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1. EINLEITUNG

Seit Mitte der 80er Jahre werden durchflusszytometrische Analyseverfahren vermehrt auf ihre
Eignung fiir die Spermienbeurteilung tiberpriift. Mit den bisher gebrauchlichen konventionellen
Methoden, die zum Teil auf subjektiver Basis beruhen, wie z.B. die Schitzung der Motilitdt, war
es nur sehr bedingt moglich, die Fertilitdt von ménnlichen Zuchttieren zuverlissig

vorherzusagen.

Gerade fiir Bullenbesamungsstationen ist es sehr wichtig, unterdurchschnittlich fruchtbare
Tiere friithzeitig zu eliminieren, sowie die Produktivitdt von Bullen mit sehr guter Fruchtbarkeit
zu erh6hen. Die bisher mit den durchflusszytometrischen Verfahren gesammelten Erfahrungen
zeigen, dass es mit Hilfe dieser Methoden zwar grundsitzlich moglich ist, die Zuverléssigkeit der
Fertilitdtsvorhersage von Besamungsbullen zu verbessern. Nach wie vor gibt es aber sehr
unterschiedliche Einschidtzungen tiber die praktische Einsatzmdglichkeit der Verfahren. Ein
Grund fiir die in der Literatur immer wieder diskutierten Divergenzen, vor allen was die
Korrelation zwischen durchflusszytometrisch ermittelten Spermaparametern mit den von den
Bullen erreichten Non-Return-Raten angeht, diirfte die Tatsache sein, dass es sich hierbei um
bereits vorselektierte Tiere handelt, deren Spermaqualitdt bestimmte Mindestauforderungen
erfiillt. Es ist daher nicht iiberraschend, dass die relativ geringen Qualitdtsunterschiede und ihre
moglichen Auswirkung auf die Fertilitdt auch mit Hilfe der durchflusszytometrischen Verfahren

nicht in jedem Fall zuverléssig erfasst werden kdnnen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher, an Ejakulaten mit groBeren
Qualitdtsunterschieden zu iiberpriifen, ob mit Hilfe durchflusszytometrisch erfasster Parameter
tatsdchlich Aussagen iiber die Fertilitdt zu erhalten sind. Als Modell fiir diese Untersuchung
wurden Bullen gewéhlt, bei denen durch eine experimentell herbeigefiihrte skrotale

Hyperthermie eine temporére Verschlechterung der Spermaqualitdt ausgelost wurde.



2. LITERATUR

2.1. Physiologischer Ablauf der Spermatogenese und der epididymalen Spermienreifung

beim Bullen

Die Entwicklung der Ursamenzelle (Spermatogonie) im Keimepithel (Tubuli seminiferi
contorti) des Hodens zum befruchtungsfahigen Spermatozoon, die sogenannte Spermatogenese,
umfasst den Spermatogonienvermehrungszyklus (Spermatocytogenese) und die sich
anschlieBende Spermiogenese, eine zytologische Transformation der Spermatiden. Mit der
Nebenhodenpassage, in der weitere Reifungsvorgénge stattfinden (epididymale Spermien-
reifung), ist die Produktion von befruchtungsfahigen Spermatozoa abgeschlossen (Barth and

Oko, 1989; Johnson ef al., 1994; Leidl, 1968) (Abb. 1).
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Abb. 1: Der Verlauf der Spermatogenese und der Nebenhodenpassage des Rindes (modifiziert
nach Barth and Oko, 1989 und Johnson et al., 1994).

Spermatocytogenese

Die Ursamenzellen stellen die erste Entwicklungsstufe der Spermien dar. Sie liegen in einer
Schicht an der Basalmembran der Samenkanilchen und bringen durch fortgesetzte Mitosen neue
Spermatogonien hervor. Diese teilen sich weiter mitotisch und bilden {iber die Zwischenstadien
der A-Spermatogonien, die intermedidren Spermatogonien und B-Spermatogonien, die priméren
Spermatozyten (Berndtson and Desjardins, 1974). In der folgenden Reifeteilung wird die
Chromosomenzahl auf den haploiden Satz reduziert. Es entstehen die sekundaren
Spermatozyten. Durch die sich anschlieBende zweite meiotische Teilung werden Spermatiden
mit jeweils 1/2n DNS gebildet (Berndtson and Desjardins, 1974). Der vollstindige Prozess der
Spermatocytogenese dauert beim Bullen ungefahr 45 Tage (Johnson et al., 1994).



Spermiogenese

Die fortschreitende Umwandlung der runden Spermatiden zu Spermien wird als
Spermiogenese bezeichnet. Die dafiir benotigte Zeit variiert bei den verschiedenen Haus-
sdugetieren. Beim Bullen betrégt sie 17 Tage (Johnson ef al., 1994). Die Differenzierung der
Spermatiden zu Spermatozoen umfasst die speziesspezifische Ausgestaltung des Spermien-
kopfes, die Bildung des Akrosoms und die Entwicklung des Schwanzes (Berndtson and
Desjardins, 1974). Der Prozess der Spermiogenese ist in vier Phasen eingeteilt: Golgi-, Kappen-,
Akrosom- und Reifungsphase. Besonders hervorzuheben ist dabei die Ausstattung des Spermien-
kopfes. Die Membran der Kopfkappe wird mit sogenannten Spermadhésinen versehen. Dabei
handelt es sich um eine Gruppe multifunktioneller Proteine, die in der Kette der Ereignisse bis
hin zur Kapazitation, Gametenerkennung und Spermien-Eizell-Bindung eine tragende Rolle
besitzen (Calvete et al., 1995). Nach Abschluss der Reifungsphase erfolgt die Freisetzung der
Spermien (Spermiation) durch aktive Verformungsprozesse der Sertolizellen und Kontraktion
der Tubuluswand ins Lumen der Samenkanélchen. Die Spermien werden schlielich in das
Hodennetz (Rete testis) abgegeben, welches wiederum mit den Ductuli efferentes des

Nebenhodens in Verbindung steht (Schummer and Vollmerhaus, 1987).

Nebenhodenpassage

Der Nebenhoden (Epididymis) dient der Speicherung und weiteren Reifung der Spermien
(Schummer and Vollmerhaus, 1987). Wihrend der Nebenhodenpassage erfahren die Spermien
verschiedene physiologische, biochemische und morphologische Verdnderungen, die insgesamt
als epididymale Spermienreifung bezeichnet werden. Erst durch diese Reifung erlangen die
Spermien ihre volle Befruchtungsfahigkeit (Bamberg, 1975). Der Prozess dieser Reifung

beinhaltet folgende Verédnderungen:

- Verlagerung und Ablosung des zytoplasmatischen Tropfchens vom Mittelstiick der
Spermien.

- Umwandlung von Grof3e, Form und Ultrastruktur des Akrosoms.

- Verdnderungen der Plasmamembran hinsichtlich ihrer Lipid- und Glykoproteinzusammen-
setzung.

- Motilitdtsdnderungen der Spermien. Im Nebenhodenkopf sind die Spermien weitgehend
unbeweglich oder zeigen hdchstens eine unkoordinierte Bewegung, wihrend sie im

Nebenhodenschwanz eine gerichtete Vorwértsbewegung erkennen lassen.



Die physiologische Passagezeit der Spermien durch den Ductus epididymidis bis zu seiner
Miindung in den Ductus deferens wird beim Rind mit ca. 14 Tagen angegeben (Ross and

Entwistle, 1979; Sinowatz, 2001).

2.2. Morphologie der Bullenspermien

Das reife, befruchtungsfahige Spermium lésst sich beim Bullen ebenso wie bei den anderen
Sdugetieren in Kopf und Schwanz unterteilen. Am Kopf wird eine akrosomale und eine
postakrosomale Region unterschieden. Der Schwanz des Spermiums besteht aus vier anatomisch
getrennten Abschnitten: dem Halsabschnitt, dem Mittelstiick, dem Hauptstiick und dem
Endstiick. Alles wird von einer gemeinsamen Membran umgeben (Saacke and Almquist, 1964).
Im Folgenden sollen nur die zum Verstindnis dieser Arbeit wichtigsten Aspekte der

Spermienmorphologie erwdhnt werden.

2.2.1. Plasmamembran

Das gesamte Spermium wird von einer Plasmamembran umhiillt. Wie in anderen Zellen
besteht die Plasmamembran hauptsidchlich aus Phospholipiden, die infolge ihres amphipatischen
Charakters im wassrigen Milieu spontan zur Bildung von Doppelmembranen mit hydrophilen
Oberflachen und lipophiler Zwischenschicht fahig sind (Lodish ef al., 1995). Darin eingelagert
sind neben Cholesterinmolekiilen vor allem Proteine, Glykoproteine und Proteoglykane. Diese
besondere Konstruktion gibt der Plasmamembran eine relative Impermeabilitét fiir Molekiile mit
polarer elektrischer Ladung (Buddecke, 1980). Bei Schadigung der Plasmamembran, zum
Beispiel durch niedrige Temperaturen, kommt es zu einem Verlust der Membranfluiditit bis hin
zur Auflosung der lamelldren Doppelmembranstruktur. Die Membranpermeabilitdt sowie die
metabolische Funktionsfdahigkeit dieser biologischen Einheit wird somit stark gestort (Watson,
1981). Gleichzeitig erhoht sich die Permeabilitit fiir verschiedene Farbstofflosungen (Hancock,
1951).



2.2.2. AKkrosom

Ein funktionell wichtiger Bestandteil des Kopfes ist das Akrosom. Es ist ein abgeflachtes
Vesikel, welches kappenférmig den vorderen Abschnitt des Spermienkernes umhiillt. Im
Liangsschnitt liegen von innen nach auf3en vier Membranen iibereinander. Die innere akrosomale
Membran liegt auf der Kernmembran. Zwischen ihr und der dufleren akrosomalen Membran
befindet sich die akrosomale Matrix. SchlieBlich ist die &ulere akrosomale Membran von der
Plasmamembran umgeben. Zwischen der dulleren akrosomalen Membran und der
Plasmamembran befindet sich ein schmaler cytoplasmatischer Spalt. Die innere und die duflere
akrosomale Membran gehen am dquatorialen Segment der Spermienzelle ineinander {iber
(Schuelke, 1982). Wihrend der Spermatogenese entsteht das Akrosom aus enzymgefiillten
Vesikeln des Golgi-Apparates. Der Inhalt des Akrosoms besteht aus verschiedenen
hydrolytischen Enzymen (Akrosin, Hyaluronidase, verschiedene saure Hydrolasen und
Esterasen), die bei der Interaktion zwischen Spermien und der Corona radiata bzw. Zona

pellucida der Eizelle aktiviert werden (Eddy and O'Brien, 1994).

