VI: Praktische Anwendung am Tier: Die Spitze des Besamungskatheters wird durch
transrektale Palpation in den Geb&rmutterkorper eingefihrt. Dann wird der Falten-
balg um 90° nach oben gedreht und das Medium-Sperma-Gemisch durch langsames
Zusammendriicken des Faltenbalgs in die Gebarmutter appliziert.
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4.2.  RoutineméaBige Besamungen im Rahmen der nattrlichen Brunst

Insgesamt wurden vom 01.05.2020 bis zum 17.05.2020 200 Kalbinnen und Kiihe
der Rasse Deutsches Fleckvieh im Rahmen der natlrlichen Brunst durch einen Be-
samungstechniker mit TG-Sperma von finf genomischen Jungbullen besamt. Drei
Bullen waren zur Besamung von Kalbinnen geeignet. Die Bullen waren zum Zeit-
punkt der Spermagewinnung klinisch gesund. Die Ejakulate erfullten die von der
ADR bestimmten Mindestanforderungen und die von der Bayern-Genetik GmbH
zusétzlich festgelegten Qualitatskriterien. Tag der Spermagewinnung, Weiterverar-
beitung sowie Tiefgefrierung war der 14.02.2020. Die fiinf Jungbullen wurden rou-

tinemaRig zweimal die Woche abgesamt.

Von den insgesamt 200 Routine-Besamungen wurden 100 als Standardbesamungen
und 100 als HVB durchgefuhrt. Pro Ejakulat waren 20 Standardbesamungen und
20 HVB zu verzeichnen. Die Auswahl der Besamungstechnik erfolgte willkirlich
durch den Besamungstechniker. Lediglich bei der Auswahl der Bullen hatten die
Landwirte ein Mitspracherecht.

Uber das Mobile-Daten-Erfassungsgerat wurden die Besamungsdaten erfasst und
auf die zentrale Warenwirtschaftssoftware KBPro eingespielt. Erfasst wurden Be-
trieb, besamtes Tier, Ejakulat und Besamungsmethode sowie die Anzahl der in der
laufenden Zuchtperiode vorher durchgefiihrten Besamungen. Ab Tag 35 post inse-
minationem wurden bei allen besamten Tieren, die nicht erneut zur Besamung vor-
gestellt wurden, Trachtigkeitsuntersuchungen per transrektaler Palpation durch den
Besamungstechniker durchgefuhrt. Die Auswertung der geschlechtlichen Vertei-
lung der Kélber basierte auf dem tatsachlichen Geschlecht bei der Geburt und er-
folgte im Frihjahr 2021.

Die 200 Besamungen wurden an 65 Betrieben durchgefihrt, die in der Regel einmal
taglich angefahren wurden. Die betrieblichen Strukturen, einschlieBlich Haltung
und Futterung, gestalteten sich sehr unterschiedlich. Der kleinste Betrieb hatte 12
Milchkiihe und der groRte circa 100 Milchkiihe. Es waren sowohl Anbinde- als auch
Laufstallhaltungen vorzufinden. Zwei der 65 Betriebe wurden biologisch gefuhrt.
In sechs Betrieben wurde mit einem automatischen Melksystem gemolken. Die Fiit-
terung basierte in den meisten Betrieben auf Mais- und Grassilage sowie Kraftfut-

ter, Heu und Stroh und wurde in einigen Betrieben als totale Mischration gefittert.
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4.3. RoutineméaBige Besamungen im Rahmen des Embryotransfers

4.3.1. Spendertiere

Die zwolf Spendertiere waren an der Embryotransfer-(ET)-station der Bayern-Ge-
netik GmbH mit Standort Kammerlehen untergebracht. Sie wurden in Einzelboxen
auf Tiefstreu aus Stroh gehalten und mit Heu ad libitum sowie restriktiv mit Kraft-,
Mineralfutter und B-Carotin geflttert. Es handelte sich um nicht laktierende Milch-
kiihe der Rasse Fleckvieh (n =11) und ein Jungrind der Rasse Wagyu. Die Spen-
dertiere waren zum Zeitpunkt der Spulungen Kklinisch gesund. Das ET-Team der
Bayern-Genetik GmbH, bestehend aus dem Stationstierarzt und zwei Embryotrans-
fertechnikern, war routinemaRig sowohl fir die Vorbereitung der Spendertiere als
auch fur die Durchfiihrung der kunstlichen Besamungen sowie die Embryonenge-

winnung verantwortlich.

4.3.2.  Superovulation und Besamung

Die Brunstbeobachtung erfolgte durch das Brunsterkennungsprogramm Bayern-
Watch. Acht bis 14 Tage nach Brunst wurde die sonographische Untersuchung von
Gebarmutter und Ovarien durchgefihrt. Die Einleitung der Superovulation erfolgte
nur bei Vorhandensein eines zyklischen Gelbkorpers und in Abwesenheit patholo-
gischer Befunde. Um die Gelbkorperphase zu verlangern, wurde zum Teil mit
CIDR®-Vaginalspiralen gearbeitet. Die Induktion der Superovulation erfolgte mit
den Hormonpraparaten Folltropin® und Pluset®. Fiir jedes der beiden Préparate wa-
ren Superovulationsprotokolle mit unterschiedlichen Dosierungsschemata verfig-
bar (siehe Anhang Tabelle 14, S. 116). Spendertiere, die mehrmals einer Superovu-
lation unterzogen wurden, wurden teilweise mit unterschiedlichen Hormonproto-
kollen vorbereitet, die individuell anhand der Ergebnisse vorangegangener Spulun-
gen angepasst wurden. Die Brunst wurde durch Prostaglandin-Gabe (Dinolytic®)
ausgelost. Alle Injektionen erfolgten intramuskulér. Die Bezugsquellen der Medi-

kamente sind im Anhang (vgl. Kapitel 1X.2.3.) aufgefihrt.

Insgesamt wurden zwischen dem 06.02.2018 und dem 14.11.2019 31 Spulungen
durchgefuhrt, bei denen die Besamungen als HVB durchgefuhrt wurden. Jedes
Spendertier wurde im Rahmen einer Superovulation viermal im Abstand von je 12
Stunden besamt. Dabei wurde Sperma von ein bis drei verschiedenen Bullen einge-
setzt, wobei pro Besamung nur ein Bulle verwendet wurde. Bei zwei Spulungen

wurde gesextes Sperma verwendet. In diesen Fallen wurden nur zwei Besamungen
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durchgefihrt. Die erste Besamung erfolgte 15 Stunden nach Aktivitétsspitze (ent-
spricht der dritten Besamung) mit vier Pailletten gesextem Sperma, die zweite 10
Stunden nach der ersten Besamung (entspricht der vierten Besamung) mit zwei
Pailletten. Als Vergleich wurden, wenn vorhanden, Ergebnisse von Spulungen der-
selben Spendertiere herangezogen, bei denen die Besamungen als Standardbesa-

mungen durchgefihrt wurden (n = 21).

4.3.3. Embryonengewinnung und Beurteilung

Die Embryonengewinnung erfolgte nicht chirurgisch 7 Tage nach der zweiten Be-
samung. Nach Setzen einer kaudalen Epiduralanisthesie (Procamidor®) wurde je-
des Uterushorn einzeln gespilt. Dafir wurde der Embryonenspiilkatheter unter
Rektalkontrolle mit Hilfe eines Mandrins in das jeweilige Uterushorn eingefiihrt
und durch Ballonierung der Katheterspitze fixiert. Jedes Horn wurde funf bis sechs
Mal mit je 50 ml Spllmedium gespdlt (Kalbin nur 40 ml Spilmedium), das vorher
auf +37 °C erwarmt wurde. Im Anschluss an die Spilung wurde die wiedergewon-
nene Spulflussigkeit im mobilen ET-Labor mit Hilfe des EmSafe Filtersystems ge-
filtert, das zugleich auch als Suchschale diente. Unter dem Stereomikroskop er-
folgte bei 15-facher VergroRerung die Suche nach den Embryonen und Eizellen.
Mit Hilfe der an das Stereomikroskop gekoppelten Moticam war es moglich, Auf-
nahmen der Embryonen zu machen. Die Beurteilung von Entwicklungsstadium und
Qualitat durch den Stationstierarzt basierte auf den im Handbuch der ,,International
Embryo Technology Society* (IETS) festgelegten Einteilungskriterien (BO und
MAPLETOFT, 2013). Wahrend das Stadium den Entwicklungsstand jedes einzel-
nen Embryos beschreibt, wird bei der Qualitét die morphologische Integritat eines
jeden Embryos, einschlieBlich der (Ir)Regularitdt der Embryonenmasse sowie
GroRe, Farbe und Dichte der einzelnen Zellen beurteilt (vgl. Tabelle 4, S. 45). Die
Embryonen wurden entweder direkt frisch Gbertragen oder bei ausreichend guter
Qualitit eingefroren und bis zur Ubertragung tiefgefrierkonserviert. Die Erfassung
der Embryotransferdaten erfolgte Uber das Herdenuberwachungsprogramm
HerdVision.
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Tabelle 4:

Zusammenfassung der Entwicklungsstadien und Qualitaten bo-

viner Embryonen modifiziert nach BO und MAPLETOFT (2013)

unbefruchtete Eizelle, 1-Zell-Embryo

Zellmasse bestehend aus mindestens 16 Zel-

3 (frihe) Morula len, einzelne Blastomere nur schwer vonei-
nander abgrenzbar
4 kompakte Morula Verschmelzung der individuellen Blastomere
zu kompakter Masse
Blastocoel zu erkennen, innere Zellmasse
5 frihe Blastozyste und Trophektoderm schwer voneinander ab-
grenzbar
6 Blastozyste prominentes Blastocoel,_innere Zellmasse
und Trophektoderm voneinander abgrenzbar
7 expandierte Blastozyste Zunahme im Durchmesser,_ Ausdiinnung der
Zona pellucida
. Embryo schliipft gerade oder hat Zona pellu-
8 geschlupfte Blastozyste cida bereits abaestreift
1 ausgezeichnet/gut mindestens 85 % intakte, lebensfahige
Embryonenmasse
2 angemessen mindestens 50 % intakte Embryonenmasse
3 schlecht mindestens 25 % intakte Embryonenmasse
4 tot, degeneriert umfasst Embryonen, Oozyten und 1-Zell-

Embryonen
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5. Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse wurde mit der statistischen Software R (R version
4.0.3 (2020-10-10)) durchgefihrt. Die deskriptive Analyse der Daten erfolgte mit

Microsoft Excel.

Die Auswertung der Laboruntersuchungen, in denen der Einfluss von vier Puffer-
medien auf Spermaqualitatsparameter untersucht wurde, erfolgte mit gemischten

Regressionsmodellen.

Fur die Auswertung der Anwendung der high-volume-Besamung bei den routine-
maRigen Besamungen im Rahmen der naturlichen Brunst wurden der Einfluss von
Besamungsmethode, Paritatsstatus, Anzahl der vorangegangenen Besamungen und
Bulle auf die Konzeptionsraten mittels logistischer Regressionsmodelle analysiert.
Fur die Untersuchung, ob die Besamungsmethode einen Einfluss auf die Geschlech-
terverteilung der Kélber hat, wurde der Pearson-Chi-Quadrat-Test gewahlt. Die Be-
urteilung der Geschlechterverteilung innerhalb einer Besamungsmethode wurde
mit dem Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Im ET-Bereich wurde der Einfluss der Be-
samungsmethoden auf die Anzahl an tauglichen Embryonen in Bezug auf die Ge-
samtheit der gewonnenen Embryonen/Oozyten untersucht. Des Weiteren wurde der
Einfluss der beiden Besamungsmethoden auf die Qualitatsstadien (Qualitat 1-3) der
Embryonen in Bezug auf die tauglichen Embryonen analysiert. Es wurde mit (ro-
busten) linearen Regressionsmodellen gearbeitet. Die robusten Modelle waren auf
Grund der Abweichung einer oder mehrerer Modellannahmen notwendig.

Die sich den einzelnen Modellen anschlieRenden Vergleiche wurden mit Kon-
trastanalysen durchgefuhrt. Die p-Wert-Anpassungen fir multiple Vergleiche wur-

den mit der Tukey-Methode vorgenommen.

Das Signifikanzniveau a betrug 5 %. Die p-Werte wurden in folgende Kategorien

eingeteilt:

e 0,05<p-Wert<0,1: Tendenz

e 0,01 <p-Wert <0,05: signifikantes Ergebnis

e 0,001 <p-Wert <0,01: hoch signifikantes Ergebnis
e p<0,001: héchst signifikantes Ergebnis
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V. ERGEBNISSE

Fur die Laboruntersuchungen sind im FlieRtext sowie in den Diagrammen, wenn
nicht anders beschrieben, die bei der statistischen Auswertung modellierten Daten-
werte angegeben. Bei den Resultaten der Untersuchungen zur kinstlichen Besa-
mung sind im Flieltext sowie in den Diagrammen, wenn nicht anders beschrieben,
die Rohdaten aufgefihrt.

1. Einfluss der Puffermedien auf die Spermaqualitat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von vier verschiedenen

Puffermedien auf Qualitatsparameter boviner Ejakulate untersucht.

- EasyBuffer B = EBB

- modifiziertes Fert-TALP = mFert-TALP
- BO-IVF™ = BIVF

- BO-SemenPrep™ = BSPREP

Die fir die Laboruntersuchungen herangezogenen Ejakulate (n = 10) wurden alle
am selben Produktionstag gewonnen und zu TG-Sperma verarbeitet. Sie erflllten
die von der ADR fir natives Bullensperma festgelegten Qualitatskriterien (vgl. Ta-
belle 5 und Tabelle 12, S. 115).

Tabelle 5:  Ausgangswerte der fir die Laboruntersuchungen verwendeten
Nativejakulate

Bulle Volumen Dichte MB geschatzte VB
[ml] [x 10%ml] [- bis +++] [%]
Bulle A 5,7 1,529 +++ 75
Bulle B 4,6 1,725 +++ 75
Bulle C 4,8 2,040 +++ 75
Bulle D 4,2 0,941 ++ 80
Bulle E 7,0 2,103 +++ 75
Bulle F 6,0 1,871 +++ 75
Bulle G 6,2 2,014 +++ 75
Bulle H 4,8 1,860 +++ 80
Bulle | 5,0 1,943 +++ 75
Bulle J 7,1 1,435 +++ 75

Abk.: MB: Massenbewegung; VB: Vorwartsbeweglichkeit; ml: Milliliter; -: keine Massenbe-
wegung; +: geringe Massenbewegung; ++: gute Massenbewegung; +++: sehr gute Massenbe-
wegung
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1.1.  Einfluss der Puffermedien auf die progressive Spermienmotilitat

Mit Hilfe der CASA wurde der Einfluss der vier verschiedenen Puffermedien auf
die progressive Motilitat der Spermien nach 10 Minuten (Zeitpunkt 1) und 70 Mi-
nuten Inkubation (Zeitpunkt 2) bei +38 °C untersucht.