2.2.3. Chromatinstruktur

Das Chromatin, welches die DNA-Strange enthilt, ist in Spermien hoher kondensiert als in
somatischen Zellen, ist lamellenartig verpackt (Satori Blanc ef al., 2001) und fiillt die Nuclei
komplett aus (Love and Kenney, 1999). Die Zellkernproteine des diploiden Genoms, die
Histone, werden im Verlauf der Spermatogenese durch Protamine ersetzt. Durch die
Komprimierung der Chromatinsubstanz wird wihrend der Spermatogenese und der
epididymalen Reifungsphase die Erbsubstanz vermehrt gegeniiber mutagenen Substanzen und
Umwelteinfliissen geschiitzt und ihre Integritét bis zur Fertilisation aufrechterhalten (Evenson

and Jost, 2000; Love and Kenney, 1998).

2.2.4. Mitochondrien

Die ldngsovalférmigen Mitochondrien des Spermiums liegen schraubenartig angeordnet im
Mittelstiick des Schwanzes. Thr Aufbau zeichnet sich durch zwei voneinander getrennte

Membransysteme aus: Eine glatte duflere und eine innere, stark gefaltete Membran, welche die



Mitochondrienmatrix umschlieft. Wahrend des Ablaufs der oxidativen Phosphorylierung
(Atmungskette) in der Innenmembran der Mitochondrien werden Protonen aus der Matrix nach
aullen geschleust. So entsteht ein Protonengradient und damit ein pH-Gradient an der inneren
Mitochondrienmembran. Gleichzeitig wird mit den Protonen positive Ladung nach auflen
geleitet, so dass die Innenseite der inneren Membran negativ geladen ist (Lehninger ef al., 1994).
Dieser elektrochemische Gradient zwischen Innen- und Aullenseite der inneren Mitochondrien-
membran wird als Mitochondrienmembranpotential (MMP) bezeichnet. Nach COSSARIZZA et
al. (1996) betrdagt das MMP bei funktionstiichtigen Mitochondrien - 180 bis - 200 mV. Diese so
gespeicherte Energie wird fiir die ATP-Synthese verwendet, wobei sich iiber die Hohe des
Mitochondrienmembranpotentials Riickschliisse auf die Mitochondrienfunktion und den
Energiestatus der Spermien ziehen lassen. Diese energetisch hochwertigen ATP-Molekiile
werden fast ausschlieBlich fiir die Vorwirtsbeweglichkeit der Spermien bendtigt (Gravance et
al., 2000). Die Motilitdt der Spermien ist daher in erster Linie von der Syntheseleistung der

Mitochondrien abhingig (Auger et al., 1989).

2.3. Wirmeregulation des Hodens

2.3.1. Physiologische Wirmeregulation des Hodens

Die physiologische Kerntemperatur im Hoden von Haussdugetieren und dem Menschen liegt
um ca. 2,5-4,0 °C niedriger als die Korpertemperatur (Waites, 1970). Wie wichtig die Einhaltung
dieses Temperaturunterschiedes ist, zeigen Untersuchungen bei Sdugetieren an kryptorchiden
Hoden, die morphologische und funktionelle Abweichungen aufweisen. Diese Verdnderungen
sind auf die intraabdominal herrschende hohere Temperatur zuriickzufithren (Moore, 1923). Der
anatomische Bau und die physiologische Umgebung des Hodens sind daher auch unter diesem

Gesichtspunkt zu betrachten.

Mit Ausnahme von einigen wenigen Sdugetieren, wie zum Beispiel Elefanten, Klippschliefer
(Setchell and Mieusset, 1996), Wale (Rommel et al., 1992; Rommel ef al., 1994) und Robben
(Blix et al., 1983; Rommel et al., 1995), liegen bei den geschlechtsreifen Haussdugetieren die
Hoden extraabdominal im sog. Processus vaginalis, einer Ausstiilpung des Bauchfelles in der
Leistengegend. Sie sind vor der Aullenwelt geschiitzt durch den Hodensack, einer besonderen

Modifikation des duBeren Integuments. Das Skrotum unterscheidet sich von der normalen



duBeren Haut durch verschiedene Eigenschaften: Einmal ist die diinne dulere Haut, Cutis scroti,
im Gegensatz zur librigen Korperhaut besonders reich an Talg- und Schweif3driisen. Die
folgende Hiille, eine muskuloselastische Schicht, Tunica dartos, enthélt zahlreiche glatte
Muskelfasern (Hartig, 1954). Das Fettgewebe, das vor Abkiihlung schiitzt, fehlt im Skrotum
vollig (Harrenstein, 1928). Im Vergleich zur restlichen Haut ist ein besonders ausgepragter

subepidermaler Lymphgefa3plexus vorhanden (Esser, 1932).

Bei exogener oder endogener Wiarmeeinwirkung auf den Hodensack entspannt sich die
Tunica dartos und die skrotale Oberflache vergroBert sich, der Hoden sinkt in die tiefste Stelle
des Hodensacks. Bei Kilteeinwirkung kommt es umgekehrt zu einer Verkleinerung des
Skrotums, da die Kontraktion der Tunica dartos zu einer vielfachen Faltung des Hodensackes
fiihrt. Dies bewirkt eine geringere Wiarmeabstrahlung, was durch die gleichzeitige reflektorische
Kontraktion des M. cremaster unterstiitzt wird, indem der Hoden nahe an die Bauchwand
herangezogen wird, so dass durch die Kdrperwérme ein Temperaturausgleich erfolgen kann

(Hartig, 1954).

Auch die Blutversorgung spielt fiir die Warmeregulation des Hodens eine entscheidende
Rolle. Sie erfolgt hauptsichlich tliber die Arteria spermatica interna (Abb. 2). Dieses Gefal3 gibt
nach seiner Abzweigung aus der Aorta nur unbedeutende Seitendste ab, so dass es fast
ausschlieBlich der Versorgung von Hoden und Nebenhoden dient. Durch den Descensus
testiculorum erféhrt dieses Gefall eine ungewohnliche Verldngerung, gleichzeitig aber auch eine
entsprechende Verengung. Weiterhin bewirkt eine ausgepragte Schleifenbildung der Arterie vor
dem Herantreten an den Hoden eine zusétzliche Gefa3verldngerung. Diese Schleifenbildung
fithrt zu einer Verlangsamung der Blutstromung und ermdglicht dadurch eine gewisse

Wiérmeregulation (Harrison and Weiner, 1949).

Die aus der Bauchaorta bzw. der V. cava caudalis entspringenden Arteria und Vena
testicularis gelangen im gestreckten Verlauf zum Anulus vaginalis und treten in den
Samenstrang ein. Die Arterie bildet in ihrem Verlauf zum Hoden im Samenstrang ein aus dicht
beieinander liegenden Schlingen bestehendes konisches Rankenkonvolut (Abb. 2). Die Vene
hingegen 16st sich in ein dichtes Geflecht kleinerer Zweige auf, die die groben Schlingen der
Arterie allseitig umspinnen. Die Gesamtheit dieses Venengeflechts wird als Rankengeflecht,
Plexus pampiniformis, bezeichnet (Nickel, 1954). Am Hoden angelangt, vereinigt sich das

Geflecht wieder zu groferen Venen; diese treten an die Extremitas capitata des Hodens heran.



Das Gegenstromsystem im Plexus pampiniformis ist wichtig fiir den Warmeaustausch im Hoden.
Dieses Rankengeflecht wirkt als Warmeaustauscher, in dem das arterielle Blut abgekiihlt wird.
Dadurch kann auch bei hohen Umgebungstemperaturen ein Temperaturgradient zwischen

Korperkern und Hoden aufrechterhalten werden (Coulter and Kastelic, 1994; Waites, 1970).

Abb. 2: Blutversorgung des Hodens eines Bullen. 1: A. testicularis als Rankenkonvolut; 2:
Zweige der A. testicularis auf der Organoberfldche; 3: Zentripetalarterien; 4:
Kmaiuelbildung im Meduastinum testis; 5: Zentrifugalarterien; 6: Kapillargebiet der
Tubuli seminiferi contorti; 7: Zentrifugalvenen; 8: Venentapete an der Organoberfliche;
9: Plexus pampiniformis; Tsc: Tubuli seminiferi contorti; Rt: Rete testis (modifiziert
nach Amselgruber and Sinowatz, 1987).

SETCHELL (1998) vermutet, dass unter dem Einfluss von Warme durch reflektorische
Innervation der duBBerlichen Neurorezeptoren die skrotale Arterienerweiterung induziert wird.
Diese Innervation fiihrt zur Beseitigung des sympathischen vasokonstriktorischen Spannungs-

zustandes und einer Zunahme der Durchblutung.



2.3.2. Einfluss der Hyperthermie auf die Samenqualitit beim Bullen

Die im Vergleich zur Korperinnentemperatur um ca. 2,5-4,0 °C niedrigere Skrotaltemperatur,
die Funktion des M. cremaster und die in den Sommermonaten schwankende Spermienqualitét
lassen vermuten, dass moglicherweise thermische Faktoren die Hodenfunktion beeinflussen
(Coulter, 1988; Kraemer, 2000; Sinowatz, 2001). Eine Warmebelastung des Hodengewebes hat
erheblichen Einfluss auf die Spermienqualitét und Fertilitdt (Setchell, 1998).

Um den Effekt hoherer Temperatur auf die Spermienqualitit zu untersuchen, wurden
verschiedene Versuchsansétze durchgefiihrt, wie z.B. die erhohte Umgebungstemperatur, die
lokale Wérmeapplikation durch den kiinstlich induzierten Kryptorchismus, Warmezufuhr an die
Hoden mittels Wasserbad oder Temperaturerhohung durch eine Isolierung des Skrotums

(Setchell, 1998).

Erhohte Umgebungstemperatur

In frithen Untersuchungen (Cassady et al., 1953; Skinner and Louw, 1966) zeigten sich bei
Bullen, die einer erhohten Umgebungstemperatur ausgesetzt gewesen waren, nach einer Woche
morphologisch abnorme Spermien, groftenteils Kriimmlinge und abgeloste Kopfe. Neben der
Motilitdt ging zudem die gesamte Spermienanzahl als auch die Spermienkonzentration zurtick.
Diese Veridnderungen konnten 40 bis 60 Tage nach dem Ende der Warmeapplikation beobachtet

werden.