Zum Zeitpunkt 1 lag der prozentuale Anteil an progressiv motilen Spermien im
Durchschnitt bei 63,5 % (EBB), 62,4 % (mFert-TALP), 61,8 % (BIVF) und 59,2 %
(BSPREP). Bei den mit EBB inkubierten Spermaproben war ein signifikant hoherer
Anteil an progressiv motilen Spermien als bei den mit BSPREP-inkubierten Proben
zu verzeichnen (p = 0,007). Die Inkubation mit mFert-TALP fuhrte zu einer ten-
denziell hoheren progressiven Motilitat im Vergleich zu BSPREP (p = 0,076). Fur
die anderen Medien (EBB — mFert-TALP, EBB — BIVF, mFert-TALP — BIVF,
BIVF —BSPREP) konnte kein signifikanter Unterschied beim prozentualen Anteil

an progressiv motilen Spermien aufgezeigt werden (p > 0,207).

Zum Zeitpunkt 2 lag der prozentuale Anteil an progressiv motilen Spermien im
Durschnitt bei 57,8 % (EBB), 53,2 % (mFert-TALP), 51,8 % (BIVF) und 41,0 %
(BSPREP). Zwischen den beiden Puffermedien mFert-TALP und BIVF konnte da-
bei kein statistisch signifikanter Unterschied beim prozentualen Anteil an progres-
siv motilen Spermien festgestellt werden (p = 0,695). Bei den mit EBB inkubierten
Spermien war ein signifikant hdherer Anteil an progressiv motilen Spermien als bei
den mit mFert-TALP inkubierten Spermien zu verzeichnen (p = 0,003), der im Ver-
gleich zu den mit BIVF und BSPREP inkubierten Spermien hdchst signifikant war
(p <0,001). Bei den mit mFert-TALP und BIVF inkubierten Spermien war zum
Zeitpunkt 2 ein hochst signifikant hoherer Anteil an progressiv motilen Spermien

als bei den mit BSPREP inkubierten Spermien (p < 0,001) zu verzeichnen.

Bei allen vier Puffermedien bestand ein hochst signifikanter Unterschied zwischen
dem Anteil an durchschnittlich progressiv motilen Spermien zum Zeitpunkt 1 und
Zeitpunkt 2 (p <0,001) (vgl. Abbildung 8). Die prozentualen Differenzen fiir die
einzelnen Puffermedien beim Anteil an progressiv motilen Spermien zwischen den
Untersuchungszeitpunkten 1 und 2 lagen bei -57% (EBB), -9,2%
(mFert-TALP), -10,0 % (BIVF), -18,2 % (BSPREP).
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Abbildung 8: Anteil progressiv motiler Spermien zu den Untersuchungszeit-
punkten 1 und 2

Dargestellt sind die modellierten Mittelwerte von Prozenten einschlieBlich der 95 %-Kon-
fidenzintervalle. Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 15.

Abk.: EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: modifiziertes Fert-TALP, BIVF: BO-IVF™;
BSPREP: BO-SemenPrep™; Zeitpunkt 1: 10 Minuten Inkubation; Zeitpunkt 2: 70 Minuten
Inkubation

1.2.  Einfluss der Puffermedien auf durchflusszytometrische Spermaquali-
tatsparameter

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde der Einfluss der

vier verschiedenen Puffermedien auf die Plasmamembranintegritat (PMI) und das

Mitochondrienmembranpotential (MMP) der zehn Ejakulate untersucht.

1.2.1. Plasmamembranintegritat

Bezogen auf die einzelnen, fir die Inkubation verwendeten Puffermedien, lag der
Anteil an plasmamembranintakten Spermien aller Ejakulate bei durchschnittlich
41,7 % (EBB), 41,1 % (mFert-TALP), 41,3 % (BIVF) und 40,3 % (BSPREP). Zwi-
schen den einzelnen Medien (EBB — mFert-TALP, EBB — BIVF, EBB — BSPREP,
mFert-TALP — BIVF, mFert-TALP — BSPREP, BIVF — BSPREP) waren keine sig-
nifikanten Unterschiede bei der PMI festzustellen (p > 0,267) (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Anteil plasmamembranintakter Spermien

Dargestellt sind die modellierten Mittelwerte von Prozenten einschlieB8lich der 95 %-Kon-
fidenzintervalle. Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 15.

Abk.: EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: modifiziertes Fert-TALP, BIVF: BO-IVF™;
BSPREP: BO-SemenPrep™

1.2.2. Mitochondrienmembranpotential

Bezogen auf die einzelnen, fur die Inkubation verwendeten Puffermedien lag der
Anteil an Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential (hnMMP) fiir alle
Ejakulate bei durchschnittlich 50,6 % (EBB), 45,0 % (mFert-TALP), 45,2 %
(BIVF) und 52,1 % (BSPREP). Kein signifikanter Unterschied fiur den prozentua-
len Anteil an Spermien mit h(MMP bestand zwischen den mit EBB und BSPREP
sowie mFert-TALP und BIVF inkubierten Spermaproben (p > 0,621). Die mit EBB
und BSPREP inkubierten Spermien hatten einen signifikant héheren Anteil an
Spermien mit hMMP als die mit mFert-TALP und BIVF inkubierten Spermien
(p <0,001) (vgl. Abbildung 10).

. Mitochondrienmembranpotential

54%
52%
50%
48%
46%
44%
42%
40%

Anteil Spermien mit hMMP

EBB mFert-TALP BIVF BSPREP

Abbildung 10: Anteil Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential

Dargestellt sind die modellierten Mittelwerte von Prozenten einschlieBlich der 95 %-Konfiden-
zintervalle. Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 15.

Abk.: hMMP: hohes Mitochondrienmembranpotential; EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: mo-
difiziertes Fert-TALP, BIVF: BO-IVF™; BSPREP: BO-SemenPrep™
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2. Einfluss der Besamungsmethode auf das Ergebnis routinema-
Biger KBund ET

2.1.  Einfluss der Besamungsmethode auf das Ergebnis der routineméaiigen
KB

Die eingesetzten Ejakulate (n = 5) erftllten sowohl bei der konventionellen Ana-
lyse (vgl. Tabelle 6) als auch nach der TG-Konservierung (vgl. Tabelle 7) die von
der ADR und von der Bayern-Genetik GmbH zusétzlich festgelegten Qualitatsan-

forderungen (vgl. Tabelle 3, S. 31 und Tabelle 12, S. 115).

Tabelle 6:  Ausgangswerte der fiir die Besamungen verwendeten Nativejaku-
late
Bulle Volumen Dichte MB geschétzte VB

[ml] [x 10%/ml] [- bis +++] [%]
[ 2,7 1,753 +++ 80
Il 6,1 1,495 o+t 75
Il 7,6 1,630 ++ 75
\Y/ 45 1,523 +++ 75
V 3,2 1,254 +++ 75

Abk.: MB: Massenbewegung; VB: Vorwértsbeweglichkeit; ml: Milliliter; -: keine Massenbe-
wegung; +: geringe Massenbewegung; ++: gute Massenbewegung; +++: sehr gute Massenbe-
wegung

Tabelle 7:  Qualitatskontrolle nach Tiefgefrierkonservierung
Bulle | Prog: Sp. | prog. Sp. | @ prog. PMI Sp./P. @ prog. PMI Sp./P.
1 [%] 2[%] | Sp.[%] | [%] [x109] | Sp./P.[x106] | [x10f]
[ 76 79 775 48 21,2 16,4 10,2
I 76 65 70,5 37 20,7 14,6 7,7
Il 69 71 70 40 17,4 12,2 7,0
IV 75 75 75 45 23,2 17,4 10,4
vV 67 69 68 59 23,5 16,0 13,9

Abk.: prog. Sp.: Anteil progressiv motiler Spermien; 1,2: Paillette 1 bzw. 2; PMI: Plasma-
membranintegritdt/Anteil plasmamembranintakter Spermien; Sp./P.. Spermien je Paillette;
prog. Sp./P.: progressiv motile Spermien je Paillette; PMI Sp./P.: plasmamembranintakte Sper-
mien je Paillette
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2.1.1. Konzeptionsraten

Insgesamt wurden 200 routinemaRige Besamungen im Rahmen der natirlichen
Brunst durchgefiihrt. Hundert Besamungen waren Standardbesamungen, die ande-
ren 100 wurden als HVB durchgefiihrt. Die Anzahl der Besamungen teilte sich da-
bei aquivalent zwischen den fiinf Bullen auf (20 Besamungen pro Bulle und Besa-
mungsmethode). Die Tréachtigkeitsuntersuchungen wurden ab Tag 35 post insemi-
nationem mittels manueller transrektaler Palpation durchgefuhrt. Die Konzep-
tionsrate lag bei insgesamt 54,5 %. Bei der Standardbesamungsmethode wurden 56
der 100 besamten Tiere als trachtig untersucht. Bei der HVB war die Trachtigkeits-
untersuchung bei 53 von 100 besamten Tieren positiv. Fir die beiden Besamungs-
methoden konnte kein signifikanter Unterschied bei den Konzeptionsraten aufge-
zeigt werden (p = 0,670) (vgl. Abbildung 11).

70%
60%
50%

40%
mHVB

30% m Standard

Konzeptionsrate

20%

10%

0%

Besamungsmethode

Abbildung 11: Konzeptionsraten fur die beiden Besamungsmethoden

Dargestellt sind die Konzeptionsraten der beiden Besamungsmethoden als modellierte
Wahrscheinlichkeiten einschlielich der 95 %- Konfidenzintervalle. Die Werte finden sich
im Anhang in Tabelle 16.

Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung

Die Interaktion von Bulle und Besamungsmethode hatte keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Konzeptionsrate (p = 0,708). Fir die einzelnen Bullen konnte kein sig-
nifikanter Unterschied (p > 0,333) bei den Konzeptionsraten von HVB und Stan-
dardbesamungsmethode aufgezeigt werden. Weder bei der HVB noch bei der Stan-
dardbesamungsmethode unterschieden sich die Konzeptionsraten der einzelnen
Bullen signifikant voneinander (p > 0,355) (vgl. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Konzeptionsraten der einzelnen Bullen fir die beiden Besa-
mungsmethoden

Dargestellt sind die Konzeptionsraten der einzelnen Bullen fiir die beiden Besamungsme-
thoden als modellierte Wahrscheinlichkeiten einschliel3lich der 95 %- Konfidenzintervalle.
Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 16.

Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung

2.1.1.1. Konzeptionsraten in Abhangigkeit von der Anzahl vorangegangener
Besamungen

Die Besamungen der beiden Besamungsmethoden wurden anhand der Anzahl der
in der laufenden Zuchtperiode vorher durchgefuhrten Besamungen in drei Gruppen
zusammengefasst: keine vorangegangene Besamung (0), eine vorangegangene Be-
samung (1), mehr als eine vorangegangene Besamung (> 1). Die Konzeptionsraten
flr die einzelnen Gruppen lagen bei der HVB bei 52,3 % (0), 64,0 % (1) und 30,0 %
(>1) und bei der Standardbesamungsmethode bei 53,3 % (0), 61,9 % (1) und
61,1 % (> 1). Die Interaktion zwischen Anzahl vorangegangener Besamungen und
Besamungsmethode hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzeptionsrate
(p = 0,316). Weder zwischen den Besamungsmethoden noch innerhalb einer Besa-
mungsmethoden bestand ein signifikanter Unterschied bei den Konzeptionsraten in
Abhangigkeit von der Anzahl vorangegangener Besamungen (p > 0,160) (vgl. Ab-
bildung 13).
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Abbildung 13: Konzeptionsraten fur die beiden Besamungsmethoden unter
Berucksichtigung der Anzahl vorangegangener Besamungen

Dargestellt sind die Konzeptionsraten in Bezug auf die Anzahl vorangegangener Besamun-
gen fur die beiden Besamungsmethoden als modellierte Wahrscheinlichkeiten einschliel3-
lich der 95 %- Konfidenzintervalle. Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 17.

Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung

2.1.1.2. Konzeptionsraten in Abhangigkeit vom Paritatsstatus

Die beiden Besamungsmethoden wurden sowohl bei Kiihen als auch bei Kalbinnen
angewendet. Die Interaktion von Paritatsstatus und Besamungsmethode hatte kei-
nen signifikanten Einfluss auf die Konzeptionsrate (p = 0,258). Mit der Standard-
besamungsmethode wurden 66 Kiihe und 34 Kalbinnen besamt. Davon wurden 35
Kihe (53,0 %) und 21 Kalbinnen (61,8 %) trachtig. Die HVB-Methode wurde bei
78 Kiihen und 22 Kalbinnen angewendet, wovon 43 Kihe (55,1 %) bzw. 10 Kalbin-
nen (45,5 %) als trachtig untersucht wurden (vgl. Abbildung 14). Bei beiden Besa-
mungsmethoden bestand kein signifikanter Unterschied (p > 0,460) bei den Kon-
zeptionsraten zwischen Kilhen und Kalbinnen. Zudem konnte weder innerhalb der
Kihe noch innerhalb der Kalbinnen ein signifikanter Unterschied bei den Konzep-
tionsraten bei standardméafRig und mittels HVB besamten Tieren aufgezeigt werden
(p > 0,281).
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Abbildung 14: Konzeptionsraten fur die beiden Besamungsmethoden unter
Berucksichtigung des Paritatsstatus des besamten Tieres

Dargestellt sind die Konzeptionsraten unter Berlicksichtigung des Paritatsstatus flr die bei-
den Besamungsmethoden als modellierte Wahrscheinlichkeiten einschlieflich der 95 %-
Konfidenzintervalle. Die Werte finden sich im Anhang in Tabelle 18.

Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung

2.1.2. Non-Return-Raten

Neben den tatsachlichen Trachtigkeiten wurden auch die Non-Return-Raten (NRR)
30 und 56 erhoben. Die NRR berticksichtigen nur Erstbesamungen (EB) und stufen
alle Tiere als trachtig ein, die bis zu einem festgelegten Tag (NRR 30: 30 Tage nach
EB, NRR 56: 56 Tage nach EB) nicht erneut zur Besamung vorstellig werden. Die
durchschnittliche NRR 30 aller durchgefihrten EB lag bei 81,8 % (HVB: 79,4 %,
Standard: 84,4 %), die NRR 56 bei 68,2 % (HVB: 67,7 %, Standard: 68,8 %).

Der Erstbesamungserfolg (EBE), der die Anzahl der tatséchlich trachtigen Tiere
nach Erstbesamung beschreibt, lag fir alle durchgefuhrten Besamungen bei 52,7 %
(HVB: 51,5 %, Standard: 53,1 %). Unter Beruicksichtigung des Paritatsstatus der
besamten Tiere (Kuh, Kalbin) lag der EBE fiir Kuhe bei 50,5 % (HVB: 51,9 %,
Standard: 48,8 %) und flr Kalbinnen bei 57,9 % (HVB: 50,0 %, Standard: 63,6 %).

Die Definition einer EB basiert auf der besamungsstationsspezifischen Einteilung
(vgl. Anhang Tabelle 13), bei der jede vierte Besamung wieder als Erstbesamung
gezahlt wird, und ist demnach fur eine wissenschaftliche Bearbeitung nicht schlis-
sig. Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit eine vergleichsweise geringe Anzahl

an EB durchgefiihrt, bei der die NRR einer groRen Schwankungsbreite unterliegen
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kann. Eine statistische Auswertung wurde daher als nicht sinnvoll erachtet und

nicht durchgefinhrt.

2.1.3. Geburtenrate

Insgesamt waren 99 Geburten zu verzeichnen. Davon waren 49 Geburten auf die
Standardbesamungsmethode und 50 Geburten auf die HVB zuriickzufiihren. Die
Differenz der 109 als trachtig untersuchten Tiere und der 99 Geburten war auf acht
Aborte und zwei Totgeburten zurtickzufiihren. Bei der Standardbesamungsmethode
waren zwei Zwillingsgeburten sowie flinf Aborte und zwei Totgeburten zu ver-
zeichnen. Bei der Gruppe der HVB wurden fiinf Zwillingsgeburten und drei Aborte

dokumentiert.

2.1.4. Geschlechterverteilung der geborenen Kélber

Insgesamt wurden 106 lebende Kalber geboren, von denen 58 méannlich und 45
weiblich waren (vgl. Abbildung 15). Von 3 Kélbern war das Geschlecht nicht nach-
vollziehbar, da das Geschlecht an den Betrieben bei der Geburt nicht erfasst bzw.
dokumentiert wurde. Sie wurden bei der statistischen Auswertung nicht beriicksich-
tigt. Prozentual betrachtet waren 56,3 % der Kélber mannlich und 43,7 % weiblich.
Von den sieben Zwillingsparchen waren drei gemischtgeschlechtliche Zwillings-

paare und je zwei mannliche bzw. weibliche Zwillingspaare zu verzeichnen.

Geschlechterverteilung insgesamt

= mannlich (n =58) = weiblich (n = 45)

Abbildung 15: Geschlechtliche Verteilung aller geborenen Kélber

Aufgegliedert auf die beiden Besamungsmethoden war bei der Standardbesa-
mungsmethode von zwei der 51 geborenen Kalber das Geschlecht nicht nachvoll-
ziehbar. VVon den 49 anderen Kalbern waren 34 Kélber ménnlich (69,4 %) und 15
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weiblich (30,6 %) (vgl. Abbildung 16a). Bei der HVB war von einem der 55 lebend
geborenen Kélber das Geschlecht nicht nachvollziehbar. Die anderen 54 Kalber
teilten sich in 24 ménnliche Kalber (44,4 %) und 30 weibliche Kalber (55,6 %) auf
(vgl. Abbildung 16b).

a) Standardbesamung b) high-volume-Besamung

@ O

= mannlich (n =34) = weiblich (n = 15) = ménnlich (n = 24) = weiblich (n = 30)

Abbildung 16: Geschlechtliche Verteilung der Kalber bezogen auf die Besa-
mungsmethode a) Standardbesamung und b) HVB

Bei den routinemaRigen Besamungen im Rahmen der naturlichen Brunst konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Besamungsmethode und Geschlecht des
geborenen Kalbes aufgezeigt werden (p = 0,011), wobei bei der HVB mehr weibli-
che Kélber als bei der Standardbesamungsmethode geboren wurden. Wahrend in-
nerhalb der HVB kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl an ménnlichen und
weiblichen Kalbern bestand (p = 0,414), wurden bei der Standardbesamungsme-

thode signifikant mehr ménnliche als weibliche Kalber geboren (p = 0,007).
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2.2.  Einfluss der Besamungsmethode auf das Ergebnis des routinemafiigen
ET
Insgesamt wurden im Zeitraum zwischen dem 06.02.2018 und dem 14.11.2019 31
Embryonengewinnungen durchgefuhrt, bei denen die Spendertiere mit der HVB-
Methode besamt wurden. Zum Vergleich der Ergebnisse wurden, wenn vorhanden,
Daten von Embryonengewinnungen derselben Spendertiere herangezogen, die zu
einem friheren bzw. spateren Zeitpunkt durchgefuhrt wurden und bei denen die
Spendertiere mit der Standardbesamungsmethode besamt wurden (n = 21). Im Rah-
men dieser Arbeit wurden zwolf Spendertiere Uber den Embryotransfer genutzt. Es
handelte sich um elf Kiihe der Rasse Fleckvieh und eine Wagyu-Kalbin. Im Schnitt

wurde jedes Spendertier 4,7-mal gespult (Min.: 1, Max.: 8).

2.2.1. Transfertaugliche Embryonen

Bei den 52 durchgefiihrten Spllungen konnten insgesamt 960 Embryonen/Oozyten
gewonnen werden, durchschnittlich 18,5 pro Spilung (Min.: 0, Max.: 48). Davon
waren durchschnittlich 10,9 transfertauglich (Min.: 0, Max.: 33), 6,3 unbefruchtet
(Min.: 0, Max.: 35) und 1,3 degeneriert (Min.: 0; Max.: 11). Bei der HVB-Gruppe
konnten durchschnittlich 18,2 Embryonen/Oozyten pro Spulung gewonnen werden.
Davon waren durchschnittlich 10,3 Embryonen tauglich, 6,6 unbefruchtet und 1,3
degeneriert. Bei der Vergleichsgruppe wurden im Durchschnitt 18,9 Embryo-
nen/Oozyten gewonnen, von denen 11,9 tauglich, 5,9 unbefruchtet und 1,1 degene-
riert waren (vgl. Abbildung 17a-d). Der prozentuale Anteil an tauglichen Embryo-
nen an den insgesamt gewonnenen Embryonen/Oozyten lag bei der HVB-Gruppe
bei 56,6 % und bei der Vergleichsgruppe bei 62,9 %. Mit steigender Anzahl an ins-
gesamt gewonnenen Embryonen/Oozyten wurden bei beiden Besamungsmethoden
mehr taugliche Embryonen gewonnen. Dieser Trend war bei beiden Besamungs-
methoden signifikant (p < 0,001), zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Besamungsmethoden (p = 0,405).
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a) Embryonen/Oozyten gesamt b) Embryonen tauglich
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Abbildung 17: Anzahl der Embryonen/Oozyten a) gesamt, b) tauglich, ¢) un-
befruchtet und d) degeneriert in Abhangigkeit von der Besa-
mungsmethode

Boxplot-Diagramme zur Veranschaulichung der Embryonen/Oozyten gesamt,
tauglich, unbefruchtet und degeneriert fir die beiden Besamungsmethoden. Die
Zahlenwerte der Boxplot-Diagramme finden sich im Anhang in Tabelle 19.

Abk.: HVB: high-volume Besamung; Standard: Standardbesamung; x: Mittelwert; n: Anzahl
der Spilungen, bei denen die Rinder mit der jeweiligen Besamungsmethode besamt wurden.
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2.2.2. Embryonenqualitat

Die Embryonengewinnung erfolgte immer sieben Tage nach der zweiten von vier
Besamungen. Die Beurteilung von Entwicklungsstadium und Qualitét basierte auf
den Einteilungskriterien der internationalen Embryotechnologiegesellschaft (IETS)
(vgl. Tabelle 4, S. 45). Von den insgesamt 960 gewonnenen Embryonen/Eizellen
wurden 568 als tauglich eingestuft (59,2 %). Qualitativ teilten sich die 568 taugli-
chen Embryonen in 313 Qualitat 1-Embryonen (55,1 %), 186 Qualitat 2-Embryo-
nen (32,7 %) und 69 Qualitat 3-Embryonen (12,2 %). Bezlglich der Entwicklungs-
stadien waren sowohl Morula (Stadium 4) als auch friihe bis expandierte Blasto-

zysten (Stadium 5-7) vorzufinden.

In Abbildung 18 sind einzelne Entwicklungsstadien und Qualitaten von Embryonen

abgebildet. Die Aufnahmen wurden im Zuge der Embryonengewinnungen mit

Hilfe der an das Stereomikroskop gekoppelten Moticam gemacht.

Abbildung 18: Bilder von Embryonen

Die Beurteilung von Entwicklungsstadium und Embryonenqualitét basierte auf den Eintei-
lungskriterien der internationalen Embryotechnologiegesellschaft (IETS). Die erste Zahl
beschreibt das Stadium, die zweite Zahl die Qualitat (vgl. Tabelle 4, S. 45).

I kompakte Morula — 4.1 IV: friihe Blastozyste — 5.2
Il:  kompakte Morula — 4.2 V: Blastozyste — 6.1
I1: frihe Blastozyste — 5.1 VI: expandierte Blastozyste — 7.1
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Aufgegliedert auf die beiden Besamungsmethoden konnten bei den mit der Stan-
dardbesamungsmethode besamten Tieren insgesamt 249 taugliche Embryonen ge-
wonnen werden. Davon waren 146 Qualitat 1-Embryonen (58,6 %), 68 Qualitét 2-
Embryonen (27,3 %) und 35 Qualitat 3-Embryonen (14,1 %) (vgl. Abbildung 19a).
Bei der HVB-Gruppe wurden von den insgesamt 319 tauglichen Embryonen 167 in
die Qualitatsgruppe 1 (52,3 %), 118 in die Qualitatsgruppe 2 (37,0 %) und 34 in die
Qualitatsgruppe 3 (10,7 %) eingestuft (vgl. Abbildung 19b).

a) Standardbesamung b) high-volume-Besamung
10,7%
58,6% 52,3%
Qualitit 1 = Qualitdt2 = Qualitat 3 Qualitit 1 = Qualitdt2 = Qualitat 3

Abbildung 19: Embryonenqualitaten in Abhangigkeit von der Besamungsme-
thode a) Standardbesamung und b) HVB

Die Beurteilung der Embryonenqualitét basierte auf den Einteilungskriterien der internati-
onalen Embryotechnologiegesellschaft (IETS) (vgl. Tabelle 4, S. 45).

Mit steigender Anzahl an tauglichen Embryonen waren bei beiden Besamungsme-
thoden mehr Qualitat 1- und Qualitat 2-Embryonen vorzufinden. Dieser Trend war
bei beiden Besamungsmethoden signifikant (p < 0,001), zeigte bei den Qualitat 1-
Embryonen aber keinen signifikanten Unterschied fur die beiden Besamungsme-
thoden (p = 0,322). Mit steigender Anzahl an tauglichen Embryonen waren bei der
HVB tendenziell mehr Qualitat 2-Embryonen als bei der Standardbesamung vorzu-
finden (p = 0,063). Weder bei der HVB noch bei der Standardbesamungsmethode
waren mit steigender Anzahl an tauglichen Embryonen signifikant mehr Qualitat 3-
Embryonen zu erwarten (p > 0,215). Der Unterschied im Trend bei den Qualitat 3-
Embryonen in Bezug auf die tauglichen Embryonen war flr beide Besamungsme-
thoden nicht signifikant (p = 0,929).
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2.3.  Kostengegenuberstellung Standardbesamung - HVB

Da in der Besamungsindustrie auch der wirtschaftliche Faktor eine entscheidende
Rolle spielt, wurde ein Kostenvergleich zwischen Standardbesamung und HVB
vorgenommen. In Tabelle 8 sind die einmaligen Anschaffungskosten sowie die lau-
fenden Kosten je durchgefuhrter Besamung aufgefiihrt. Bei den einmaligen An-
schaffungskosten nicht beriicksichtigt wurden Stickstoffcontainer, Auftaugerét,
Pinzette, Paillettencutter, Stoppuhr, Besamungshandschuh und Gleitgel, da diese
Materialien bzw. Geratschaften fiir beide Besamungsmethoden gleichermalien be-

notigt werden.

Tabelle 8: Kostengegentberstellung Standbesamung - HVB

Material Standard HVB

Besamungsgerat/-pistole* 29,75 €

Klimabox mit variabler Temperatureinstellung 339,15 €
Netzgerat fir Klimabox 65,45 €
Heizblocke fur Faltenbalge (Stuckpreis) 1428 €
Anschaffuniskosten iesamt 29,75 € 418,88 €
Besamungshille* 0,06 €

Besamungskatheter aus Plastik 0,21€
Faltenbalgbehalter 0,39 €
Silikonverbindung 0,06 €
Materialkosten fir mFert-TALP je Besamung 0,30 €
Laufende Gesamtkosten je Besamung 0,06 € 0,96 €

Die aufgefiihrten Preise sind als Bruttopreise exklusive Versand- und Frachtkosten angegeben.
Die Firmen, Uber die die Produkte bezogen wurden, sind im Anhang in Kapitel 1X.2. gelistet.

*Verkaufspreise der Bayern-Genetik GmbH (Stand August 2021)
Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung

Neben den laufenden Kosten von circa 0,96 € brutto je Besamung kommt bei der
HVB noch die Arbeitszeit hinzu, die fir die Herstellung von mFert-TALP sowie
zur Befullung der Faltenbélge und Vorbereitung der Besamungskatheter notwendig
ist. Die Arbeitszeit fiir die Herstellung von 10 Liter mFert-TALP, das bei Verwen-
dung von 23 ml je HVB fir ungefdhr 430 Besamungen ausreicht, und die sich an-
schlieRende Préparation der Faltenbalge bel&uft sich auf circa sechs Arbeitsstunden.

Eine detaillierte Berechnung diesbeziiglich wurde nicht vorgenommen.
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V. DISKUSSION

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, eine in der jingeren Vergangenheit in
die Besamungspraxis eingefuhrte, groBvolumige Besamungsmethode, die high-vo-
lume-Besamung (HVB), erstmals im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit auf
ihre Praxistauglichkeit zu untersuchen. In Laboruntersuchungen wurde der Einfluss
vier verschiedener Puffermedien auf Qualitatsparameter boviner Spermien und ihre
Eignung als Tragermedium fir die HVB analysiert. Im praktischen Teil der Arbeit
wurde die von STROUD (2015, 2020) entwickelte HVB-Methode sowohl bei der
routinemanigen KB im Rahmen der natirlichen Brunst als auch bei der routinema-
Rigen KB superovulierter Rinder getestet und mit der kleinvolumigeren Standard-
besamungsmethode in Bezug auf die Besamungs- und Befruchtungsergebnisse so-
wie die Praktikabilitat verglichen.

1. Untersuchungen zur Eignung verschiedener Puffermedien als

Tragermedium far die HVB

Da laut STROUD (2012, 2016a, 2017, 2020) verschiedene Puffermedien als Tra-
germedium fir die HVB verwendet werden kénnen und das von STROUD (2015)
eingesetzte Maximate® kommerziell nicht erhltlich war, sollte im Laborteil dieser
Arbeit untersucht werden, ob Puffermedien gleichermafen als Tragermedium flr
die HVB geeignet sind. Dazu wurden vier verschiedene Puffermedien, drei kom-
merziell erhiltliche (EasyBuffer B (EBB), BO-IVF™ (BIVF), BO-SemenPrep™
(BSPREP)) sowie ein selbst hergestelltes Medium (modifiziertes Fert-TALP
(mFert-TALP)), auf ihre Spermienvertraglichkeit untersucht. Mittels spermatologi-
scher Untersuchungen wurden die Puffermedien hinsichtlich ihres Einflusses auf
die Spermaqualitat analysiert, um daraus Riickschlisse auf ihre potentielle Eignung
als Tragermedium fir die HVB zu ziehen. Fir die spermatologischen Untersuchun-
gen wurden die computergestiitzte Spermienanalyse (AndroVision®-System, Fa.
Minitib GmbH, Tiefenbach) und die Durchflusszytometrie (Durchflusszytometer
Guava® easyCyte 5SHT Benchtop, Fa. Millipore Corporation, Billerica, USA) her-
angezogen. Sie ermodglichen die objektive Analyse einer grof’en Spermienpopula-
tion unter Beriicksichtigung der Heterogenitat der Spermienzellen (WABERSKI
und PETRUNKINA, 2007; PETRUNKINA et al., 2008; CONTRI et al., 2010;
VINCENT etal., 2021). Um die Arbeit moglichst praxisorientiert zu gestalten, wur-

den die Laboruntersuchungen an die Standarduntersuchungsprotokolle der Bayern-
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Genetik GmbH angepasst.