Lokale Wirmeapplikation mittels Wasserbad

EL AZAB (1966) fand heraus, dass eine 1- bzw. 3-stiindige Hodenerwarmung mittels eines
Wasserbads von 43 °C nach der 3. Woche zu einer Vermehrung primérer Spermienanomalien
und zwischen der 4. und 7. Woche zu einer Erhdhung des Anteils von Kriimmlingen fiihrte. Die
Hodenerwérmung fiir 6, 12 und 18 Stunden hatte bereits am 9. Tag ein Ansteigen des Prozent-
satzes von abgeldsten Kopfen zur Folge. AuBBerdem wurde ab der 3. Woche nach der
Behandlung eine Zunahme der primir missgebildeten Samenzellen beobachtet. 11 Wochen nach
der Behandlung ging der Anteil der pathologischen Spermien auf die urspriinglichen Werte
zuriick. Ab der 3. Woche nach der Warmeapplikation nahm die Spermienkonzentration ab, 9
Wochen nach der Applikation stieg die Dichte wieder kontinuierlich an. Nach einer 4,5-
stiindigen Hodenerwarmung mittels Wasserbad von 43 °C beobachtete WIDMANN (1974),

dass es infolge diese Warmenoxe nach 20 Tagen zu einer Teratospermie kam.
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Lokale Wiarmeapplikation durch Isolierung des Skrotums

In den Versuchen von WILDEUS und ENTWISTLE (1983) und VOGLER et al. (1991; 1993)

konnte nachgewiesen werden, dass eine 48-stiindige skrotale Isolierung die Spermatogenese zu
vorhersagbaren Zeitpunkten stort. Die Bezeichnung und Erscheinungszeit der Spermien-
anomalien waren (Tag 0 = Einleitung der Isolierung): abgeloste Kopfe, von Tag 6 bis Tag 30;
abnorme Akrosomen, 12-27; abnorme Schwinze, 12-23; Diadem (Kopfdefekt; Sackbildung bei
Invagination der Kernhiillen), 15-18; pyriform und nuclear vacuoles (Kopfdefekt), 15-21;
Protoplasmatrépfchen, 17-23; und Dag-Defekt (Verbindungstiickdefekt des Schwanzes), 30.
AuBerdem fanden VOGLER et al. (1991), dass die Spermienanzahl nicht signifikant beeinflusst
wurde und der Anteil der motilen Spermien ab Tag 15 abnahm. Im Gegensatz zu Nativsperma
zeigte Tiefgefriersamen, der aus Ejakulaten zwischen Tag 3 und 9 nach der Warmeapplikation
stammte, einen geringeren Anteil motiler Spermien und solcher mit intaktem Akrosom. Daraus
wurde geschlossen, dass die Warmeeinwirkung am Hoden die Spermien im Nebenhodenkopf
sowie die Spermatiden beeinflusst. Spéter entdeckte ACEVEDO (2001) bei einem &hnlichen 48-
stiindigen Hodenerwarmungsversuch durch skrotale Isolierung, dass auch eine hohe Korrelation
zwischen den resultierenden Kopfdefekten der Spermien und den Verdanderungen ihrer

Chromatinstruktur besteht (P <0,01).

Lokale Wiarmeapplikation durch Isolierung des Samenstrangs

KASTELIC et al. (1995) beobachteten, dass auch eine 7-tigige Hyperthermie am

flaschenhalsformigen Samenstrang-Teil des Skrotums bei fiinf Bullen zu Veridnderungen der
Spermienqualitit fithrte. Ab Tag 5 bis 8 nach Versuchsbeginn war der Anteil der Spermien mit
Mittelstliickdefekt erhoht. Spater, zwischen Tag 18 und 21, nahm der Anteil der Spermien mit
Protoplasmatropfchen und mit Kopfanomalien ebenfalls zu. Erst 35 Tage nach Erwdrmung wies
der Samen eine Qualitét entsprechend der vor der Warmeapplikation auf. Die Autoren schlossen
daraus, dass Spermatiden im Verlauf der Spermiogenese und Spermatozoa im Nebenhoden am

empfindlichsten auf erhohte Temperatur reagieren.

Bei einer Erhdhung der Umgebungstemperatur kann nicht ausgeschlossen werden, dass
vielfdltige physiologische, metabolische und endokrinologische Verdanderungen im Organismus
indirekt die Samenqualitét beeinflussen (Setchell, 1998). Eine lokale Warmeapplikation direkt

am Hoden des Bullen mittels eines Wasserbades ist praktisch nur schwer durchfiihrbar, da laut
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EL AZAB (1966) iiber einen Zeitraum von 48 Stunden neben einer Fixation auch eine Sedation

durchgefiihrt werden muss.

Im Vergleich zu einer 7-tdgigen Hyperthermie am Samenstrang (Kastelic et al., 1995) bietet
die in dieser Arbeit gewihlte 48-stiindige skrotale Isolierung neben einem kiirzeren
Behandlungszeitraum und einem geringeren praktischen Aufwand auch die Gewihr einer
systemischen Erwdrmung des gesamten Skrotums (Acevedo, 2001; Vogler et al., 1993; Vogler et
al., 1991; Wildeus and Entwistle, 1983).

2.4. Durchflusszytometrische Spermienuntersuchungen

Eine neue Methode, von der man sich wesentliche Fortschritte in Richtung einer objektiven
Spermabeurteilung verspricht, ist die durchflusszytometrische Analyse der Spermien mit Hilfe
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbungen. Hierbei werden Spermien mit einem fluoreszierenden
Farbstoff markiert und in einen Fliissigkeitsstrom geleitet, der einem Laserstrahl ausgesetzt wird.
Die von den einzelnen Zellen emittierten fluoreszierenden Signale werden von einem optischen
System detektiert und in digitale Signale umgewandelt, die dann von einem Computer

ausgewertet werden (Ballachey et al., 1986).

Die Anféarbbarkeit von Spermien mit Fluoreszenzfarbstoffen liefert spezifische Informationen
iiber den funktionalen Status der Zellen. Es lassen sich so z.B. die Integritit der Plasmamembran,
der akrosomale Status, die Chromatinstruktur und das Mitochondrienmembranpotential der

Spermien untersuchen.

Der Vorteil dieser neuen Technik liegt zum einen in der Analyse tausender Spermien
innerhalb von Sekunden (Ballachey et al., 1986; Graham et al., 1990; Stolla, 1984) und zum
anderen in der hoheren Sensitivitdt verglichen mit anderen Methoden (Magistrini et al., 1997,
Miyazaki et al., 1990). Auch lassen sich mit dieser Methode verschiedene

Samenqualitdtsparameter gleichzeitig bestimmen (Ballachey et al., 1986).



12

2.4.1. Bestimmung der Plasmamembranintegritit mittels SYBR® 14 / PI - Firbung

SYBR™ 14 und Propidiumjodid (PI) sind Fluoreszenzfarbstoffe, die an die DNA der Zellen
binden. PI, ein nach optischer Laseranregung rotfluoreszierender Farbstoff (Excitation/Emission
488/617 nm), ist nicht membranpermeabel und férbt also nur Zellen mit geschéddigter Plasma-
membran (Garner et al., 1994; Grogan and Collins, 1990; Harrison and Vickers, 1990).

SYBR" 14 hingegen, ein griinfluoreszierender Farbstoff (Ex/Em 488/516 nm), kann die intakte
Plasmamembran passieren und farbt deshalb alle Zellen unabhidngig von dem funktionellen
Zustand der Zellmembran. Mit Hilfe einer kombinierten Farbung mit SYBR® 14 und PI kann die
Plasmamembranintegritit der Spermien durchflusszytometrisch bestimmt werden (Garner et al.,
1994). Spermien mit geschidigter Zellmembran werden mit PI angefarbt, wobei es an der DNA
bereits gebundenes SYBR™ 14 verdriingt. Nach Firbung mit SYBR® 14 und PI identifizierten
GARNER und JOHNSON (1995) drei unterschiedlich angefarbte Spermienpopulationen:
Spermien mit geschiadigter Plasmamembran férben sich im Kopf rot, Spermien mit intakter
Plasmamembran sind griin geférbt und Spermien mit teilweise geschidigter Plasmamembran

sind sowohl rot als auch griin angefarbt (Abb. 3).

Abb. 3: Spermien nach SYBR® 14 / PI - Firbung unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Olimmersion; VergroBerung 1:1000). a: Spermien mit geschidigter Plasmamembran; b:
Spermium mit intakter Plasmamembran; c: Spermium mit teilweise geschadigter
Plasmamembran.

Die zweifarbigen Spermien wurden von GARNER und JOHNSON (1995) als moribund

bezeichnet. Fiir die Auswertung wurden sie von den Autoren den Spermien mit geschadigter
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Plasmamembran zugerechnet, da sie bereits erste Degenerationserscheinungen der Zellmembran

zeigten.

Die Studie von GARNER et al. (1997) an aufgetautem Bullentiefgefriersperma ergab eine
hohe Korrelation zwischen SYBR® 14 - positiven Spermien und dem Anteil

vorwirtsbeweglicher Spermien (r = 0,97; p < 0,001).

2.4.2. Bestimmung des akrosomalen Status mittels FITC-PNA / SYTO® 17 / PI - Firbung

Nach BLOTTNER et al. (1998) ist eine selektive Fluoreszenzmarkierung des Akrosoms sehr
gut mit Lektinen moglich, an die Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Fluorescence-Isothiocyanat
(FITC) konjugiert sind. Dabei haben sich besonders Lektine von Arachis hypogea (peanut
agglutinin, PNA) und Pisum sativum (PSA) bewéhrt. PNA zeigt eine selektive Bindung an die
duBere Akrosomenmembran (Blottner ef al., 1998; Cheng et al., 1996; Cooper and Yeung, 1998;
Gadella et al., 2001; Mortimer et al., 1987; Sirivaidyapong ef al., 2000). Die Zellmembran
vitaler Spermien ist nicht durchlissig fiir FITC-PNA (Cheng et al., 1996). SYTO® 17 (Em 634
nm) ist ein membranpermeabler Farbstoff, der sich, vergleichbar mit SYBR® 14, an die DNA
anlagert. Daher férben sich Spermien mit intakter Plasmamembran und mit intaktem Akrosom
mit SYTO® 17 an und emittieren nach Laseranregung Licht im orangen Bereich. Bei vitalen
Spermien kommt es im Verlauf der Akrosomenreaktion zur sogenannten Vesikulation, wobei die
Zellmembran und die dullere Akrosomenmembran miteinander verschmelzen. Diese Spermien
zeigen zusitzlich zu der orangen Kernfirbung durch SYTO® 17 eine deutlich griin
fluoreszierende Kopfkappe, da sich FITC-PNA (Ex/Em 495/518) an die dullere Akrosomen-
membran binden kann. Davon zu unterscheiden sind die Spermien mit geschadigter Plasma-
membran, die, soweit sie noch Teile einer dulleren Akrosomenmembran besitzen, neben einer
roten Kernfarbung (PI) eine griine Fluoreszenz im Bereich der Kopfkappe aufweisen. Eine
Dreifachfarbung an unfixierten Spermien mit anschlieBender durchflusszytometrischer
Auswertung ermoglicht also die Unterscheidung zwischen vitalen Spermien mit Akrosomen-
reaktion und toten Spermien mit degeneriertem Akrosom (Thomas ef al., 1997). Somit lassen
sich nach der Anwendung der FITC-PNA / SYTO® 17 / PI - Kombinationsfirbung vier
verschiedene Spermienpopulationen unterscheiden (Rathi et al., 2001): vitale Spermien mit
intaktem Akrosom sind im Kern orange geférbt, vitale Spermien mit Akrosomenreaktion sind im

Kern orange und in der Kopfkappe griin angeférbt, tote Spermien mit Akrosomendegeneration
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féarben sich im Kern rot und am Akrosom griin an. Tote Spermien mit intaktem Akrosom farben

sich nur mit PI an und fluoreszieren daher im Kopf nur rot (Abb. 4).

-
Abb. 4: Spermien nach FITC-PNA/ SYTO® 17 / PI -Férbung unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Olimmersion; VergroBerung 1:1000). a: vitales Spermium mit intaktem Akrosom; b:

vitales Spermium mit Akrosomenreaktion; c: totes Spermium mit
Akrosomendegeneration; d: totes Spermium.

BERNDTSON et al. (1981) untersuchten den Zusammenhang zwischen der Integritét der
Akrosomen und der Motilitdt bei kryokonservierten Bullenspermien. Es zeigte sich zwar eine
signifikante Korrelation (p < 0,01) sowohl beim Vergleich zwischen den Bullen (r = 0,33) als
auch beim Vergleich der Werte innerhalb der einzelnen Bullen (r = 0,23), die Korrelations-
koeffizienten waren allerdings so niedrig, dass die Autoren daraus schlossen, dass zwischen den
untersuchten Parametern keine direkte Abhéngigkeit besteht und es nur zu kolinearen
Veranderungen der beiden Parameter kommt. THOMAS et al. (1997) beurteilten den
akrosomalen Status bei kryokonservierten Bullenspermien durchflusszytometrisch nach vier
verschiedenen Akrosomenanfarbungen : LysoTracker Green DND-26 (LYSO-G), Acrosin/BIC,
Acrosin/IgG und PNA-FITC. Sie fanden hohe Korrelationen zwischen der Akrosomenintegritat
und der mikroskopisch beurteilten Motilitdt (LYSO-G: r = 0,97; Acrosin/BIC: r = 0,89;
Acrosin/IgG: r = 0,96; PNA-FITC: r = 0,95).

2.4.3. Bestimmung der Chromatinstruktur mittels des

Spermienchromatinstrukturanalyse (SCSATM)

Mit Hilfe des SCSA™ wird die Integritit der Spermienchromatinstruktur untersucht (Evenson
et al., 1991; Love and Kenney, 1998). Das Sperma wird hierzu zunéchst mit einem stark sauren

Medium (pH = 1,2) versetzt, um eine Denaturierung der DNA herbeizufiihren. Die
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Denaturierung fiihrt teilweise zur Trennung der normalerweise doppelstringig vorliegenden
DNA-Molekiile in Einzelstrange. Das Ausmal} der provozierten Denaturierung hingt vom Grad
der Chromatinintegritdt der Spermien ab. AnschlieSend wird der metachromatische DNA -
Farbstoff Akridinorange hinzugefiigt. Doppelstrangige, also intakte DNA, zeigt eine griine
Fluoreszenz, wihrend einzelstrangige Erbsubstanz rot fluoresziert (Evenson et al., 1995;
Evenson et al., 1991). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wird die Intensitét beider
Fluoreszenzen fiir jedes Spermium bestimmt und nachfolgend der Anteil der Rotfluoreszenz an
der Gesamtfluoreszenz (rot + griin) errechnet. Dieser Wert wird nach neuer Nomenklatur DNA-
Fragmentationsindex (DFI) genannt (Evenson et al., 2002). Er nimmt einen Wert zwischen 0 und
1 an. Anhand dieses Wertes ldsst sich das Ausmal} der Denaturierung jedes einzelnen Spermiums
quantifizieren. Je hoher dieser Wert ist, umso mehr Spermien liegen mit teils einzelstringiger
beziehungsweise geschidigter DNA vor. Stellt man die Hiufigkeitsverteilung der Spermien in
Abhingigkeit ihrer DFI-Werte in einem Histogramm dar (Abb. 5), dann erkennt man in der
Regel zwei verschiedene Spermienpopulationen. Neben der Hauptpopulation mit niedrigen DFI-
Werten findet sich eine weitere Population mit hoheren DFI-Werten, die nach EVENSON et al.
(2002) als DFI-Spermien bezeichnet werden.

A Spermien mit niedrigem
DFI-Wert (Hauptpopulation)
EES—

Spermien mit hoherem DFI-Wert (DFI-Spermien)

0 DNA-Fragmentationsindex (DFI) 1

Abb. 5: Héufigkeitsverteilung der DFI-Werte. DFI: der Anteil der Rotfluoreszenz an der
Gesamtfluoreszenz (rot + griin) (modifiziert nach EVENSON et al., 2002).

In der Studie von JANUSKAUSKAS und RODRIGUEZ-MARTINEZ (1995) an
kryokonserviertem Bullensperma wurden negative Zusammenhénge zwischen dem DFI-
Mittelwert und dem prozentualen Anteil lebender Spermien (r = -0,64; p <0,001) sowie
zwischen der Standardabweichung (SD) und lebenden Spermien (r = -0,59; p < 0,001) ermittelt.
Zusammenhinge zwischen der Integritit der Spermachromatinstruktur und der Fertilitdt wurden
bei Eber (Evenson et al., 1994), Hengst (Kenney ef al., 1995) und Bulle (Ballachey et al., 1987;
Ballachey et al., 1988) beobachtet.
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2.4.4. Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials (MMP) mittels JC-1-Farbung

Das lipophile Kation 5,5",6,6 tetrachloro-1,1°,3,3 -tetraethylbenzimidazolcarbocyaninjodid
(JC-1) ist ein membranpermeables Cyanid mit einer delokalisierten positiven Ladung (Reers e?
al., 1991). Dieser metachromatische Farbstoff kann in monomerer Form vorliegen oder
reversibel in Aggregatform iibergehen. JC-1-Monomere werden in die Mitochondrienmatrix
eingeschleust (Cossarizza ef al., 1996). Da es sich um ein positiv geladenes Molekiil handelt, ist
der Einstrom um so stérker, je hoher das Mitochondrienmembranpotential (MMP) ist. Ab einem
Schwellenwert des MMP von —80 bis —100 mV werden reversibel JC-1-Aggregate gebildet.
Nach einer Laseranregung (488 nm) fluoresziert die monomere Form von JC-1 mit einer
Wellenlédnge von 527 nm griin, wéhrend es in Aggregatform bei 590 nm oranges Licht emittiert
(Reers et al., 1991; Smiley et al., 1991). Folglich lassen sich mit Hilfe dieser Farbung und
anschlieender durchflusszytometrischer Auswertung Spermien mit hohem MMP, deren

Mitochondrien orange fluoreszieren, von denen mit niedrigem MMP unterscheiden (Cossarizza

et al., 1996) (Abb. 6).

Y

Abb. 6: Digitales Bild unter dem Fluoreszenzmikroskop nach JC-1-Firbung (Olimmersion;
VergroBerung 1:1000). a: Spermium mit niedrigem MMP; b: Spermium mit hohem
MMP.

GARNER et al. (1997) fanden bei kryokonservierten Bullenspermien hohe Korrelationen
zwischen dem mit JC-1 bestimmten MMP und der Vorwirtsbeweglichkeit der Spermien
(r=0,97; p <0,001). In gleicher Weise korrelierte der prozentuale Anteil an Spermien mit
hohem MMP mit der Anzahl der Spermien, die mit Hilfe einer SYBR"14/PI-Firbung als
plasmamembranintakt eingestuft wurden (r = 0,99; p < 0,001). Neuere Untersuchungen dieser

Autoren (Garner ef al., 2001) bestdtigen dieses Ergebnis (r > 0,84; p < 0,05).
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2.5. Computergestiitzte Spermienuntersuchungen

2.4.5. Computergestiitzte Motilititsanalyse

Mitte der achtziger Jahre wurde die computerassistierte Spermienanalyse (CASA) zur
objektiven Untersuchung der Spermienmotilitit eingefiihrt (Blach et al., 1989; Jasko et al., 1988;
Schroeppel, 1988). Neben der hohen Zuverléssigkeit gegeniiber der subjektiven Beurteilung ist
die Moglichkeit, zusétzlich zum prozentualen Anteil vorwértsbeweglicher und ortsbeweglicher
Spermien auch die Bewegungsgeschwindigkeit und Bewegungsrichtung zu bestimmen (Leidl et
al., 1987; Weitze, 2001), ein weiterer Vorteil. Hierbei werden mit Hilfe einer Videosequenz des
zu untersuchenden Spermas mit variierender Frequenz Einzelbilder angefertigt, auf denen die
Bewegung der einzelnen Spermatozoen mittels Computerprogramm ausgewertet wird. Mehrere

Geschwindigkeits- und Richtungsparameter werden dabei erhoben (Katz ef al., 1985).

Im Vergleich zur konventionellen Motilititseinschidtzung sshen MALMGREN et al. (1997) in
der computergestiitzten Methode eine Moglichkeit, eine bessere Aussage hinsichtlich der
Fertilitdt zu erhalten. In der Literatur gibt es unterschiedliche Aussagen, die von keiner
Korrelation der Motilitdt zur Fertilitdt (Ericsson et al., 1993; Hirai, 2000) bis zu einer hohen
Korrelation (r = 0,54) reichen (Gschwend, 1986). In der Studie von ERICSSON et al. (1993), die
Bullenspermien mit Carboxydimethylfluoreszeindiazetat (CDMFDA) und Rhodamin 123
anfirbten und so simultan die Integritdt der Plasmamembran und das MMP beurteilten, fanden
sich gute Zusammenhénge zwischen den Spermien mit intakter Plasmamembran und gleichzeitig

hohem MMP und der Motilitét (r = 0,78; p < 0,05).