1.1.  Das Puffermedium hat Einfluss auf die progressive Motilitat der Sper-
mien
Mit dem CASA-System wurde der Anteil an progressiv motilen Spermien be-
stimmt. Abweichend zur Standarduntersuchung, bei der nur bei zu hoher Spermi-
enkonzentration der Spermaproben eine Verdiunnung vorgenommen wird, wurden
die Proben im Rahmen dieser Arbeit im Verhaltnis 1:2 mit den vier Puffermedien
verdunnt. Da die Konzentration der Probe Einfluss auf das Ergebnis der CASA hat,
war ein direkter Vergleich zwischen den bei der standardmaRig durchgefihrten
Qualitatskontrolle und den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen nicht
moglich (CONTRI et al., 2010). Die Messungen mit dem CASA-System wurden
nach 10 und 70 Minuten Inkubation bei +38 °C (Zeitpunkt 1 bzw. Zeitpunkt 2)
durchgefiihrt.

Zum Zeitpunkt 1 konnten fur drei (EBB, mFert-TALP, BIVF) der vier Medien
keine nennenswerten Unterschiede beim Anteil an progressiv motilen Spermien
festgestellt werden. Einzig bei den mit BSPREP inkubierten Spermaproben war im
Vergleich zu EBB ein signifikant niedrigerer Anteil an progressiv motilen Sper-
mien zu beobachten (p = 0,007). Dies spricht daftir, dass sich BSPREP bereits nach
kurzem Kontakt negativ auf die progressive Motilitat der Spermien auswirkt. Folgt
man den Herstellerangaben, schont BSPREP die Energie der Spermien, was die
verminderte progressive Motilitat bedingen konnte (IVF LIMITED, 2016). Zum
Zeitpunkt 2 setzte sich EBB mit dem grofiten Anteil an progressiv motilen Sper-
mien signifikant von allen drei anderen Puffermedien ab (p < 0,003). Zwar war bei
allen Medien ein signifikanter Abfall beim Anteil an progressiv motilen Spermien
zwischen Untersuchungszeitpunkt 1 und 2 zu verzeichnen (p < 0,001), dieser war
bei EBB, im Gegensatz zu BSPREP, aber uberschaubar. Basierend auf den Ergeb-
nissen der progressiven Motilitdtsmessung ist EBB somit am besten als Tragerme-
dium fur die HVB geeignet, gefolgt von mFert-TALP, BIVF und BSPREP.

Dass das bei der CASA fur die Verdlnnung der Spermaproben verwendete Medium
Einfluss auf die Motilitat der Spermien und damit einhergehend auf die Analyseer-
gebnisse hat, wurde bereits in vorangegangenen Studien beschrieben (FARRELL
et al., 1996; TARDIF et al., 1997; RIJSSELAERE et al., 2003; COX et al., 2006;
ROBAYO et al., 2008; MOSTAFAPOR und ARDEBILI, 2014). Dabei konnten
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auch speziesspezifische Unterschiede hinsichtlich einzelner Medien aufgezeigt
werden. FARRELL et al. (1996) fihrten Untersuchungen zum Einfluss verschiede-
ner Medien (Tyrode's-Albumin-Laktat-Pyruvat-Medium (TALP), TALP mit ho-
hem Kaliumanteil, phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) mit Glukose und bovinem
Serumalbumin) auf die Motilitdtsparameter von Human- und Kaninchensperma
durch. Wahrend bei den humanen Spermaproben kaum Unterschiede in Bezug auf
das fur die Verdlnnung verwendete Medium zu verzeichnen waren, zeigte das Ka-
ninchensperma bei Verdunnung mit TALP signifikant bessere Motilitatsparameter
und auch einen signifikant héheren Anteil an progressiv motilen Spermien. In wei-
teren Untersuchungen konnten FARRELL et al. (1996) zeigen, dass TALP Bullen-
sperma nicht negativ beeinflusst und somit ein geeignetes Medium fiir die Verdin-
nung von bovinen Spermaproben fiir die CASA darstellt. CONTRI et al. (2010)
untersuchten, inwieweit eine Verdiinnung mit isotonischer Kochsalzlosung, PBS
oder dem Spermaverdiinner BioXcell® (Fa. IMV Technologies, L"Aigle, Frank-
reich) die Ergebnisse der Motilitatsanalyse boviner Spermaproben beeinflusst,
konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Anteils an pro-
gressiv motilen Spermien feststellen. EBB wird in mehreren Studien zur Verdin-
nung der Spermaproben fur die CASA verwendet (SELLEM et al., 2015; BELALA
etal., 2019; SEIFI-JAMADI et al., 2020), allerdings fehlen Vergleiche mit anderen
Medien.

1.2.  Einfluss der Puffermedien auf PMI und MMP der Spermien

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden die Plasmamembranintegritat (PMI)
und das Mitochondrienmembranpotential (MMP) der Spermaproben bestimmt. Die
Vorverdiinnung der Spermaproben zur durchflusszytometrischen Untersuchung ist
in der Literatur mit verschiedenen Puffermedien wie PBS mit bovinem Serumal-
bumin (0,1 %) (CHRISTENSEN et al., 2005), Tyrode-L6sung (FLEISCH et al.,
2017) und Beltsville Thawing Solution (MURPHY et al., 2018) beschrieben. Bei
der Bayern-Genetik GmbH wird die Vorverdinnung standardmafig mit EBB
durchgefuhrt. Dieser Puffer wurde von IMV Technologies speziell fiir die durch-
flusszytometrische Analyse von bovinen Spermaproben entwickelt. Um den Ein-
fluss des Puffermediums auf die Spermaqualitét zu untersuchen, wurde die Vorver-
diinnung der Spermien im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit den vier verschie-
denen Puffermedien durchgefiihrt. Die Spermien wurden ftr 10 Minuten bei +38 °C

mit den Puffermedien inkubiert, bevor die Zugabe zu den Arbeitslésungen und die
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Analyse durchgefiihrt wurde.

Eine intakte Plasmamembran ist VVoraussetzung fir die Aufrechterhaltung der Zell-
homdoostase und die Lebensféhigkeit der Spermienzelle (HAMMERSTEDT et al.,
1990; HOSSAIN et al., 2011; PETRUNKINA und HARRISON, 2013). Nach 10
Minuten Inkubation hatte keines der Medien negative Auswirkungen auf die Plas-
mamembran. Wére eines der Puffermedien mit einer Schadigung der Plasmamem-
bran einhergegangen, ware dies ein Ausschlusskriterium fir seine Verwendung als
Tréagermedium bei der HVB gewesen, da folglich weniger lebensfahige Spermien
fir die Befruchtung verfligbar gewesen waren. Ahnliche Versuche, in denen unter-
sucht wurde, ob ein Puffermedium Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Spermien
nach dem Auftauen hat, wurden bislang nicht durchgefihrt. Dies liegt vermutlich
daran, dass die Spermaportionen bei der Standardbesamung in der Regel direkt

nach dem Auftauen ohne weitere Verdiinnung versamt werden.

Fur mFert-TALP und BIVF war im Vergleich zu EBB und BSPREP ein hdchst
signifikant niedrigerer Anteil an Spermien mit hohem MMP zu beobachten
(p <0,001). Dies ist Hinweis darauf, dass die Spermien in diesen beiden Medien
nicht jene Bedingungen vorfinden, die notwendig sind, um den Prozess der oxida-
tiven Phosphorylierung und der damit einhergehenden ATP-Synthese optimal nut-
zen zu kénnen. Die Reduktion des Anteils an Spermien mit hohem MMP ist bei
beiden Medien aber Uberschaubar. Daraus lasst sich schlielen, dass weder mFert-
TALP noch BIVF Stoffe wie Spermizide oder oxidative Entkoppler enthalten, die
zu einer drastischen Reduktion des MMP flhren wirden (MARCHETTI et al.,
2004; AGNIHOTRI et al., 2016).

1.3.  Die Medien unterscheiden sich in ihrer Eignung als Tragermedium

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen der durchgefuihrten Laborunter-
suchungen schlieBen, dass mit EBB sowohl bei der CASA als auch bei den durch-
flusszytometrischen Untersuchungen die besten Ergebnisse erzielt wurden und die-
ses Puffermedium am besten als Tradgermedium fir die HVB geeignet ist. Auch
wenn bei den mit mFert-TALP und BIVF inkubierten Spermien keine Verminde-
rung der Plasmamembranintegritat zu beobachten war, sind diese beiden Medien
auf Grund der im Vergleich zu EBB etwas geringeren Anteile an progressiv motilen
Spermien und Spermien mit hohem MMP hinsichtlich ihrer Eignung als Tragerme-
dium fur die HVB hinter EBB einzureihen. Obwohl mit BSPREP bei der
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Durchflusszytometrie sehr gute Ergebnisse erzielt wurden und kein signifikanter
Unterschied zu den EBB-Ergebnissen bestand, lasst der extreme Abfall beim Anteil
an progressiv motilen Spermien vermuten, dass die Spermien bei diesem Medium
keine optimalen Bedingungen vorfinden. BSPREP ist damit nicht als Tragerme-

dium fiir die HVB geeignet.

Fur die HVB wurde als Tragermedium mFert-TALP verwendet, da es bei den La-
boruntersuchungen gute Ergebnisse lieferte und im eigenen Labor hergestellt wer-
den konnte. Von den anderen drei Medien (EBB, BIVF, BSPREP) war die genaue
Zusammensetzung nicht bekannt. Zudem wéren diese Medien in ihrer Anschaffung

Zu teuer gewesen.
2. Die HVB ist kein Ersatz fir die Standardbesamungsmethode

2.1.  Fur die praktische Anwendung der high-volume-Besamungsmethode
waren Anpassungen notwendig

Die von STROUD (2012, 2016a, 2017, 2020) tiber mehrere, aufeinander aufbau-
ende Patente entwickelte HVB-Methode wurde im Zuge dieser Arbeit erstmals in
ihrer praktischen Anwendung bei der routineméaBigen KB im Rahmen der natrli-
chen Brunst sowie der routinemaRigen KB superovulierter Rinder getestet. Fur die
praktische Durchfihrung der Besamungen waren Anpassungen hinsichtlich der
verwendeten Materialien notwendig.

2.1.1. Besamungskatheter fir die HVB

Im Unterschied zu STROUD (2015, 2020), der die HVB mit einem eigens dafir
entwickelten Metallkatheter durchfuhrte, wurde im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit mit Einmaluteruskathetern gearbeitet. Die Grinde hierfur beruhen auf tierhy-
gienischen und tierzuchterischen Aspekten. Im Gegensatz zur Standardbesamung,
bei der die Besamungspistole durch eine Einwegbesamungshulle vor Verschmut-
zungen geschutzt wird, gibt es bei der HVB bis dato keine Hulle zum Schutz des
Metallkatheters vor Kontaminationen. Dadurch besteht bei Wiederverwendung die
Gefahr der Ubertragung von (Geschlechts-)Krankheiten und Tierseuchen. AuRer-
dem wird das Medium-Sperma-Gemisch bei der HVB durch den Katheter gespiilt.
Dabei im Lumen des Katheters zuriickbleibende Spermien kénnten bei der ndchsten
Besamung mit in den Uterus gespult werden und letztendlich zu einer fehlerhaften

Belegung fihren. Aus diesen Griinden muss der von STROUD entwickelte
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Metallkatheter nach jeder Besamung gereinigt und sterilisiert werden (STROUD,
2016b). Um diesen sehr zeitaufwéndigen und auch logistisch herausfordernden Ar-
beitsprozess der Reinigung der Metallkatheter zu umgehen, wurde daher mit Ein-
maluteruskathetern gearbeitet, die routineméaflig beim Rind fur Uterusbehandlun-

gen verwendet werden und friiher auch bei der KB eingesetzt wurden.

Auf dem internationalen Markt waren verschiedene Einmaluteruskatheter erhalt-
lich, die sich in Lange, Durchmesser, Steifheit etc. unterschieden haben. Bei der
Auswahl des Katheters waren folgende Kriterien ausschlaggebend: Der AuRen-
durchmesser des Katheters sollte mdglichst gering sein, um auch bei Kalbinnen ein
einfaches Einfihren zu ermoglichen. Die Katheterlange war so zu wahlen, dass
auch &ltere Kiihe mit grofRerem Geschlechtsapparat problemlos zu besamen waren.
Bezliglich der Steifheit des Katheters war ein Kompromiss zwischen Lénge und
AuRendurchmesser notwendig, denn je langer der Katheter und je geringer der Au-
Rendurchmesser war, desto mehr Flexibilitat zeigte der Katheter und umso schwie-
riger gestaltete sich die Durchfiihrung der HVB. Um das Verletzungsrisiko zu mi-
nimieren, musste das kraniale Ende des Katheters abgerundet sein. Die sogenannten
Miilletten (Fa. Muller, Nurnberg) erfiillten diese Kriterien am besten und wurden
flr die Durchfihrung der HVB verwendet. In der Regel konnten die Besamungen
mit diesen Einmaluteruskathetern problemlos durchgefiihrt werden. Einzig der mit
ca. 6 mm doch etwas groRe AuBendurchmesser war bei einigen Kalbinnen mit einer
erschwerten Zervixpassage verbunden (SCHERZER, 2020; WENDLINGER,
2020). Zum Vergleich: Die bei der Standardbesamung verwendeten Einmalbesa-
mungshullen haben je nach Modell einen AuRendurchmesser von 4,5 bis 5 mm, der
von STROUD (2020) entwickelte Metallkatheter weist einen AuRendurchmesser
von 3,4 mm auf. Der von der Universitat Ghent speziell flr die intrakornuale Besa-
mung entwickelte ,,Ghent-Katheter setzt sich aus einem duf3eren, festen Tube zur
Zervixpassage und einem inneren Tube mit flexiblem Katheter zur Samenablage in
den Uterushornern zusammen. Das duBere Tube hat mit 6,2 mm einen &hnlichen
Durchmesser wie die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mulletten. Auf Grund
des Durchmessers auftretende Probleme bei der Besamung von Kalbinnen mit dem
,,Ghent-Katheter werden von VERBERCKMOES et al. (2004, 2005) nicht be-

schrieben.

2.1.2.  Auswahl des Tragermediums fur die high-volume-Besamung
Wie unter Kapitel V.1. dargestellt, unterscheiden sich Puffermedien in ihrer
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Eignung als Tragermedium fir die HVB. Das von STROUD (2015) selbst entwi-
ckelte Tragermedium Maximate®, das er bereits mit Erfolg bei der Besamung su-
perovulierter Fleischrinder eingesetzt hat, war kommerziell nicht erhaltlich. Daher
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf Basis der stofflichen Zusammenset-
zung von Maximate® und Fert-TALP, einem Befruchtungsmedium fiir die IVF bo-
viner Eizellen, ein alternatives Tragermedium fir die HVB hergestellt. Bei diesem
modifizierten Fert-TALP wurde im Gegensatz zur regularen Zusammensetzung auf
die Zugabe von Penicillin sowie Pyruvat und Albumin verzichtet (siehe Anhang
Kapitel 1X.1.). Bei der Herstellung war darauf zu achten, dass keine Stoffe wie Se-
rum, Albumin, Heparin und bovine Seminalplasmaproteine sowie Calcium-lono-
phore und Progesteron im Medium enthalten sind. Diese Stoffe hatten bei Zugabe
der Spermien zu einem vorzeitigen Auslésen der Kapazitation bzw. Akrosomreak-
tion gefuhrt (PARRISH et al., 1989; ZANEVELD und DE JONGE, 1991,
DEDKOVA et al., 2000; THERIEN und MANJUNATH, 2003; BIRCK et al.,

2010) und sich dadurch negativ auf die Befruchtungsergebnisse ausgewirkt.