2.4.6. Computergestiitzte Morphometrie

Neben der iiblicherweise verwendeten Methode der subjektiven Beurteilung der Morphologie
der Spermien wurde in den letzten Jahren die computergestiitzte Morphometrie entwickelt
(Davis et al., 1992; Garrett and Baker, 1995; Kruger et al., 1995; Kruger et al., 1996; Perez-
Sanchez et al., 1994). Mit dem Ziel, die bei der morphologischen Spermauntersuchung bisher
stets vorhandene Subjektivitit zu reduzieren, entwickelten verschiedene Hersteller

unterschiedliche Auswertungssysteme. Diese wurden bisher hauptsdchlich im human-
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medizinischen Bereich erprobt, jedoch fanden im tiermedizinischen Bereich ebenfalls einzelne
Anwendungsversuche bei Ratten (Davis et al., 1994), bei Kaninchen (Gravance and Davis,
1995), beim Eber (Hirai, 2000), beim Hengst (Davis et al., 1993; Uhlenbrock, 1999) und beim
Bullen (Hirai, 2000; Rasshofer, 1998; Sailer et al., 1996; Suzuki et al., 1997) statt. Die voll-
automatischen Systeme werden dadurch charakterisiert, dass der Computer die Objekttrager
eigenstdndig absucht und dabei die Basisparameter (Flache, Lange, Breite, Umfang des

Spermienkopfes) anhand ihres Grauwertes und ihrer Pixelgrof3e bewertet.

In den Studien von KRUGER et al. (1993; 1995) korrelierten bei der morphologischen
Spermienuntersuchung die subjektive (manuelle) und die computergestiitzte Methode
miteinander. Jedoch ist bei der computergestiitzten Spermienmorphometrie besonders auf die
methodischen Komponenten zu achten, welche die Dimension des Spermienkopfes beeinflussen
konnen. OMBELET et al. (1995) nennen folgende Faktoren: 1. Herstellung und Farbung der
Ausstriche; 2. optische Ausstattung und VergroBerung des Lichtmikroskops; 3. Qualitit der
Videokamera; 4. BildgroBe (Pixelanzahl) der Bildumwandlungskarte; 5. Bild-
verarbeitungstechnik und in besonderem Maf3e 6. Definitionen der metrischen Daten abhédngig
vom Klassifikationssystem. Jeder dieser Faktoren beeinflusst die Ergebnisse. In den Studien von
RASSHOFER (1998) und UHLENBROCK (1999) war eine automatische Ermittlung
morphometrischer Kriterien fiir Spermienanomalien beim Bullen und Hengst mit der zur
Verfiigung stehenden Software (Metrix, Version 10.7B) nicht moglich. Bei einer Uberpriifung
der Zuverldssigkeit des Systems, verglichen mit einer subjektiven Auswertung durch einen
geiibten Untersucher, erbrachte die subjektive Beurteilungsmethode iiberraschenderweise

bessere Ergebnisse.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsaufbau

Die Untersuchungen iiber die Auswirkungen einer lokalen Hodenerwéarmung auf die
Spermaqualitdt wurden bei vier Bullen zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen Februar bis
September 2002 durchgefiihrt. Wéahrend des Untersuchungszeitraumes, der sich von Tag 7 vor
der lokalen Hodenerwiarmung bis zum 83. Tag nach der Warmeapplikation erstreckte, wurden
die Hoden der Versuchstiere sonographisch untersucht und verschiedene Samenuntersuchungen
vorgenommen. In dem Zeitraum von Tag —7 bis zum Tag 61 wurde von den Bullen dreimal pro
Woche ein Ejakulat und in dem verbleibenden Zeitraum noch einmal pro Woche ein Ejakulat
gewonnen, untersucht und verarbeitet. Jedes Ejakulat wurde sowohl konventionell, als auch mit
der computergestiitzten Durchflusszytometrie analysiert und beurteilt. Am Tag 0 wurde
anschlieend an die Samengewinnung mit der 48-stiindigen Wéarmeapplikation am Hoden

begonnen (Abb. 7).

FTod |
7-5-202 5 912 1619 2326 30 33 3740 4447 51 54 58 61 68 76

[Tag]
Wirmeapplikation am Hoden

Abb. 7: Zeitpunkte der Spermagewinnung und —untersuchung vor (-) und nach lokaler
Wiérmeapplikation (Tag 0 bis Tag 83) am Hoden.

3.2. Untersuchte Tiere und Samengewinnung

Fiir den Versuch wurden vier klinisch gesunde Bullen der Rasse Deutsches Fleckvieh im
Alter von 18-29 Monaten herangezogen. Diese Bullen hatten eine Spermaqualitdt mit mehr als
80% morphologisch normalen und mindestens 70% vorwértsbeweglichen Spermatozoa.
Wihrend des Versuchszeitraumes wurden die Bullen in einem Stall in Anbindehaltung gehalten.
Zur Gewinnung der Ejakulate wurde eine kiinstliche Vagina der Firma Minitiib verwendet,

wobei jeweils ein anderer Bulle als Deckpartner diente.
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3.3. Lokale Wirmeapplikation am Hoden

Um den ganzen Hoden und den Hodenhals zu isolieren, wurde das Skrotum mit einem
wasserdichten, wattierten Nylonbeutel umschlossen. Der Nylonbeutel wurde fiir 48 Stunden
befestigt. Um eine Verlagerung des Nylonbeutels mdglichst gering zu halten, wurde dieser mit
Hilfe von Gurten und medizinischen Béndern fixiert (Abb. 8). Die oberflachliche skrotale

Temperatur wurde mit Hilfe einer Temperatursonde alle 2 Stunden gemessen.

Abb. 8: Lokale Hodenerwarmung mittels eines Nylonbeutels.

3.4. Konventionelle Spermaanalyse

Nach Gewinnung der Ejakulate wurden Volumen, Wolkenbildung, Farbe, Beimengungen und
Konsistenz der Spermaprobe makroskopisch untersucht. Die Samenkonzentration wurde mit

Hilfe eines Photometers der Firma Minitiib (SDM4) bestimmt.

Zur Beurteilung der Morphologie und des Anteiles toter Spermien im Ejakulat wurde ein
Ausstrich mit Bromphenolblau-Nigrosin erstellt. Es wurden jeweils 300 Spermien mittels
Olimmersion bei 1000facher VergroBerung ausgezihlt und bewertet. Wie bereits in dem von
LEIDL et al. (1971) aufgestellten Klassifizierungsschema wurde zwischen priméren und
sekunddren Anomalien unterschieden. Zu den priméiren Anomalien gehoren Missbildungen des
Kopfes, des Mittelstiickes und des Schwanzes. Abgeldste Kopfe, Kopfkappen und Kriimmlinge
zdhlen zu den sekundiren Anomalien. Weiterhin wurden Spermien mit distalem und proximalem

Zytoplasmatropfchen unterschieden.
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3.5. Durchflusszytometrische Spermauntersuchung

Die Untersuchungen zur Uberpriifung der Membranintegritit, des Mitochondrienmembran-
potentials, der Akrosomenintegritit und die Bestimmung der Chromatinstruktur der Spermien
wurden mit Hilfe durchflusszytometrischer Verfahren unter Verwendung spezifischer

Féarbemethoden durchgefiihrt.

3.5.1. Geriite und Geriteeinstellungen

Fiir die Untersuchungen wurde das Durchflusszytometer FACScan™ (Fa. Becton Dickinson),
das mit einem luftgekiihlten Argonionenlaser mit einer Wellenlénge von 488 nm und einer
Leistung von 15 mW ausgestattet war, verwendet. Zur Messung standen drei verschiedene Filter
zur Auswahl: FL-1 (530/30 nm), FL-2 (585/42 nm) und FL-3 (650LP nm). Fiir die Datenanalyse
war ein Power Mac G4-Computer (Fa. Apple Computer Inc.) an dieses Gerdt angeschlossen. Die
Bearbeitung und Auswertung der Daten erfolgte mit dem Software-Programm Cellquest™ (Fa.
Becton Dickinson). Die Auswertung der SCSA™-Daten wurde mit dem Software-Programm

DAS Version 4.40 (Beisker, 1994) vorgenommen.

Fiir die verschiedenen Untersuchungen mit den Firbungen SYBR®14/PI, JC-1 und
SYTO®™ 17/FITC-PNA/PI wurden einheitliche Geriteeinstellungen am Durchflusszytometer
gewihlt (siche Anhang 1). Die Geriteeinstellungen wurden bei der SCSA™ entsprechend den
Angaben von EVENSON und JOST (2000) zu Beginn einer jeden Messreihe neu vorgenommen
und nach jeder zehnten Probe iiberpriift (siche Anhang 1).

3.5.2. SYBR®14/PI-, JC-1- und FITC-PNA / SYTO® 17 / PI — Fiirbung, Messung,

Auswertung

Vor der durchflusszytometrischen Untersuchung wurden die frisch gewonnenen Ejakulate mit
dem kommerziell vertriebenen Verdiinner Biociphos Plus” (Fa. IMV Technologies, France)
verdiinnt. Die Konzentration des Frischspermas wurde dabei auf 20 x 10° Spermien / ml
eingestellt. Bei allen durchflusszytometrischen Analyseverfahren wurden 10.000 Spermien pro

Probe analysiert.
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Fiir die Farbungen wurde das Frischsperma nach Verdiinnung mit Tyrode-Medium (siche
Anhang 2) auf eine Endkonzentration von 5 x 10° Spermien / ml gebracht. Bei jedem Test
wurden 500 pl der Spermaproben verwendet. Fiir die Untersuchung der
Plasmamembranintegritit wurden jeweils 5 pl SYBR® 14 (10 pM) und PI (0,3 mM) vom
LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit der Fa. Molecular Probes (Katalog-Nr.: L-7011) und zur
Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials 10 ul JC-1 (0,153 mM) von Molecular
Probes (Katalog-Nr.: T-3168) zugesetzt. Um die Akrosomenintegritét zu untersuchen, wurden
500 ul der Spermaprobe mit 2 pl SYTO®™ 17 (0,5 mM) von Molecular Probes (Katalog-Nr.: S-
7579), 3 ul P1 (2,99 mM) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Katalog-Nr.: P-4170) und 5 ul
FITC-PNA (100 pg/ml Aqua dest.) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Katalog-Nr.: L-7381)

gemischt.

Die Proben wurden im abgedunkelten Raum 15 Minuten bei 37°C in einem Thermostat (Typ
5320, Fa. Eppendorf) inkubiert. AnschlieBend wurden sie im Durchflusszytometer bei einer
Durchflussrate von 150 bis 300 Spermien pro Sekunde gemessen. Fiir die SYBR® 14/PI- und
FITC-PNA / SYTO® 17 / PI-Messungen wurden die Filter FL-1 fiir die griine Fluoreszenz und
FL-3 fiir die rote Fluoreszenz eingesetzt. Fiir die JC-1-Farbung wurde anstelle des FL-3 der

Filter FL-2 fiir die orange Fluoreszenz herangezogen.

Die Auswertungen wurden nach dem bei KRIENKE (2003) beschriebenen Verfahren
vorgenommen. Bei der SYBR® 14/PI-Firbung wurde der prozentuale Anteil der Spermien mit
hoher Intensitét der Griinfluoreszenz (Abb. 9) und bei der JC-1-Féarbung der prozentuale Anteil
der Spermien mit erhohter Orangefluoreszenz (Abb. 10) bestimmt. Bei der Auswertung nach der
FITC-PNA / SYTO® 17 / PI- Firbung (Abb. 11) wurden die Spermienkpfe zum einen
hinsichtlich ihrer Plasmamembranintegritét, zum anderen hinsichtlich der Unversehrtheit des
Akrosoms in vier verschiedene Populationen eingeteilt. Die Eingrenzungen der einzelnen
Spermienpopulationen erfolgte subjektiv mit Hilfe des Analyseprogramms Cellquest™ (Fa.

Becton Dickinson).



23

104_

103 4

102 -

101 _

FL-3 (rote Fluoreszenz)

100 T T T 1
10° 10! 10 10° 104
FL-1 (griine Fluoreszenz)

Abb. 9:  Punktwolkendiagramm der beiden Spermienpopulationen (SP1, SP2) nach
SYBR"™14/PI-Firbung und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse
(Ausdruck des Computerbildes; SP1 = Population der Spermien mit intakter
Plasmamembran; SP2 = Population der Spermien mit geschiadigter Plasmamembran).
Schematische Darstellung von Kopf und Mittelstiick der Spermien (a) mit intakter
Plasmamembran (griine Fluoreszenz) und (b) mit geschidigter Plasmamembran (rote
Fluoreszenz) nach SYBR"14/PI-Firbung.
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Abb. 10: Punktwolkendiagramm der beiden Spermienpopulationen (SP1, SP2) nach JC-1-
Féarbung und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse (Ausdruck des
Computerbildes; SP 1 = Population der Spermien mit hohem MMP; SP 2 = Population
der Spermien mit niedrigem MMP). Schematische Darstellung der Spermien (a) mit
hoher Orangefluoreszenz im Mittelstiick, d.h. mit hohem MMP und der Spermien (b)
mit niedriger Orangefluoreszenz im Mittelstiick bzw. mit niedrigem MMP nach JC-1-
Férbung.



24

104-

10°{|SP2

102 -

FL-3 (rote Fluoreszenz)

A

SP1 SP4
100 (@) . (d)

10° 10! 10? 103 10*
FL-1 (griine Fluoreszenz)

Abb. 11: Punktwolkendiagramm der 4 Spermienpopulationen (SP1, SP2, SP3, SP4) nach FITC-
PNA / SYTO® 17 / PI-Firbung und anschlieBender durchflusszytometrischer
Auswertung (Ausdruck des Computerbildes; SP1 = Population der
plasmamembranintakten Spermien mit intaktem Akrosom; SP2 = Population der
membrangeschiddigten Spermien mit intaktem Akrosom oder volligem Verlust des
Akrosoms; SP3 = Population der membrangeschidigten Spermien mit geschiadigtem
Akrosom; SP4 = Population der plasmamembranintakten Spermien mit geschiadigtem
Akrosom). Schematische Darstellung der orange angefarbten plasmamembranintakten
Spermien mit intaktem Akrosom (a), der rot angefarbten plasmamembrangeschadigten
Spermien mit intaktem Akrosom (b), der rot angefarbten plasmamembrangeschidigten
Spermien mit griin angeférbtem geschédigtem Akrosom (c¢) und der orange
angefarbten plasmamembranintakten Spermien mit griin angefarbtem Akrosom (d)
nach FITC-PNA / SYTO® 17 / PI-Firbung.

3.5.3. Spermienchromatinstrukturanalyse (SCSA")

Fiir die SCSA™ wurde mit Biociphos Plus auf 20 x 10° Spermien / ml verdiinntes Sperma in
0,50 ml Besamungspailletten bis zur Durchfiihrung der SCSA™ in fliissigem Stickstoff
aufbewahrt. Bei der Durchfithrung der SCSA™ erfolgte die Probenaufbereitung und Messung
nach den Angaben von EVENSON und JOST (2000). Fiir die Messungen wurden die Filter FL-1
fiir die griine Fluoreszenz und FL-3 fiir die rote Fluoreszenz eingesetzt. Fiir die
computergestiitzte Bestimmung der Messdaten wurde die in die Auswertung eingehende

Spermienpopulation eingegrenzt (Abb. 12).
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Abb. 12: Punktwolkendiagramm bei der durchflusszytometrisch durchgefiihrten
Spermachromatinstrukturanalyse (SP = Spermienpopulation). Schematische
Darstellung der Spermien mit griiner Fluoreszenz (a), d.h. doppelstrangiger DNA und
Spermien mit erhdhter Rotfluoreszenz (b, ¢), d.h. mit vermehrt vorkommender
einzelstrangiger DNA nach der SCSA™.

Wie in Kapitel 2.4.3. beschrieben, wurde fiir jedes einzelne Spermium der Anteil der
Rotfluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz (rot + griin) ermittelt und nach EVENSON und JOST
(2000) als DFI (DNA-Fragmentationsindex) bezeichnet. Alle DFI-Werte der analysierten
Spermien einer Samenprobe wurden in Abhéngigkeit ihrer Hohe in einem
Verteilungshistogramm (sieche Abb. 5) dargestellt. Anhand dieses Histogramms wurde der
Mittelwert der DFI-Werte und die Standardabweichung (SD), als MaB fiir die Streuung um den
Mittelwert, errechnet. Beide Parameter wurden zur besseren Darstellung mit dem Faktor 1000
multipliziert.

Den prozentualen Anteil der Spermien mit erhhten DFI-Werten an der Gesamtpopulation
errechnete das Computerprogramm nach einer zuvor durchgefiihrten subjektiven Abgrenzung

der Spermien mit niedrigen DFI-Werten von solchen mit erh6hten DFI-Werten.
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3.6. Computergestiitzte Spermauntersuchung

3.6.1. Gerate

Aufnahmeeinheit

Mikroskop, Optiphot mit Objektiv Ph2 Plan 20 BM, Phasenkontrastkondensor (Fa. Nikon),
eingebauter Heiztisch, HT 100 bzw. HT 200 (Fa. Minitiib)

Videokamera CCD Color Camera Model ICD-700PDC (Fa. IPPI GmbH)

Titelgenerator, VTW-100 (Fa. FOR.A Co LTD, Tokyo, Japan)

Schwarz-Weifl-Monitor, TC 1910X (Fa. RCA)

Videorekorder, AG-7330 (Fa. Panasonic)

Videokassetten, S-VHS SE-120 Pro (Fa. Fuji)

Zihlkammer nach Makler (Fa. Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel)

Auswerteinheit

Personal-Computer, Computer ARTIST P200MHz

Monitor Multiscan 200sf CPD-200SFT (Fa. Sony)

Schwarz-Weifl-Monitor, WV-5350 (Fa. Panasonic)

Videorekorder, AG-5700 (Fa. Panasonic)

Software: Cell Motion Analyser V.2.0 (Fa. MTM Medical Technologies Montreux SA,

Clarens/Montreux)

3.6.2. Funktionsweise und Einstellung

Die computergestiitzte Bestimmung der Motilitdt wurde nach dem bei HAKE (2001)

beschriebenen Verfahren vorgenommen. Die Proben (nach der Samengewinnung mit Biociphos

Plus® auf 20 x 10° Spermien / ml verdiinntes Sperma) wurden vor der Videoaufnahme auf 37°C

erwdarmt. Abweichend zu den Darstellungen bei HAKE (2001) wurden von insgesamt vier

Tropfen (je 4 pl) jeweils 3 Blickfelder aufgenommen. Die Grenze fiir immobile Objekte lag bei
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30 um/s (s. Anhang 3: Einstellungsparameter fiir computergestiitzte Motilitdtsanalyse). Folgende

Motilitdtsparameter wurden bestimmt:

- der Prozentsatz aller motiler Spermien,

- der Prozentsatz linear motiler Spermien innerhalb der motilen Spermien.

3.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistikprogramme StatView 5.0
(SAS Institute Inc., Cary/North Carolina, 1998) und SPSS 11.0.1 (SPSS GmbH Software
Miinchen/Deutschland). Es wurden Mittelwerte, Standardfehler, Varianzanalysen (Cell line
Modell), ANOVA (Analysis of Variance) und Korrelationen mit Fischer’s r to z berechnet. Die
nichtparametrischen Tests nach Fischer’s PLSD vom Post-hoc Test und das lineare

Regressionsmodell wurden ebenfalls angewendet.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Umgebungs- und skrotale Oberflichentemperatur wihrend des Versuchs

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die wihrend des Versuchszeitraums ermittelten

Umgebungstemperaturen sowie die erzielten skrotalen Oberflichentemperaturen.

Tab. 1: Jahreszeitraum und Umgebungstemperaturen wihrend des Versuches und skrotale
Oberflachentemperatur vor und wéhrend der 48-stiindigen Warmeapplikation am Hoden
mittels der skrotalen Isolierung.

Bulle 1 Bulle 2 Bulle 3 Bulle 4

Jahrszeit des Versuches  27.02.-27.05. 06.03.-03.06. 29.05.-27.08. 05.06. - 03.09.

(WE/FS) (WF) (WF) (FS) (FS)
UT wahrend des 4 bis 27 4 bis 27 9 bis 32 9 bis 32
Versuches

SOT vor der WA 27,6 27,9 28,8 29,1
SOT wahrend der WA 33.2/34.0 33.4 /342 35.1/35.9 35.3 /36,0
(min./max.)

maximale

Temperaturerh6hung +6,4 +6,3 +7,1 +6,9
wahrend der WA

UT wihrend der WA /8 1/9 15/22 15/24
(min./max.)