Im Gegensatz zu STROUD (2015), der bei der Besamung superovulierter Fleisch-
rinder mit einem Besamungsvolumen von 30 ml gearbeitet hat, wurden die Falten-
balge im Rahmen dieser Arbeit mit nur 23 ml modifiziertem Fert-TALP befllt.
Dies entspricht dem 92-fachen des standardmaliig eingesetzten Besamungsvolu-
mens von 0,25 ml. Durch die Volumenreduktion sollte sichergestellt werden, dass
der Besamungskatheter am Ende der Besamung noch mit Luft durchgespult wird,
um so den Spermaverlust moglichst gering zu halten. STROUD (2015, 2020) be-
schreibt bei der Verwendung von 30 ml Tragermedium, dass circa 2,5 ml Medium-
Sperma-Gemisch im Lumen des Metallkatheters zuriickbleiben und empfiehlt da-
her in seinem neuesten Patent (STROUD, 2020), das Volumen des Tragermediums

auf 27,5 ml zu reduzieren, um den Spermienverlust zu verringern.

2.2.  Der Besamungserfolg der high-volume-Besamung zeigte keinen Unter-
schied zum Besamungserfolg der Standardbesamungsmethode
Die Non-Return-Rate 56 lag bei 68,2 % (HVB: 67,7 %, Standard: 68,8 %) und so-
mit 1,8 % Uber der 2020 in Bayern durchschnittlich erzielten NRR 56 von 66,4 %
(ARBEITSGEMEINSCHAFT DER BESAMUNGSSTATIONEN IN BAYERN E.
V. und LANDESVERBAND BAYERISCHER RINDERZUCHTER E. V., 2021).
Auf Grund der Tatsachen, dass die NRR bei kleinen Fallzahlen einer sehr groRRen
Schwankungsbreite unterliegt, Zweit- und Drittbesamungen bei ihrer Berechnung
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nicht bertcksichtigt werden und sie keine definitive Aussage zum tatséchlichen
Tréchtigkeitsstatus erlaubt, stellte sie fir die Auswertung nicht die ideale Kenn-

grofe dar.

Daher erfolgte die Beurteilung des Besamungserfolges der beiden Besamungsme-
thoden (HVB, Standard) auf Basis der Konzeptionsraten. Insgesamt konnte mit der
HVB-Methode eine zufriedenstellende Konzeptionsrate erzielt werden, die sich
nicht signifikant von jener der Standardbesamungsmethode unterschieden hat
(p = 0,670). Damit stellt die HVB in Bezug auf die Konzeptionsraten eine gleich-
wertige, alternative Besamungstechnik zur Standardbesamung dar. Die insgesamt
erzielte Konzeptionsrate von 54,5 % (HVB: 53 %, Standard: 56 %) ist ahnlich je-
ner, die VERBERCKMOES et al. (2004) bei der Testung des ,,Ghent-Katheters*
verzeichneten (insgesamt 54,7 %, Standardbesamungsmethode 57,6 %, ,.Ghent-
Katheter intrauterin 52,7 %, ,,Ghent-Katheter intrakornual 53,8 %). Der von
WEITZE (2001a) sowie HOEDEMAKER et al. (2014) beschriebenen Erstbesa-
mungserfolg von 65 % bei Kalbinnen und 55 % bei Kihen konnte im Zuge dieser
Arbeit mit 57,9 % (Kalbinnen) und 50,5 % (Kihe) nicht erreicht werden. Hier sei
allerdings darauf hingewiesen, dass WEITZE (2001a) diese Richtwerte bereits zu
Beginn des 21. Jahrhunderts erstmals verdffentlichte, als auch die NRR 56 der in
Bayern angesiedelten Besamungsstationen mit 71,3 % (Jahr 2000) noch deutlich
Uber den heute erzielten 66,4 % (Jahr 2020) lag (ARBEITSGEMEINSCHAFT
DER BESAMUNGSSTATIONEN IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND
BAYERISCHER RINDERZUCHTERE. V., 2021).

Auch wenn in der Gruppe mit mehr als einer vorangegangenen Besamung mit der
Standardbesamungsmethode (61,1 %) im Vergleich zur HVB (30,0 %) eine mehr
als doppelt so hohe Konzeptionsrate erzielt wurde, sei darauf hingewiesen, dass
diese Daten auf einer sehr geringen Anzahl an Besamungen basieren (HVB n = 10,
Standard n =18) und daher einer grolRen Schwankungsbreite unterliegen. Die
Abortrate lag mit 7,34 % etwas Uber der laut AHLERS und ANDRESEN (1996)
als normal anzusehenden jéhrlichen Abortrate von 5 %, aber innerhalb der von
HOEDEMAKER et al. (2014) beschriebenen ZielgréRe fir Aborte zwischen dem
45. und 265. Triachtigkeitstag von < 8 %.
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2.3. HVB und Standard-KB unterscheiden sich kaum in der Embryonen-
qualitat superovulierter Rinder
Mit insgesamt durchschnittlich 18,5 gewonnenen Embryonen/Oozyten und 10,9
transfertauglichen Embryonen je Spulung konnten im Rahmen dieser Arbeit im
bayernweiten Vergleich Gberdurchschnittlich gute Ergebnisse erzielt werden, die
auch uber den durchschnittlich innerhalb der Bayern-Genetik GmbH erzielten Er-
gebnissen lagen (vgl. Tabelle 2, S. 24) (ARBEITSGEMEINSCHAFT DER
BESAMUNGSSTATIONEN IN BAYERN E. V. und LANDESVERBAND
BAYERISCHER RINDERZUCHTER E. V., 2019, 2020, 2021). Die von
STROUD (2015) basierend auf seinen mit Maximate erzielten Ergebnissen aufge-
stellte Berechnung, die besagt, dass bei Besamung mit der HVB-Methode im Ver-
gleich zur Standardbesamung im Schnitt ein transfertauglicher Embryo je Spllung
mehr gewonnen werden kann, konnte in dieser Arbeit nicht bestéatigt werden (HVB:
x = 10,3, Standard: x = 11,9). Die statistische Auswertung der Anzahl an tauglichen
Embryonen erfolgte in Bezug auf die insgesamt gewonnenen Embryonen/Oozyten
und sollte einen besseren Vergleich der beiden Gruppen (HVB, Standard) liefern.
Die Uberlegung dabei war, dass mit steigender Anzahl an gewonnenen Embryo-
nen/Oozyten auch die Wahrscheinlichkeit steigt, mehr befruchtete und somit taug-
liche Embryonen zu erhalten. Bei beiden Besamungsmethoden war dieser Trend
signifikant (p < 0,001), zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Besamungsmethoden (p = 0,405). Mit zunehmender Anzahl an taugli-
chen Embryonen war bei beiden Besamungsmethoden ein signifikanter Anstieg der
Qualitat 1- und Qualitat 2-Embryonen (p <0,001), nicht jedoch der Qualitat 3-
Embryonen vorzufinden (p > 0,215). Auch wenn bei der HVB mit steigender An-
zahl an tauglichen Embryonen im Vergleich zur Standardbesamungsmethode ten-
denziell mehr Qualitat 2-Embryonen gewonnen wurden (p = 0,063), lassen diese
Ergebnisse insgesamt betrachtet vermuten, dass die Spermien durch das Tragerme-

dium und die Besamungsmethode kaum einen negativen Einfluss erfahren.

Der direkte Vergleich der beiden Besamungsmethoden anhand der Spllergebnisse
ist aus mehreren Griinden allerdings nur eingeschréankt maoglich. Ein erster Grund,
der den Vergleich der beiden Methoden stark beeinflusst, ist, dass die beiden Besa-
mungsmethoden nicht in gleichem Ausmal bei den einzelnen Spendertieren ange-
wendet wurden. Fir vier der zwolf Spender waren nur Ergebnisse von Spilungen

verfligbar, bei denen die Kiihe mit der HVB-Methode besamt wurden. Wie bereits
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in anderen Studien beschrieben (HASLER et al., 1983; HAHN, 1992; DETTERER
et al., 1997; KAFI und MCGOWAN, 1997; MAPLETOFT et al., 2002;
MAPLETOFT und BO, 2015; MIKKOLA und TAPONEN, 2017), bestand auch
innerhalb dieser Arbeit eine hohe Variabilitat zwischen den einzelnen Spendertie-
ren hinsichtlich ihrer Reaktion auf die Superovulationsbehandlungen sowie der er-
zielten Spilergebnisse und ihrer Eignung als Spender. Hinzu kommt, dass die In-
duktion der Superovulationen im Zuge dieser Arbeit sowohl mit unterschiedlichen
Hormonpraparaten als auch basierend auf unterschiedlichen Dosierungsschemata
erfolgte, die sich bei wiederholten Spillungen auch fur die einzelnen Spender un-
terschieden haben. Studien zeigen immer wieder, dass der fir die Induktion der
Superovulation verwendete hormonelle Wirkstoff Einfluss auf die Embryonenqua-
litast (MAPLETOFT et al., 2002; MAPLETOFT und BO, 2015), die Gesamtzahl an
gewonnenen Embryonen und Eizellen (KELLY et al., 1997; MIKKOLA und
TAPONEN, 2017) sowie die Anzahl an tauglichen Embryonen (KELLY et al.,
1997) hat. Im Rahmen dieser Arbeit bestand fir die beiden verwendeten Hormon-
praparate Folltropin® und Pluset® ein signifikanter Unterschied bei der Gesamtzahl
gewonnener Embryonen/Oozyten (p = 0,018), nicht jedoch bei der Anzahl an taug-
lichen Embryonen (p = 0,728) (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurden die Be-
samungen im Zuge der Arbeit mit TG-Sperma unterschiedlicher Bullen und im Fall
der HVB in zwei Féllen sogar mit gesextem Sperma durchgefihrt. Die Bullen un-
terscheiden sich aber hinsichtlich ihrer Spermaqualitat sowie Befruchtungsfahig-
keit und beeinflussen damit auch das Spulergebnis (CALLAGHAN und KING,
1980; HUPKA, 2000; TROPPMANN, 2000).

In kiinftigen Studien zur Prufung von Effekten der HVB im Rahmen des Embryo-
transfers sollte darauf geachtet werden, dass die einzelnen Besamungsmethoden
aquivalent bei den Spendertieren angewendet werden. Zudem sollte eine Standar-
disierung des Hormonprotokolls erfolgen und die Besamungen sind idealerweise
mit Sperma desselben Bullen aus einer Produktionscharge durchzufiihren.

Von Seiten der Arbeitsgruppe Embryotransfer der Bayern-Genetik GmbH wird die
HVB in Zukunft nicht die Standardbesamungsmethode ersetzen. Allerdings soll
diese groRBvolumige Besamungsmethode bei Spezialfallen, wie der KB mit gesex-
tem sowie sehr teurem oder seltenem Sperma Einsatz finden, da sie die Mdglichkeit
zur Aufteilung der Besamungsportionen auf mehrere Spendertiere bzw. Besamun-

gen bietet.



V. Diskussion 73

2.4.  Herausforderungen bei der praktischen Anwendung der HVB

Auch wenn sich die HVB in ihrer praktischen Durchfiihrung am Tier mit transrek-
taler Fixation der Zervix und intrauteriner Deposition des Spermas kaum von der
Standardbesamung unterscheidet, ist sie mit einem deutlichen Mehraufwand hin-
sichtlich Zeit, Logistik und Kosten verbunden. Die Praktikabilitat der HVB fir ei-

nen breiten Einsatz im Feld ist dadurch nicht gegeben.

In Bezug auf den Faktor Zeit sind vor allem die zeitintensiven VVorbereitungsarbei-
ten, die die Herstellung von mFert-TALP und die Vorbereitung der Faltenbélge und
Besamungskatheter betreffen, zu nennen. Kurz vor der Besamung ist der zeitliche
Mehraufwand im Vergleich zur Standardbesamungsmethode uberschaubar und be-
schrankt sich auf das Uberfiihren des aufgetauten Spermas in den Faltenbalg mit
dem Tragermedium sowie das Fixieren des Faltenbalgs tber die Silikonverbindung
am Katheter. Fir die Durchfiihrung der Besamung wird auf Grund der Analogie zur

Standardbesamung nicht mehr Zeit bendtigt.

Hinsichtlich der logistischen Umsetzung ist die HVB mit einigen Herausforderun-
gen verbunden. Das modifizierte Fert-TALP ist in seiner Haltbarkeit begrenzt und
muss daher, ebenso wie andere Puffermedien, bei Kuhlschranktemperaturen gela-
gert werden. Um das Kontaminationsrisiko zu verringern, sollte das bei der Her-
stellung steril gefilterte Medium erst wenige Stunden vor der Besamung in die Fal-
tenbalge Uberfuhrt werden. Kontaminationen kénnten zu Veranderungen des Tré-
germediums fiihren, die sich folglich negativ auf die Spermien auswirken kdnnten.
Aulerdem ist das Tragermedium vor der Zugabe der Spermien anzuwarmen, damit
die Spermien keinen Temperaturschwankungen unterliegen. Wie bei der Standard-
besamung ist die HVB nach der Zugabe der Spermien zum Tragermedium alsbald
durchzufihren, um ein Abkuhlen des Tragermediums und eine dadurch bedingte
negative Beeinflussung der Spermien zu vermeiden. Bereits angewarmte, aber nicht
verwendete Faltenbélge sollten nicht erneut gekihlt und am nachsten Tag wieder-
verwendet werden und sind daher zu entsorgen, was einen wirtschaftlichen Verlust
bedeutet.

Im Gegensatz zu den KB im ET-Bereich, bei denen im Voraus bekannt war, wie
viele Spendertiere vorbereitet wurden und wie viele HVB durchzuftihren sind, wur-
den die Besamungen beim Besamungstechniker erst im Laufe des Vormittages von
den Landwirten angemeldet. Daher war zu Beginn des Arbeitstages die genaue An-

zahl der an diesem Tag durchzufiihrenden Besamungen nicht bekannt und die
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Anzahl der in der Klimabox mitzufiihrenden Faltenbalge nur schwer planbar. Wah-
rend an der ET-Station ein Labor eingerichtet war, in dem alle notwendigen Vor-
bereitungen fur die HVB unter optimalen Bedingungen unmittelbar getroffen wer-
den konnten, musste beim Besamungstechniker ein provisorischer Lagerplatz ein-
schliellich Kihlschrank fiir die Lagerung der beftllten Faltenbélge und der ben6-
tigten Materialen organisiert werden. Die Vorbereitungen fir die Besamungen
mussten direkt vor Ort beim Landwirt erfolgen. Diese Einschrdnkungen resultieren
nicht zuletzt aus der kleinstrukturierten Landwirtschaft im Einzugsgebiet der Besa-
mungsstation und sind fir die relativ geringen Fallzahlen (n = 200) mitverantwort-
lich.