WE/FS: Winter bis Friihling/Friihling bis Sommer; UT: Umgebungstemperatur (°C);
SOT: skrotale Oberflichentemperatur (°C); WA: Wiarmeapplikation;
min./max.: minimal/maximal

Bei den Bullen 1 und 2 (Versuchszeitraum von Winter bis Friithling) wurde wéhrend der
Hodenerwédrmung die skrotale Oberfldchentemperatur um maximal 6,4 bzw. 6,3 °C erhoht. Im
Versuchszeitraum von Friihling bis Sommer (Bullen 3 und 4) betrug bei deutlich hoherer
Umgebungstemperatur (Maxima bis 24 °C) die maximale Temperaturerhéhung wihrend der

Wiérmeapplikation 7,1 bzw. 6,9 °C.
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4.2. Einfluss der Hyperthermie auf konventionelle Spermaparameter

4.2.1. Gesamtspermienanzahl und Konzentration der Spermatozoa

Die Gesamtspermienanzahl und Spermakonzentration zeigten bei den Bulle 1, 3 und 4 einen
dhnlichen Verlauf. Ab Tag 12 nach der Wéarmeapplikation am Hoden kam es zu einem
deutlichen Riickgang in der Gesamtspermienanzahl in den Ejakulaten und in der
Spermakonzentration (Abb. 13). Minimale Werte der Gesamtspermienanzahl als auch der
Spermakonzentration wurden bei Bulle 1 und 4 am Tag 30, bei Bulle 3 am Tag 28 festgestellt.
Danach kam es bei diesen Tieren zu einem Wiederanstieg der Spermakonzentration. Die
Gesamtspermienanzahl stieg ebenfalls bis ca. Tag 40 deutlich bei Bulle 1 und 4, weniger
ausgeprigt und mit Tag 37 auch etwas friiher, bei Bulle 3. Daran anschlieBend kam es zwischen
Tag 42 und 51 zu einem erneuten Abfall beider Parameter mit Minimumwerten, die mit denen

des ersten Abfalls am Tag 30 vergleichbar waren.

Bei Bulle 2 gab es nach der Warmeapplikation nur geringe Veridnderungen in der
Gesamtspermienanzahl. Die Spermakonzentration wies, vergleichbar den Bulle 1, 3 und 4,

Minima am Tag 30 und Tag 51 auf.

Ab dem Tag 68 bis zum Tag 83 zeigten alle Bullen wieder eine kontinuierliche Zunahme der

Gesamtspermienanzahl und der Spermakonzentration.
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4.2.2. Vitalitit der Spermien

Die Spermienvitalitt aller Bullen, gemessen am Protzentsatz ungeféarbter Spermien nach
Bromphenolblau-Nigrosin-Farbung, war 12 Tage nach der testikuliren Erwdrmung durch eine
signifikante Abnahme (p < 0,0001) gegeniiber den Werten vor der Warmeapplikation
gekennzeichnet (Abb. 14). Der Anteil lebender Spermien fiel von 86,3% bis 89,3% auf
durchschnittlich 35,6% am Tag 19 ab. Danach stiegen die Werte bis Tag 33 wieder an. Ab Tag
35 gab es erneut bis zum Tag 37 eine Abnahme der Vitalitit. Erst nach Tag 42 erreichten die

Werte wieder das Ausgangsniveau.

Innerhalb der Bullen unterschieden sich die Werte der Spermienvitalitit von Tag 12 bis Tag
40 (Abb. 14 Ausschnitt) signifikant (p < 0,05). Hierbei war der Abfall der Spermienvitalitét,
gemessen am Anteil lebender Spermien, bei den Bullen 3 und 4, bei denen eine maximale
Temperaturerh6hung des Skrotums von 7,1 und 6,9 °C erreicht wurde, stirker und langer
andauernd als bei den Bullen 1 und 2. Bei diesen hatte die maximale Temperaturerh6hung 6,4

bzw. 6,3 betragen (Tab. 1.).
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Abb. 14: Vitalitdt der Spermien (Anteil ungeférbter Spermien nach Bromphenolblau-Nigrosin-
Férbung) vor und nach der 48-stiindigen Hodenerwdrmung an den verschiedenen
Tagen der Ejakulatgewinnung (means + SEM, n =4 Bullen).
Ausschnitt: Vitalitdt der Spermien von Bullen mit Temperaturerh6hung um 7,1 bzw.
6,9 °C (Bulle 3 und 4) und von Bullen mit Temperaturerh6hung um 6,4 bzw. 6,3 °C
(Bulle 1 und 2) zwischen Tag 12 und 40.

4.2.3. Morphologische Verinderungen der Spermien

Die gemittelten prozentualen Anteile an primaren (Kopf-, Mittelstiick- und
Schwanzanomalien) und sekundidren Anomalien (abgeloste Kopfe und Kriimmlinge) an den
verschiedenen Tagen der Ejakulatgewinnung sind in Abb. 15 dargestellt. Ab Tag 9 zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der sekunddren Anomalien verglichen mit den Werten vor der
Hodenerwédrmung (p < 0,005). Ab Tag 14 erreichte der prozentuale Anteil an sekundéren

Anomalien seinen Maximalwert. Der prozentuale Anteil an primiren Anomalien war ab Tag 16
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nach der Hodenerwérmung signifikant erh6ht (p < 0,05) und erreichte am Tag 23 sein
Maximum. Danach kam es zu einem stetigen Riickgang der Anomalienrate. Ab Tag 42 lagen die

prozentualen Anteile der morphologisch anomalen Spermien nicht signifikant iiber den Werten

vor der Hodenerwérmung.
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Abb. 15: Anteil der priméren und sekunddren Spermienanomalien vor und nach 48-stiindiger
Hodenerwérmung an den verschiedenen Tagen der Ejakulatgewinnung
(means £ SEM, n = 4 Bullen).

4.2.3.1. Haufigkeit primirer Anomalien

Bei getrennter Auswertung der Hiufigkeit der verschiedene Formen von priméren
Spermienanomalien zeigte sich schon 7 Tage nach Beginn der 48-stiindigen Warmeapplikation
ein signifikanter Anstieg der Schwanzanomalien (p < 0,05), wihrend der prozentuale Anstieg
von Kopfanomalien erst ab Tag 12 (p < 0,005) mit einem Maximum am Tag 23 zu beobachten
war (Abb. 16). Prozentuale Anteile wie vor der Wiarmeapplikation wurden ab Tag 12 bei den

Schwanzanomalien bzw. Tag 33 bei den Kopfanomalien erreicht.
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Innerhalb der Bullen unterschied sich der Verlauf im Anteil von Kopfanomalien ab Tag 12 bis
Tag 28 (Abb. 16 Ausschnitt) signifikant (p < 0,05). Hierbei war der Anstieg der Kopfanomalien
bei den Bullen mit maximaler Temperaturerh6hung von 7,1 und 6,9 °C (Bulle 3 und 4) hoher als

bei den Bullen 1 und 2.

50+ A Bulle 3 und 4
A Bulle 1 und 2

35 — 40_
T 30
30 - 1
20
25 — 10
0 \ T T T T T T T T T
12 1619 23 26 3033
20 Tag
15
10 —@— Kopfanomalien
—0O— Schwanzanomalien
5 —]
0 1
T T 1T T T 1771 1T T T T T T 1T T 17T T T T T T T T T T T

-7-5-202 5 912 1619 23 26 3033 3740 44 47 5154 58 61 68 76 83

Tag
Wirmeapplikation

Abb. 16: Anteil von primdren Kopf- und Schwanzanomalien an den verschiedenen Tagen der
Ejakulatgewinnung (means = SEM, n = 4 Bullen) vor und nach der 48-stiindigen
Wirmeapplikation.

Ausschnitt: Anteil der Kopfanomalien von Bullen mit Temperaturerhéhung um 7,1
bzw. 6,9 °C (Bulle 3 und 4) und von Bullen mit Temperaturerh6hung um 6,4 bzw.
6,3 °C (Bulle 1 und 2) zwischen Tag 12 und 33.



35

4.2.3.2. Haufigkeit sekundirer Anomalien

Unter den sekundédren Spermienanomalien, die nach testiklularer Warmeapplikation zu
beobachten waren, dominierten abgeloste Kopfe (Abb. 17). Ab Tag 9 stieg ihr Anteil signifikant
an (p <0,05). Am Tag 14 wurden Maximalwerte erreicht. Ab Tag 40 normalisierten sich die
Werte auf das Ausgangsniveau. Der prozentuale Anteil der Kriimmlinge nahm zwischen Tag 7
und 9 (p <0,05) und am Tag 37 (p < 0,005) signifikant, insgesamt gesehen aber nur

geringgradig, zu.
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Abb. 17: Anteil abgeldster Kopfe und Kriimmlinge (sekundére Spermienanomalien) an den
verschiedenen Tagen der Ejakulatgewinnung (means = SEM, n = 4 Bullen) vor und
nach 48-stiindiger Warmeapplikation.
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4.2.4. Hiufigkeit von Spermien mit Zytoplasmatropfchen

Der Prozentsatz der Spermien mit distalem Zytoplasmatrdpfchen im Ejakulat blieb bei allen 4
Bullen tiber den Versuchszeitraum unverindert (p > 0,05). Dagegen vermehrte sich die Anzahl
der Spermien mit proximalem Zytoplasmatropfchen bei allen Bullen zwischen Tag 28 und 33
nach der Wérmeapplikation signifikant (p < 0,05). Danach normalisierten sich die Werte ab Tag
35 bis Tag 44 auf das Ausgangsniveau.

Zwischen Tag 47 und 49 kam es erneut zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05). Dieser
Anstieg ist auf den Bullen 4 zuriickzufiihren, bei den iibrigen Tieren war praktisch keine

Verinderung zu beobachten (Abb. 18 Ausschnitt).
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Abb. 18: Anteil der Spermien mit distalem und proximalem Zytoplasmatropfchen an den
verschiedenen Tagen der Ejakulatgewinnung (means = SEM, n = 4 Bullen) vor und
nach der 48-stiindigen Warmeapplikation.

Ausschnitt: Anteil der Spermien mit proximalen Zytoplasmatropfchen bei den
einzelnen zwischen Tag 42 und 54.
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4.2.5. Einfluss der skrotalen Temperaturerhohung sowie von Untersuchungstag und Tier

auf die konventionellen Spermaparameter

Die statistische Analyse der mit Hilfe der konventionellen Spermauntersuchung erhobenen
Befunde zeigte, dass mit Ausnahme von Kriimmlingen und distalen Zytoplasmatrépfchen fiir
alle Parameter Unterschiede zwischen den Untersuchungstagen (p < 0,05) bestanden. Zudem
zeigten sich Unterschiede beziiglich Vitalitdt, primirer Anomalien, Kopfanomalien und
proximaler Zytoplasmatropfchen (p < 0,05) in Abhidngigkeit vom Ausmal der skrotalen
Temperaturerhohung. Tierindividuelle Unterschiede waren lediglich bei proximalen

Zytoplasmatropfchen (p < 0,05) feststellbar (Tab. 2).