Aus finanzieller Sicht ist die HVB im Vergleich zur Standardbesamungsmethode
mit deutlichen Mehrkosten verbunden (vgl. Kapitel 1V.2.3., S. 62). Neben den ein-
maligen Anschaffungskosten von circa 420 € fiir Klimabox inkl. Netzgerdt und
Heizblock fallen bei jeder HVB laufende Kosten von circa 0,96 € fiir die bendtigten
Materialien (Einmaluteruskatheter, Faltenbalg, Silikonverbindung, Tragermedium)
an. Dabei nicht bertcksichtigt sind die Kosten fiir die Arbeitszeit, die fir die Her-
stellung von mFert-TALP sowie der VVorbereitung der Faltenbalge und Besamungs-
katheter bendtigt wird. Im Gegensatz dazu fallen bei der Standardbesamungsme-
thode nur 0,06 € laufende Kosten durch die Besamungshiille an. Damit ist jede HVB
mit Mehrkosten von mindestens 0,90 € verbunden. Auch aus 6kologischer Sicht ist
die HVB im Vergleich zur Standardbesamungsmethode kritisch zu betrachten, da
es sich bei den verwendeten Materialien um Einwegprodukte handelt, die, mit Aus-

nahme der Silikonverbindung, nicht wiederverwendbar sind.

2.5.  Einfluss der Besamungsmethode auf das Geschlecht des Kalbes

Obgleich der Einfluss der Besamungsmethode auf das Geschlecht des Kalbes nicht
eine zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war, wurden im Rahmen der routine-
maRigen Besamungen die Geschlechter der geborenen Kélber fur die beiden Besa-
mungsmethoden erfasst und miteinander verglichen. Insgesamt wurden mehr
mannliche (56,3 %) als weibliche Kélber (43,7 %) geboren. Dies bestatigt die Er-
gebnisse fritherer Arbeiten (DEL RIO et al., 2007; HOSSEIN-ZADEH et al., 2008;
BERRY et al., 2011; KHAN et al., 2012; AMADESI et al., 2015), die ebenfalls
eine hohere Prévalenz der mannlichen gegenuber den weiblichen Kélbern verzeich-

neten.
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Da die Wahrscheinlichkeit fur eineiige Zwillinge in Bezug auf alle Geburten (Ein-
lings- und Mehrlingsgeburten) beim Rind rasseabhéngig zwischen 0,14 und 0,44 %
liegt und nur 13,5 bis 24,2 % der gleichgeschlechtlichen Zwillingspaare auch ein-
eiige Zwillinge sind (JOHANSSON et al., 1974), wurde fur die statistische Aus-
wertung angenommen, dass es sich bei den vier im Rahmen dieser Arbeit gebore-
nen, gleichgeschlechtlichen Zwillingspaaren um zweieiige Zwillinge handelt. Da-
her wurde jedes Zwillingskalb einzeln in die Berechnung miteinbezogen. Folgt man
den Untersuchungen von CHANDLER et al. (2002), konnte zumindest bei vier der
finf Bullen (Ausnahme Bulle I11), deren Sperma flr die Besamungen herangezogen
wurde, auf Grund der regelmaRigen Samenentnahme im abwechselnden Drei- und
Vier-Tagesrhythmus ein ausgeglichener Anteil an X- und Y-Spermien im Ejakulat
und deshalb ein Geschlechterverhéltnis von 50:50 erwartet werden. Der in einigen
Studien beschriebene Einfluss des Besamungszeitpunktes auf das Geschlecht des
Kalbes, mit einem friihen Besamungszeitpunkt das weibliche und einem spaten Be-
samungszeitpunkt das mannliche Geschlecht priorisierend (DOMINKO und
FIRST, 1997, WEHNER et al, 1997, GUTIERREZ-ADAN et al., 1999;
MARTINEZ et al., 2004; BAYRIL und YILMAZ, 2013; TESFU et al., 2014),
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Da die Betriebe aber nur einmal
taglich besucht wurden und der Besamungstechniker die beiden Besamungsmetho-
den (HVB, Standard) abwechselnd angewendet hat, sollte der Besamungszeitpunkt
keinen Einfluss auf das Geschlecht der geborenen Kalber gehabt haben.

Der insgesamt aufgezeigte, statistisch signifikante Zusammenhang zwischen Besa-
mungsmethode und Geschlecht des Kalbes (p = 0,011) war ein tberraschendes Er-
gebnis, wurden doch bei beiden Besamungsmethoden die gleichen Spermachargen
verwendet. Tatsache ist, dass in der vorliegenden Arbeit bei der HVB mehr weibli-
che Kalber als bei der Standardbesamungsmethode geboren wurden und bei der
Standardbesamung ein Geschlechterverhé&ltnis von ungeféahr 30:70 (weiblich:mann-
lich) vorzufinden war, dass signifikant von dem zu erwartenden ausgeglichenen
Geschlechterverhaltnis abwich (p = 0,007).

Diese Ergebnisse sind jedoch dufRerst vorsichtig zu bewerten, da die Auswertung
auf einer kleinen Anzahl an geborenen Kélbern (n = 103) beruht und der zu Grunde
liegende Mechanismus nicht erklérlich ist. Um eine sichere Aussage treffen zu kon-

nen, missten diese Beobachtungen mit groReren Fallzahlen tberprift werden.

Die gezielte Beeinflussung des Geschlechts ist im Nutztiersektor bereits seit
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Jahrzehnten Brennpunkt zahlreicher Forschungsarbeiten. Bis heute ist die Techno-
logie des Sperma-Sexings die einzige wirtschaftlich rentable Methode, die mit einer
Sicherheit von tber 90 % das gewunschte Geschlecht liefert (JOHNSON, 2000;
WRENZYCKI und NIEMANN, 2007). Allerdings geht der kostenintensive Sor-
tierprozess mit einer verminderten Spermaqualitat einher, die gemeinsam mit der
reduzierten Spermienkonzentration (circa 2 Millionen Spermien/Paillette) gesexter
Spermaportionen zu einer deutlich herabgesetzten Fertilitat fihrt und den breiten
Einsatz von gesextem Sperma verhindert (SEIDEL und SCHENK, 2008;
FRIJTERS et al., 2009; DEJARNETTE et al., 2011; SEIDEL, 2014). Die Konzen-
trationserhéhung auf vier Millionen Spermien pro Paillette bei SexedULTRA™.-
Sperma flhrt zwar zu einer deutlichen Verbesserung der Konzeptionsraten
(CRITES et al., 2018), hat aber zur Folge, dass weniger gesexte Spermaportionen
produziert werden konnen. Folgt man den Aussagen von STROUD (2015), kdnnte
die HVB bei gesextem Sperma von Vorteil sein und zu einer Verbesserung der

Konzeptionsraten sowohl bei Kalbinnen als auch bei Kiihen fiihren.
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3. Fazit fur Wissenschaft und Praxis

In der vorliegenden Arbeit wurden in Laboruntersuchungen vier verschiedene Puf-
fermedien auf ihre potentielle Eignung als Tragermedium flr eine grofRvolumige
Besamung getestet. Die Puffermedien erwiesen sich als unterschiedlich geeignet.
Ein Medium (BSPREP) war auf Grund des stark reduzierten Anteils an progressiv
motilen Spermien nicht als Tragermedium zu empfehlen. Die anderen drei Medien
(EBB, mFert-TALP, BIVF) zeigten zwar Unterschiede hinsichtlich ihres Einflusses
auf die Spermaqualitét, erscheinen aber als geeignet. Fur einen praktischen Einsatz

ist im Fall von EBB und BIVF noch die genaue Zusammensetzung zu prifen.

Die in dieser Studie untersuchte high-volume-Besamungsmethode erwies sich in
der Routinebesamung im Rahmen der natirlichen Brunst und der Besamung su-
perovulierter Rinder gegenuber der Standardbesamungsmethode als nicht vorteil-
haft. Sie ist deshalb nicht zur Einflihrung als Standardmethode zu empfehlen, ins-
besondere weil sie in der praktischen Routine einen groReren Aufwand mit sich
bringt. Allerdings erscheint die HVB-Methode interessant fur weitere Untersuchun-
gen, weil sie durch den Aufbau der Besamungsapparatur sowie das hohere Besa-
mungsvolumen eine Spermienkonzentrationsverringerung und dadurch die Maog-
lichkeit zur Teilung von Besamungsportionen mit sich bringen kénnte (STROUD,
2015). Dies wurde hier nicht untersucht und ist deshalb in Feldstudien mit einer
entsprechend groRen Anzahl zu besamender Kiihe zu (berpriifen. Wie von
STROUD (2015) vorgeschlagen, kdnnte sich die HVB auch bei der Besamung mit
gesextem Sperma als vorteilhaft erweisen, da durch das Tragermedium ein passiver
Transport der Spermien in Richtung Eileiter denkbar wére. Inwieweit das Tréager-
medium selbst Einfluss auf das Tréachtigkeitsergebnis hat, muss in weiteren Studien
abgeklart werden. Die Laborergebnisse legen nahe, in einem ndchsten Schritt die
HVB mit EBB als Tragermedium durchzufthren.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Einfluss von Puffermedien auf Spermaqualitat und Fruchtbarkeit bei high-

volume-Besamung beim Rind

Die kinstliche Besamung stellt auf Grund ihrer Einfachheit, Wirtschaftlichkeit und
Effizienz eine der bedeutsamsten Reproduktionstechnologien weltweit dar und ist
aus der modernen Rinderzucht nicht mehr wegzudenken. Bis heute hat sich die be-
reits in den 1940er Jahren entwickelte tiefe zervikale bzw. intrauterine Besamung
als Standardbesamungsmethode durchgesetzt. Eine high-volume-Besamungsme-
thode, bei der das Sperma vor der Besamung mit bis zu 30 ml eines Tragermediums
vermischt wird, lieferte bei der Besamung superovulierter Fleischrinder erste viel-
versprechende Ergebnisse. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese high-volume-
Besamungsmethode erstmals im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit auf ihre

Praxistauglichkeit zu testen.

In Laboruntersuchungen wurden vier Puffermedien (EasyBuffer B, modifiziertes
Fert-TALP, BO-IVF™, BO-SemenPrep™) an bovinen Tiefgefrierejakulaten
(n = 10) auf ihre Spermienvertraglichkeit und ihre potentielle Eignung als Trager-
medium fir die high-volume-Besamung (HVB) untersucht. Dabei kamen die com-
putergestiitzte Spermienanalyse (CASA) (AndroVision®) zur Bestimmung der pro-
gressiven Motilitat und die Durchflusszytometrie (Durchflusszytometer Guava®
easyCyte 5HT Benchtop) zur Untersuchung von Plasmamembranintegritat
(SYBR® 14/PI-Farbung) und Mitochondrienmembranpotential (JC-1-Farbung)
zum Einsatz. Die CASA wurde nach 10- und 70-min(tiger Inkubation durchge-
flhrt.

Der praktische Teil der Arbeit war in zwei Abschnitte gegliedert. Zum einen wur-
den routinemé&Rige Besamungen (Standard: n = 100, HVB: n = 100) im Rahmen der
naturlichen Brunst durchgefiihrt und die beiden Besamungsmethoden basierend auf
den Konzeptionsraten miteinander verglichen. Die Erfassung des Tréachtigkeitssta-
tus erfolgte ab dem 35. Tag post inseminationem mittels transrektaler Palpation.
Zusétzlich wurde das Geschlecht der geborenen Kalber (n = 106) erfasst. Zum an-
deren wurden Spendertiere (n = 12) wiederholt im Zuge des routineméaiigen Emb-
ryotransfers mit der Standardbesamungsmethode (n = 21) und der HVB-Methode

(n=31) besamt und anhand der Spulergebnisse miteinander verglichen. Die
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Embryonengewinnung erfolgte nicht-chirurgisch sieben Tage nach der zweiten Be-
samung und die gewonnenen Embryonen/Oozyten wurden hinsichtlich des Ent-
wicklungsstadiums und der Qualitat beurteilt. Als Tragermedium fiir die HVB kam
das modifizierte Fert-TALP zum Einsatz.

In den Laboruntersuchungen konnten fir die Puffermedien deutliche Unterschiede
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Spermaqualitat aufgezeigt werden. Bei der
CASA wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten der gro3te Anteil an progressiv
motilen Spermien bei Inkubation der Spermien mit Easybuffer B und der kleinste
bei Inkubation mit BO-SemenPrep™ verzeichnet (p < 0,01). Wahrend bei der Plas-
mamembranintegritat kein signifikanter Unterschied zwischen den vier Medien be-
stand (p > 0,267), war bei EasyBuffer B und BO-SemenPrep™ ein signifikant ho-
herer Anteil an Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential im Ver-
gleich zu den anderen beiden Medien (modifiziertes Fert-TALP, BO-IVF™) zu be-
obachten (p < 0,001).

Bei den routineméligen Besamungen im Rahmen der natrlichen Brunst konnte
kein signifikanter Einfluss der Besamungsmethoden auf das Trachtigkeitsergebnis
aufgezeigt werden (p =0,670). Die Konzeptionsrate lag bei insgesamt 54,5 %
(HVB: 53 %, Standard: 56 %). Zwischen Besamungsmethode und Geschlecht des
geborenen Kalbes konnte ein Zusammenhang aufgezeigt werden (p = 0,011), mit
mehr weiblichen Kélbern bei der HVB als bei der Standardbesamung. Bei der Stan-
dardbesamungsmethode wurden signifikant mehr ménnliche als weibliche Kalber
geboren (p = 0,007). Im Rahmen des routinemélRigen Embryotransfers wurden mit
steigender Anzahl an insgesamt gewonnenen Embryonen/Oozyten bei beiden Be-
samungsmethoden mehr taugliche Embryonen gewonnen. Dieser Trend war bei
beiden Besamungsmethoden signifikant (p < 0,001), zeigte aber keinen signifikan-
ten Unterschied fir HVB-Methode und Standardbesamungsmethode (p = 0,405).

Zusammenfassend wurde in den Laboruntersuchungen gezeigt, dass sich die vier
Puffermedien unterschiedlich auf die Spermaqualitét auswirken und daher nicht in
gleichem MaRe als Tragermedium fir die HVB geeignet sind. Die besten Ergeb-
nisse wurden mit EasyBuffer B erzielt, gefolgt von modifiziertem Fert-TALP, BO-
IVF™ und BO-SemenPrep™.

Der praktische Teil der Arbeit hat gezeigt, dass die HVB auf Grund der erzielten

Konzeptionsraten bei der routineméliigen Besamung im Rahmen der natlrlichen
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Brunst sowie den Ergebnissen der routinemaliigen Embryonengewinnungen mit der
Standardbesamungsmethode gleichzusetzen ist. Da ihre praktische Anwendung
aber im Vergleich zur Standardbesamungsmethode mit einem deutlichen Mehrauf-
wand hinsichtlich Zeit, Logistik und Kosten verbunden ist, ist die HVB-Methode
flr einen breiten Routineeinsatz derzeit nicht zu empfehlen. Bevor allerdings eine
endgltige Entscheidung hinsichtlich des Nutzens der HVB getroffen wird, sollte
sie in weiteren Anwendungsgebieten (niedrigkonzentriertes Sperma, gesextes
Sperma) mit grofieren n-Zahlen an zu besamenden Tieren getestet werden.
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VII. SUMMARY

Influence of buffer media on sperm quality and fertility in high-volume-insem-

ination in cattle

Due to its simplicity, economy and efficiency artificial insemination is one of the
most important reproductive technologies in the world and has become indispens-
able in modern cattle breeding. To this day, deep cervical or intrauterine insemina-
tion, which was developed back in the 1940s, has become the standard insemination
method. A high-volume-insemination method, where semen is diluted with up to
30 ml of medium before insemination, has provided promising results with insem-
ination of superovulated beef donors. The aim of the present study was to test this
high-volume-insemination method for its practicability for the first time as a part of

a scientific evaluation.

In laboratory tests, four buffer media (EasyBuffer B, modified Fert-TALP, BO-
IVF™, BO-SemenPrep™) were examined for their sperm compatibility and their
potential suitability as a carrier medium for high-volume-insemination (HV1) using
bovine frozen-thawed ejaculates (n=10). Computer-assisted sperm analysis
(CASA) (AndroVision®) was used to determine progressive motility and flow cy-
tometry (flow cytometer Guava® easyCyte 5HT Benchtop) to examine plasma
membrane integrity (SYBR® 14/PI staining) and mitochondrial membrane poten-
tial (JC-1 staining). CASA has been done after 10 and 70 minutes of incubation.

The practical part was divided into two sections. On the one hand, routine insemi-
nations (standard: n = 100, HVI: n = 100) were carried out during natural oestrus
and the two insemination methods were compared based on conception rates. Preg-
nancy status was diagnosed by transrectal palpation beginning 35 days after insem-
ination. In addition, sex of the calves born (n = 106) was recorded. Furthermore,
donor animals (n = 12) were repeatedly inseminated during routine embryo transfer
with the standard insemination method (n = 21) and the HVI method (n = 31) and
compared based on embryo recovery results. Embryos were obtained non-surgi-
cally seven days after the second insemination, and their stage and quality were
evaluated. The modified Fert-TALP was used as carrier medium for HVI.

In laboratory tests, obvious differences regarding the influence of the buffer media

on semen quality were observed. At both examination times, in CASA, sperm cells
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incubated with EasyBuffer B exhibited the greatest proportion of progressively mo-
tile sperm and those incubated with BO-SemenPrep™ exhibited the smallest
(p <0.01). While there was no significant difference between the four media in
terms of plasma membrane integrity (p > 0.267), sperm cells incubated with Easy-
Buffer B and BO-SemenPrep™ exhibited a significantly higher proportion of
sperm cells with high mitochondrial membrane potential than those incubated with
the other two media (modified Fert-TALP, BO-IVF™) (p < 0.001).

Within routine inseminations during natural oestrus, the method of insemination
had no significant influence on pregnancy rates (p = 0,670). Overall conception rate
was 54,5 % (HVI: 53 %, standard: 56 %). A relationship was found between insem-
ination method and sex of the calf born (p = 0.011), with more female calves in
HVI than with standard insemination. When the standard insemination method was
used, significantly more male than female calves were born (p = 0.007). Using rou-
tine embryo transfer, in both insemination methods, more viable embryos were col-
lected as the total number of embryos/oocytes obtained increased. This trend was
significant for both methods of insemination (p < 0.001), however, there was no
significant difference for the trends of HVI method and standard insemination
method (p = 0.405).

Overall, laboratory tests revealed that the four buffer media have different effects
on sperm quality, indicating that they are not equally suitable as a carrier medium
for HVI. Best results were obtained with EasyBuffer B, followed by modified Fert-
TALP, BO-IVF™ and BO-SemenPrep™.

The practical part showed that the HVI method is equal to the standard insemination
method due to the conception rates achieved in routine insemination during natural
oestrus and the results of routine embryo recovery. Since the HVI method is asso-
ciated with significant additional expenses in terms of time, logistics and costs com-
pared with standard insemination, it is not currently recommended for widespread
routine use. However, before a final decision regarding the benefits of the HVI
method is made, it should be tested in other areas of application (low concentrated

semen, sexed semen) with higher numbers of animals to be inseminated.
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IX. ANHANG

1. Puffermedien

EasyBuffer B (EBB) (Ref. 023862, Fa. IMV Technologies, L Aigle, Frankreich)
(IMV TECHNOLOGIES FRANCE)

Beim EasyBuffer B handelt es sich um eine sterile Pufferlésung der Firma IMV
Technologies. Sie dient zur Praparation von Bullensperma fir die durchflusszyto-

metrische Analyse.

modifiziertes Fert-TALP (mFert-TALP)

Dieses Medium wurde auf Basis von Maximate® (STROUD, 2016b) und Fert-
TALP-Stocklésung (HANSTEDT, 2009) hergestellt. Bei Maximate® handelt es
sich um ein von STROUD (2015) entwickeltes Medium fur die HVB. Fert-TALP
ist ein Befruchtungsmedium, das bei der IVF boviner Oozyten eingesetzt wird. In
Tabelle 9 ist die stoffliche Zusammensetzung der beiden Medien zur Ubersicht zu-
sammengefasst. Tabelle 10 beinhaltet die stoffliche Zusammensetzung von mFert-
TALP. Die Stoffe wurden tber die Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen.

Tabelle 9: Stoffliche Zusammensetzung von Maximate® und Fert-TALP-
Stockldésung modifiziert nach STROUD (2016b) und HANSTEDT

(2009)

Maximate® Fert-TALP-Stocklésung
NaCl, Natriumchlorid NaCl, Natriumchlorid
KCI, Kaliumchlorid KCI, Kaliumchlorid
NaHCOs, Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3, Natriumhydrogencarbonat
NaH2PO4-H20, NaH2PO4-H20,
Natriumdihydrogenphosphat-Mono- Natriumdihydrogenphosphat-Mono-
hydrat hydrat
CaClz-2H0, Calciumchlorid-Dihydrat | CaCl-2H>0, Calciumchlorid-Dihydrat
NaCsHs0s, Natriumlactat NaCsHsOs, Natriumlactat (Sirup 60%)
MgCl2-6H20, MgCl;-6H20,
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Magnesiumchlorid-Hexahydrat
MOPs Puffer,
3-(N-Morpholino)propansulfonséure
Phenolrot Phenolrot
NaOH, Natronlauge

Penicillamin

Reinstwasser Reinstwasser
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Tabelle 10: Stoffliche Zusammensetzung des modifizierten Fert-TALP

Inhaltsstoff Sigma Bestellnummer (%29 mm!’ TFehrtthA!n—i
NaCl S5886 666,0
KCI P5404 23,5
NaHCO3 S5761 210,3
NaH2PO4-H20 71507 47
CaClz-2H,0 C7902 39,7
NaCzHs0s, Sirup 60% in pl L4263 186,0
MgCl»-6H.0 M2393 10,0
MOPs Puffer M3183 209,3
Phenolrot P4633 1,0
Reinstwasser in ml - 100,0

Osmolaritat: 295-305 osmol/l; pH: 6,9-7,1

Fur die Herstellung von mFert-TALP wurden die benttigten Mengen der Inhalts-
stoffe mittels Laborwaage bzw. Pipetten abgemessen, in einen Glaskolben (ber-
fihrt und mit dem Magnetrihrer bis zur vollstandigen Losung geruhrt. Im An-
schluss wurden mit Hilfe von pH-Meter und Osmometer der pH-Wert und die Os-
molaritat Gberpruft und gegebenenfalls eingestellt. Dann wurde die sterile Filtration
von mFert-TALP in Laborglasflaschen durchgefihrt. Eine Zugabe von Albumin

und Pyruvat erfolgte nicht.

BO-IVF™ (BIVF) (Ref. 61003, Fa. IVF Bioscience, Falmouth, Vereinigtes Ko-
nigreich) (IVF LIMITED, 2016)

BO-IVF™ ist ein Befruchtungsmedium, das bei der in vitro Fertilisation reifer Ei-
zellen zum Einsatz kommt. Es ist serumfrei und enthalt Heparin und Gentamycin.
Es verfligt Uber eine optimierte PHE-(Penicillamin-Hypotaurin-Epinephrin)-L6-
sung, die sowohl die Spermienkapazitation als auch die Pronukleus-Formation so-

wie die Embryonalentwicklung unterstitzt.

BO-SemenPrep™ (BSPREP) (Ref. 61004, Fa. IVF Bioscience, Falmouth, Ver-
einigtes Konigreich) (IVF LIMITED, 2016)

BO-SemenPrep™ ist ein Spermienpraparationsmedium, das bei der in vitro Ferti-
lisation beim Waschen des Spermas Einsatz findet. Es ist nicht kapazitierend und
enthalt Gentamycin. Laut Herstellerangaben schont es bis zur Uberfiihrung der
Spermien in das eigentliche Fertilisationsmedium die Energie der Spermien und

puffert spermientoxische Gradienten ab.
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2. Gerate, (Verbrauchs)Materialien und Medikamente

2.1.

Brunsterkennungsprogramm Bayern-
Watch

Gerate

CASA-System AndroVision®
Digitalthermometer GMH 3210

Durchflusszytometer Guava® easyCyte
5HT Benchtop

Einfriermaschine Digitcool
Gefrierschrank
Gefrierschrank

Heidolph Reagenzglasschittler Reax
top

Heizbldcke in verschiedenen GroRen

Herdenuberwachungsprogramm
HerdVision

Inkubator Esco ScanCell 37

IKA Magnetrihrer mit Heizung

Klimabox mit variabler Temperaturein-
stellung einschliellich Netzgerat

Kugelbad (Trockentemperiergerét)
Kuhlschrank Kirsch LABO-468
Kunstliche Vagina

Laborheizplatten mit fest eingestellter
Temperatur

Laborkihlschrank

Labor-pH-Meter inoLab®

Fa. ENGS, Rosh Pina, lIsrael

Fa. Minittib GmbH, Tiefenbach

Fa. GHM Group-Greisinger, Re-
genstauf

Fa. Millipore Corporation, Billerica,
USA

Fa. IMV Technologies, L Aigle,
Frankreich

Fa. Liebherr-International Deutsch-
land GmbH, Biberach an der Rif

Fa. MMS E-Commerce GmbH, In-
golstadt

Fa. Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach

Fa. Metalldesign Otto Maul, Ho-
henegglkofen

Fa. MOFA Global Inc., Wisconsin,
USA

Fa. LaboGene, Lilleragd, Danemark

Fa. IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. Minitib GmbH, Tiefenbach
Fa. Philipp Kirsch GmbH, Offenburg
Fa. Minitub GmbH, Tiefenbach
Fa. Minitib GmbH, Tiefenbach

Fa. Liebherr-International Deutsch-
land GmbH, Biberach an der Ril}

Fa. WTW, Weilheim in Oberbayern
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Laborschittler VVortex-Genie 2

Laborwaage Analysenwaage Sartorius
A201P

Laborwaage Prézisionswaage Kern EW

Mobile-Daten-Erfassungsgerat Typ Ho-

neywell CT50

Moticam

Osmometer

Phasenkontrastmikroskop Olympus
CH2

Photometer SDM5 (Wellenlange
546 nm)

Pipette Pipetman L P10, einstellbar (1-
10 ml)

Pipetten Pipetman Classic P2, P20,
P100, P200, P1000, einstellbar (0,1-2
pl, 2-20 pl, 20-100 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl)

Pipetten Pipetman Neo, 12-Kanal, ein-
stellbar (2-20 ul, 20-200 pl)

Reinstwasseranlage arium® mini

SmartDispenser

Software CytoSoft Version 5.4.1 beta2
Warenwirtschaftssoftware KBPro

Stereomikroskop Nikon SMZ 745T
Steuergerdt HT 200 S

Vollautomatische Abfill- und Ver-
schliemaschine fir Spermapailletten
MPP Quattro

Wasserbad Model WBS-07

Wasserbad mit Einh&ngethermostat
Exatherm U3 electronic

Fa. Scientific Industries Inc., Bohe-
mia, USA

Fa. Sartorius AG, Gottingen

Fa. Kern & Sohn GmbH, Balingen

Fa. Scientific Industries Inc., Bohe-
mia, USA

Fa. Motic Instruments Inc., Rich-
mond, Kanada

Fa. Loser Messtechnik, Berlin

Fa. Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. Gilson Inc., Middelton, USA

Fa. Gilson Inc., Middelton, USA

Fa. Gilson Inc., Middelton, USA

Fa. Sartorius Lab Instruments GmbH
& Co.KG, Gottingen

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. IMV Technologies, L Aigle,
Frankreich

Fa. Bayern-Genetik GmbH, Kum-
hausen

Fa. Nikon Deutschland, Dusseldorf
Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach
Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. Fried Electric, Haifa, Israel

Fa. Julabo GmbH, Seelbach



IX. Anhang

109

2.2.
0,9%ige Natriumchlorid-Ldsung

(Verbrauchs)Materialien

96-Well-Platten, Polystyrol (PS), U-Bo-
den, glasklar

Besamungshillen
Besamungspistole
BoviFlush Spilmedium
BoviHold

Deckglaschen Menzel-Glaser,
[18x18mm]

Dimethyl Sulfoxid 99,5 % (DMSO)
Einfrierrampen
Einmalkivetten aus PS

Einmaluteruskatheter, Mulletten, glas-
klar, ca. 6 mm @, beidseits abgerundet,
ca. 51 cm lang

EmSafe Filtersystems

Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefale
0,5ml, ambra, mit Deckel

Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgeféale
1,5ml, ambra, mit Deckel

Erlenmeyerkolben, enghalsig
Ethanol reinst, min. 99,5 %
Faltenbalg Squeeze-Jet™, 30 ml

Kalibrierkit Guava® easyCheck Kit

Kimtech™ Purple Nitrile™ Hand-
schuhe

Laborglasfalschen mit Schraubver-
schluss

LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

Mandrin fir ET-Katheter

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. Greiner Bio-One Intqrnational
GmbH, Kremsmiuinster, Osterreich

Fa. Muller, Nirnberg
Fa. Muller, Nirnberg
Fa. Minitub GmbH, Tiefenbach
Fa. Minitub GmbH, Tiefenbach

Fa. Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Fa. Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Fa. Minitib GmbH, Tiefenbach
Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Fa. Muller, Nirnberg

Fa. Minitib GmbH, Tiefenbach
Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Fa. DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim

Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karls-
ruhe

Fa. Genesis Industries, Inc., EImwood,
USA

Fa. Merck Millipore, Billerica, USA
Kimberly-Clark GmbH, Koblenz

Fa. DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim

Fa. Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach
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Minipailletten Classic mini straws

Objekttrager Thermo Scientific Menzel-
Glaser

pH-Indikatorpapier

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS),
10X Solution

Pipettenspitzen (Diamond® D10, DL10,
D200, D1000, D10ML)

PS-Abdeckplatte, schwarz

ReaktionsgefaRe 1,5 ml

Reaktionsgefale m. Gewinde 1,5 ml,
ungraduiert, konisch, ohne Kappe

Reaktionsgefale mit Gewinde 0,5 ml,
ungraduiert, selbststehend, ohne Kappe

Reinigungsfliissigkeit Guava® Instru-
ment Clean Fluid

Rohrchen, Polypropylen (PP), 1,3 ml

Silikon ET Katheter CH 16, Luer Lock,
2-Wege, Ballon 5-30 ml, Lange 650
mm

Silikonverbindung: Silikon-Schlauch,
5x 1,5 mm, transparent, nach DIN
40628

Spermaauffangréhrchen, PP, 15 ml

Steridyl CSS One-step, Verdlnnerkon-
zentrat

Steritop Flaschenaufsatzfilter
Universalbesamungshullen

Waschflissigkeit Easy Clean

Zenrtifugenrohrchen, PP, 15 ml

Fa. IMV Technologies, L Aigle, Frank-
reich

Fa. Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Fa. Dr. Gerhard Kloz GmbH, Neuhaus

Fa. Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Fa. Gilson Inc., Middelton, USA

Fa. Greiner Bio-One Intqrnational
GmbH, Kremsmiunster, Osterreich

Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg
Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Fa. neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Fa. Merck Millipore, Billerica, USA

Fa. Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Fa. Minitiib GmbH, Tiefenbach

Fa. MBM Lehrmittel- & Verlagsgesell-
schaft mbH, St. Goarshausen

Fa. Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Fa. Minitiilb GmbH, Tiefenbach

Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Fa. Miller, Nlrnberg

Fa. IMV Technologies, L Aigle, Frank-
reich

Fa. Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich
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2.3. Medikamente

Dinolytic® 5 mg/ml ad us. vet. Fa. Zoetis Deutschland GmbH, Berlin
CIDR®-Vaginalspiralen Fa. Zoetis Deutschland GmbH, Berlin
Folltropin® 700 IE Fa. Vetoquinol, S.A., Lure, Frankreich
Pluset® 500 1E/500 IE Fa. Calier, S.A., Barcelona, Spanien
Procamidor® 20 mg/ml Fa. WDT, Garbsen

3.  Fluorochrome
SYBR® 14

e LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

e Bezug: ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, USA
e Artikelnummer: L7011

e Konzentration: 1 mM

e Aliquotierung: 0,5 pl Aliquots einfrieren

Propidiumiodid (PI)

e LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

e Bezug: ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, USA
e Artikelnummer: L7011

e Konzentration: 2,4 mM

e Aliquotierung: 10 pl und 25 pl Aliquots einfrieren

5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin lodid (JC-1)

e Bezug: Sigma Aldrich, St. Louis, USA

e Artikelnummer: T4069

e Molekulargewicht: 652.23 g/mol

e Aliquotierung: 1 mg JC-1 Pulver mit 200 pl DMSO verdiinnen, dann 1 pl
Aliquots einfrieren
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4.  AndroVision® Setup-Einstellungen

Fur die CASA wurden die von der Firma Minitlib GmbH festgelegten, tierspezifi-
schen Setup-Einstellungen tibernommen. Die Erkennung der Spermien basierte auf
dem Spermienkopf und war mit einer Fliche von 15 bis 80 um? sowie einem Form-
faktor (Verhaltnis Flache zu Umfang des Spermienkopfes) von 1,3 bis 5 definiert
(MINITUB GMBH, 2018). Die Erfassung der kinetischen Spermienparameter mit-
tels CASA-System ist in Abbildung 20 schematisch dargestellt und die Standardter-
minologie in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Klassifizierung der Spermien basierte auf
den von der Firma Minitiib GmbH im AndroVision®-System hinterlegten Kriterien
und ist in Abbildung 21 dargestelit.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Spermienmotilitatsanalyse mit-

tels CASA-System (modifiziert nach WORLD HEALTH
ORGANIZATION (2010))

Fur jedes Spermium werden, basierend auf den Positionsveranderungen des Spermienkop-
fes in den einzelnen Aufnahmen, verschiedene kinetische Parameter erhoben, die als
Grundlage fur die Spermienklassifizierung dienen.

Abk.: VCL.: velocity curvilinear line; VSL.: velocity straight line; VAP: velocity average path;
ALH: amplitude of lateral head displacement; MAD: mean angular displacement
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Tabelle 11: Standardterminologie der mittels CASA bestimmten kinetischen
Parameter, die der Spermienklassifizierung zu Grunde liegen
(modifiziert nach WORLD HEALTH ORGANIZATION (2010))

Zuruckgelegte Strecken

path

[um]
Vom Spermium tatséchlich
DCL distance curve | zurtickgelegte Strecke zwi-
line schen Anfangs- und End-
punkt der Messung
distance straight Direkte Strecke zwischen An-
DSL l fangs- und Endpunkt der
ine
Messung
distance average Gemittelte Strecke zwischen
DAP Anfangs- und Endpunkt der

Messung

Geschwindigkeitsparame-
ter der Spermien [um/s]

velocity curvilin-

Geschwindigkeit bezogen auf

VCL ear line die tatsachliche Strecke
(DCL)
VSL velocity straight | Geschwindigkeit bezogen auf
line die direkte Strecke (DSL)
VAP velocity average | Geschwindigkeit bezogen auf
path die gemittelte Strecke (DAP)

weitere Parameter

amplitude of lat-

Abweichung der Spermien-
kopfposition von der gemit-

guency

ALH [um] eral head dis- | 1o Strecke > seitlicher
placement X
Spermienkopfausschlag
beat cross fre- Anzahl der Kreuzungspunkte
BCF [Hz] zwischen tatséchlicher und

gemittelter Strecke

head activity

Zeitlich gemittelter Rich-

HAC [rad] = MAD [] change = tungswechsel des Sperrr_uen_—
mean angular | kopfes entlang der gemittel
displacement | ten Strecke

LIN = VSL/\VCL linearity Linearitat der tatséchlichen
Strecke
WOB = VAP/NVCL wobble Abweichung der tatséchlichen

von der gemittelten Strecke

STR = VSL/VAP

straightness

Linearitat der gemittelten
Strecke

Abk.: DCL.: distance curve line; DSL: distance straight line; DAP: distance average path; VCL:
velocity curvilinear line; VSL: velocity straight line; VAP: velocity average path; ALH: ampli-
tude of lateral head displacement, BCF: beat cross frequency; HAC: head activity change;
MAD: mean angular displacement; LIN: linearity; WOB: wobble; STR: straightness; pm:
Mikrometer; um/sec: Mikrometer/Sekunde; Hz: Hertz; rad: Radiant; °: Grad
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Alle erfassten
Strecken

v

HAC < 0,0870 rad

+F

Spermien, die
Motilitat aufweisen

Y

VSL < 24 um/sec
VCL < 48 um/sec

+F

Spermien mit
progressiver Motilitat

‘

Radius > 9 um
Radius <90 pm
Rotation > 0,70

+F

L[ immotile Spermien )

L( lokal motile Spermien )

Kreisliufer

I, langsam motile Spermien

+F

schnell motile Spermien

Abbildung 21: Flussdiagramm zur Spermienklassifizierung fur die Spezies
Bulle (modifiziert nach MINITUB GMBH (2018))

Basierend auf dem Flussdiagramm werden die Spermien bei der Motilitatsanalyse anhand
ihrer kinetischen Parameter durch die Software des AndroVision®-Systems den Spermien-

klassen zugeordnet.

Abk.: HAC: head activity change; VSL.: velocity straight line; VCL.: velocity curvilinear line;
rad: Radiant; um: Mikrometer; um/sec: Mikrometer/Sekunde; T: trifft zu; F: trifft nicht zu
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5.  Mindestanforderungen an native Bullenejakulate

Tabelle 12: Modifizierte Zusammenfassung der Mindestanforderungen an

native

Bullenejakulate

nach ADR-Empfehlung 8.2

(ARBEITSGEMEINSCHAFT DEUTSCHER RINDERZUCH-

TERE. V., 2006a)

Parameter

Mindestanforderungen nach ADR-

Empfehlung
Aussehen
e Farbe elfenbeinfarben bis weil3, weill/gelblich
e Konsistenz rahmig bis milchig
Beimengungen keine
Ejakulatvolumen
e Bulle <2 Jahre 2ml
e Bulle > 2 Jahre 4 mi

Spermiendichte

600.000 Spermien/pl

Massenbewegung

ungestort [++]

VVorwartsbeweglichkeit

70 %

Morphologisch abweichende Spermien
e gesamt
-> Kopfverdnderungen
- Kopfkappenverénderungen

maximal 20 %
- maximal 5 %
- maximale 10 %

Abk.: ml: Milliliter; pl: Mikroliter; ++: gute/ungestdrte Massenbewegung

6. Stationsspezifische Definition von Erst-, Zweit- und Drittbesa-

mungen

Tabelle 13: Stationsspezifische Definition der Begriffe Erst-, Zweit- und
Drittbesamungen (modifiziert nach BAYERN-GENETIK GMBH

(2021))
Erstbesamung e jede erste Besamung bei Rindern und nach dem Kalben
e jede erste Besamung nach ET
e jede Besamung im Rahmen des ET
e jede vierte Besamung (Doppelbesamungen werden

nicht gezahlt)

jede erste Besamung nach Abort

jede Nachbesamung (=Zweitbesamung) mit mehr als
120 Tagen Abstand zur Erstbesamung

jede zweite Nachbesamung (=Drittbesamung) mit mehr
als 180 Tagen Abstand zur Erstbesamung

Zweitbesamung

erste Nachbesamung innerhalb von 120 Tagen nach
Erstbesamung

Drittbesamung

zweite Nachbesamung innerhalb von 180 Tagen nach
Erstbesamung
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8. Ergebnistabellen

8.1.  Ergebnisse der Laboruntersuchungen

Tabelle 15: Modellierte Mittelwerte von Prozenten und Konfidenzintervalle
far die Laboruntersuchungen

Parameter Medium modellierte Unteres Oberes
Mittelwerte 95 %-KI 95 %-KI
EBB 63,5 % 57,1 % 70,0 %
) mFert-TALP 62,4 % 56,0 % 68,9 %

prog. Sp. Zeitpunkt 1
BIVF 61,8 % 55,3 % 68,3 %
BSPREP 59,2 % 52,8 % 65,7 %
EBB 57,8 % 51,4 % 64,3 %
) mFert-TALP 53,2 % 46,8 % 59,7 %

prog. Sp. Zeitpunkt 2
BIVF 51,8 % 45,3 % 58,2 %
BSPREP 41,0 % 34,6 % 47,5 %
EBB 41,7 % 37,8 % 45,6 %
oM mFert-TALP 41,1 % 372 % 45,0 %
BIVF 41,3 % 375% 45,2 %
BSPREP 40,3 % 36,5 % 44,2 %
EBB 50,6 % 47,8 % 53,3 %
mFert-TALP 45,0 % 42,2 % 47,7 %

hMMP

BIVF 45,2 % 42,5 % 47,9 %
BSPREP 52,1 % 49,4 % 54,8 %

Abk.: EBB: EasyBuffer B; mFert-TALP: modifiziertes Fert-TALP, BIVF: BO-IVF™;
BSPREP: BO-SemenPrep™; KI: Konfidenzintervall; prog. SP.: Anteil progressiv motiler Sper-
mien; Zeitpunkt 1: nach 10 Minuten Inkubation; Zeitpunkt 2: nach 70 Minuten Inkubation;
PMI: Plasmamembranintegritat (Anteil plasmamembranintakter Spermien); hMMP: hohes Mi-
tochondrienmembranpotential (Anteil Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential)
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8.2.  Ergebnisse von routineméaRiger KB und ET

Tabelle 16: Modellierte Wahrscheinlichkeiten und Konfidenzintervalle der
Konzeptionsraten gesamt und auf Bullenebene unter Bericksich-
tigung der Besamungsmethode

modellierte Unteres Oberes
Parameter Besamungsbulle Wziliilrﬁﬁzﬁm- 95 06-K| 95 %-K|
gesamt 53,0 % 43,3 % 62,5 %
Bulle | 51,0 % 333% 68,5 %
KR HVEB Bulle 11 59,3 % 38,5 % 77,3 %
Bulle 111 53,9 % 33,6 % 73,0 %
Bulle IV 45,6 % 26,7 % 66,0 %
Bulle V 55,4 % 34,9 % 74,2 %
gesamt 56,0 % 46,2 % 65,3 %
Bulle | 54,6 % 352 % 72,7 %
Bulle 11 60,2 % 38,7 % 78,3 %
KR Standard
Bulle 111 40,9 % 225 % 62,3 %
Bulle IV 54,7 % 33,8% 74,0 %
Bulle V 69,4 % 47,3 % 85,1 %

Abk.: KI: Konfidenzintervall; KR: Konzeptionsrate; HVB: high-volume-Besamung; Standard:
Standardbesamung

Tabelle 17: Modellierte Wahrscheinlichkeiten und Konfidenzintervalle der
Konzeptionsraten unter Berucksichtigung der Anzahl vorange-
gangener Besamungen fur die beiden Besamungsmethoden

puameer | AL | b, | (| Ots
ichkeit

0 52,0 % 40,4 % 63,4 %

KR HVB 1 63,2 % 44,1 % 78,9 %

>1 34,5 % 13,9% 63,1 %

0 53,6 % 41,3 % 65,5 %

KR Standard 1 59,4 % 39,0 % 77,0 %

>1 59,7 % 37,2 % 78,8 %

Abk.: KI: Konfidenzintervall; KR: Konzeptionsrate; HVB: high-volume-Besamung; Standard:
Standardbesamung; 0: keine vorangegangene Besamung; 1: eine vorangegangene Besamung;
> 1: mehr als eine vorangegangene Besamung
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Tabelle 18: Modellierte Wahrscheinlichkeiten und Konfidenzintervalle der
Konzeptionsraten in Bezug auf den Paritatsstatus fur die beiden

Besamungsmethoden
modellierte
- . Unteres Oberes
Parameter Paritatsstatus Wahrschgln— 95 06-K| 95 %-K|
lichkeit
Kalbin 474 % 29,2 % 66,3 %
KR HVB

Kuh 54,8 % 43,8 % 65,3 %
Kalbin 60,8 % 44,3 % 75,1 %

KR Standard
Kuh 53,3% 41,4 % 64,8 %

Abk.: Kl: Konfidenzintervall; KR: Konzeptionsrate; HVB: high-volume-Besamung; Standard:
Standardbesamung

Tabelle 19: Einfluss der Besamungsmethode auf das Ergebnis der Embry-
onengewinnung
Anzahl Embryonen

Parameter Besamungsme-

thode 25 %- . 75 %- i

Quartil Median Quartil Mittelwert

Embryonen | HVB (n=31) 11,5 16,0 26,0 18,2
gesamt Standard (n = 21) 10,0 14,0 24,0 18,9
Embryonen | HVB (n=31) 35 8,0 15,5 10,3
tauglich Standard (n = 21) 7.0 10,0 14,0 11,9
Embryonen | HVB (n=31) 1,5 5,0 10,5 6,6
unbefruchtet | standard (n = 21) 0,0 3,0 7.0 5.9
Embryonen | HVB (n=31) 0,0 0,0 2,0 1,3
degeneriert | standard (n = 21) 0,0 0,0 1,0 11

Abk.: HVB: high-volume-Besamung; Standard: Standardbesamung; n: Anzahl an Spulun-
gen, bei denen die Spender mit der jeweiligen Besamungsmethode besamt wurden.
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