Tab. 2: ANOVA (Analysis of Variance): Abhédngigkeit der konventionellen Spermaparameter
(p-Werte) von den Ausmal der skrotalen Temperaturerhohung, Untersuchungstag und
Tier. Es wurden die Werte von 4 Bullen wéhrend 33 Untersuchungstagen herangezogen

(n=132).
Ausmal der skfotalen Tag Tier
Temperaturerh6hung*
Spermienanzahl 0,4171 <0,0001 0,4317
Vitalitit 0,0008 <0,0001 0,0880
primédre Anomalien 0,0006 <0,0001 0,0534
sekundidre Anomalien 0,3869 <0,0001 0,6679
Kopfanomalien 0,0005 <0,0001 0,0880
Schwanzanomalien 0,4617 0,0211 0,1426
abgeloste Kopfe 0,4002 <0,0001 0,3466
Kriimmlinge 0,8469 0,0656 0,2615
proximale Zytoplasmatropfchen 0,0028 <0,0001 0,0122
distale Zytoplasmatropfchen 0,8312 0,0926 0,1435

* Gruppe 1: maximale Erh6hung um 6,4 und 6,3 °C (Bulle 1 und 2)
Gruppe 2: maximale Erhéhung um 7,1 und 6,9 °C (Bulle 3 und 4)
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4.3. Einfluss der Hyperthermie auf die computergestiitzten Motilititsparameter

Mit Hilfe der computergestiitzten Motilitdtsanalyse wurde bei den gewonnenen Ejakulaten
sowohl der prozentuale Anteil aller motilen Spermien als auch der prozentuale Anteil an

vorwirtsbeweglichen Spermien innerhalb der motilen Spermien bestimmt.

4.3.1. Einfluss der Hyperthermie auf den Anteil motiler Spermien

Ausgehend von einer durchschnittlichen Motilitét von ca. 90 % vor der skrotalen Erwidrmung
nahm der prozentuale Anteil der gesamten motilen Spermien zwischen Tag 9 und 28 ab
(p < 0,05). Danach kam es zu einem Wiederanstieg bis auf Werte von ca. 70-75%, bei starken
individuellen Schwankungen. Erst ab Tag 54 nach Wérmeapplikation wurde bei allen Bullen das

Ausgangsniveau von ca. 90 % wieder erreicht (Abb. 19).
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Abb. 19: Anteil motiler Spermien im Ejakulat im Versuchszeitraum vor und nach der 48-
stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM, n = 4 Bullen).
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4.3.2. Einfluss der Hyperthermie auf den Anteil vorwirtsbeweglicher Spermien

Bei dem prozentualen Anteil der vorwirtsbeweglichen Spermien innerhalb der motilen
Spermien wurde bei starken individuellen Schwankungen ein Riickgang (p < 0,05) zwischen Tag

12 bis 28 (Abb. 20) beobachtet.
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Abb. 20: Anteil vorwértsbeweglicher Spermien innerhalb der motilen Spermien im Ejakulat im
Versuchszeitraum vor und nach der 48-stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM,
n =4 Bullen).

4.3.3. Einfluss der skrotalen Temperaturerhohung sowie von Untersuchungstag und Tier

auf die Motilititsparameter

Die durchgefiihrte Varianzanalyse zeigte, dass unterschiedliche prozentuale Anteile motiler
Spermien auf den Untersuchungstag zuriickzufiihren (p < 0,0001) waren, wéahrend der

prozentuale Anteil vorwértsbeweglicher Spermien innerhalb der motilen Spermien auf die
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Unterschiede zwischen niedrigeren (Bulle 1 und 2) und héheren Temperaturerhohungen (Bulle 3

und 4) sowie auf tierindividuelle Unterschiede zuriickzufiihren waren (p < 0,0001) (Tab. 3).

Tab. 3: ANOVA (Analysis of Variance): Abhingigkeit der Motilitdtsparameter (p-Werte) von
den Ausmal der skrotalen Temperaturerhohung, Untersuchungstag und Tier. Es wurden
die Werte von 4 Bullen wihrend 33 Untersuchungstagen herangezogen (n=132).

Ausmal der skrotalen

Temperaturerhohung* Tag Tier
motile Spermien 0,0840 <0,0001 0,0980
vorwértsbewegliche Spermien ~0.0001 D081s o000

innerhalb der motilen Spermien

* Gruppe 1: maximale Erh6hung um 6,4 und 6,3 °C (Bulle 1 und 2)
Gruppe 2: maximale Erhéhung um 7,1 und 6,9 °C (Bulle 3 und 4)

4.4. Einfluss der Hyperthermie auf die druchflusszytometrischen Spermienparameter

4.4.1. Verinderungen von Plasmamembranintegritit und Mitochondrienmembran-

potential

Die prozentualen Anteile von Spermien mit intakter Plasmamembran (PMI), gemessen am
Prozentansatz der griin angefirbten Spermienkopfe nach SYBR"®14/PI-Firbung, und jenen mit
einem hohen Mitochondrienmembranpotential (HMMP), d.h. mit hoher Orangefluoreszenz im
Spermienmittelstiick nach JC-1-Féarbung, fielen zwischen Tag 9 und 28 signifikant (p < 0,005)
ab. Anschlielend war ein stetiger Anstieg bis Tag 42, gefolgt von einem zweiten Abfall bis zum
Tag 51 (p < 0,05), zu beobachten (Abb. 21). Danach kehrten die Werte ab etwa dem 58. Tag

nach der Hodenerwarmung auf das Ausgangsniveau zuriick.
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Abb. 21: Anteil der Spermien mit intakter Plasmamembran (PMI) und mit hohem
Mitochondrienmembranpotential (HMMP) im Versuchszeitraum vor und nach der 48-
stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM, n = 4 Bullen).

4.4.2. Verinderungen des akrosomalen Status

Als Spermien mit geschidigtem akrosomalen Status (AS) wurden die eingeordnet, deren
Akrosom nach FITC-PNA / SYTO" 17 / PI-Firbung griin fluoreszierten. Thr Anteil nahm
zwischen den Tagen 7 und 21 deutlich zu (p < 0,005), um dann wieder bis Tag 47 abzufallen
(Abb. 22).

Relativ hohe Standardfehler waren Hinweis fiir tierindividuelle Schwankungen. Dies zeigte
sich auch in einem erneuten Anstieg Akrosomen geschidigter Spermien ab Tag 49 bis Tag 51

(p <0,05), der bei Bulle 3 allerdings nicht zu beobachten war (Abb. 22 Ausschnitt).
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Auswirkungen der 48-stiindigen Hodenerwdrmung auf den akrosomalen Status (AS)
der Spermien an den verschiedenen Tagen der Ejakulatgewinnung (means = SEM,

n =4 Bullen).

Ausschnitt: Anteil der Spermien mit geschiddigtem akrosomalen Status bei den
einzelnen Bullen zwischen Tag 44 und 61.

4.4.3. Verinderungen der Spermachromatinstruktur

Der Anteil der Spermien mit vermehrt vorkommender einzelstrangiger DNA, methodisch

erfasst mit dem SCSA™.-Test als Spermien mit erhdhtem DNA-Fragmentationsindex (DFI) (vgl.

Kapitel 2.4.3. Seite 19), stieg zwischen Tag 7 und 23 signifikant (p < 0,005) an. Danach war ein

Abfall bis Tag 42 zu beobachten. Ab Tag 47 zeigte sich erneut bis Tag 49 ein geringgradiger

Anstieg des Anteils der DFI-Spermien (p < 0,05). Nach dem Tag 58 normalisierten sich die
Werte auf das Ausgangsniveau (Abb. 23).
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Abb. 23: Anteil der Spermien mit erhdhtem DNA-Fragmentationsindex (DFI) im
Versuchszeitraum vor und nach der 48-stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM,
n =4 Bullen).

4.4.4. Einfluss der skrotalen Temperaturerhohung sowie von Untersuchungstag und Tier

auf die durchflusszytometrischen Spermienparameter

Die durchgefiihrte Varianzanalyse liel erkennen, dass der Untersuchungstag einen
signifikanten Einfluss (p < 0,0001) auf den ermittelten Anteil bei allen erhobenen
durchflusszytometrischen Spermienparameter (Plasmamembranintegritit, Mitochondrien-
membranpotential, geschidigter akrosomaler Status und Chromatinstruktur der Spermien)
ausiibte. Lediglich der Parameter geschidigter akrosomaler Status zeigte sowohl eine
Abhidngigkeit vom Ausmal der skrotalen Temperaturerh6hung als auch tierindividuelle

Unterschiede (p < 0,05) (Tab. 4).
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Tab. 4: ANOVA (Analysis of Variance): Abhingigkeit der durchflusszytometrischen
Spermienparameter (p-Werte) von den Ausmal3 der skrotalen Temperaturerhohung,
Untersuchungstag und Tier. Es wurden die Werte von 4 Bullen wéhrend 33
Untersuchungstagen herangezogen (n=132).

Ausmal der skrotalen

Temperaturerh6hung* Tag Tier
PMI 0,5148 <0,0001 0,1093
HMMP 0,2807 <0,0001 0,1830
AS 0,0042 <0,0001 0,0128
DFI-Spermien 0,5504 <0,0001 0,0631

* Gruppe 1: maximale Erh6hung um 6,4 und 6,3 °C (Bulle 1 und 2)
Gruppe 2: maximale Erh6hung um 7,1 und 6,9 °C (Bulle 3 und 4)

4.5. Korrelationen der Spermienparameter

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die ermittelten Korrelationen zwischen den
konventionellen Spermienparametern, computergestiitzter Spermienmotilitidt und den
durchflusszytometrisch bestimmten Parametern Plasmamembranintegritit (PMI),
Mitochondrienmembranpotential (HMMP), geschidigter akrosomaler Status (AS) und

Chromatinstruktur der Spermien (DFI-Spermien).

Mit wenigen Ausnahmen wurden hohe bis sehr hohe Korrelationskoeffizienten zwischen den
einzelnen Parametern ermittelt. Besondere Beachtung verdient hierbei die positive Korrelation
zwischen dem konventionellen Parameter Vitalitit mit der durchflusszytometrisch erhobenen
Kenngrofle Plasmamembranintegritit (PMI). Interessant war weiterhin der signifikante
Zusammenhang zwischen Motilitdt der Spermien und dem Mitochondrienmembranpotential
(HMMP), sowie die Korrelation der primidren Anomalien, hier besonders der Kopfanomalien,
mit der Haufigkeit chromatinveridnderter Spermien (DFI-Spermien). Die Koeffizienten dieser
spermatologisch als auch biologisch besonders relevanten Korrelationen lagen mit 0,77 (Vitalitit
vs. PMI), 0,81(Kopfanomalien vs. DFI-Spermien) und 0,83 (motile Spermien vs. PMI, HMMP)

z.T. deutlich iiber den Werten, die fiir andere Parameter errechnet wurden.
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Tab. 5: Korrelationskoeffizienten (r-Wert): Korrelationen zwischen konventionellen

Spermienparametern, computergestiitzter Spermienmotilitét und den

durchflusszytometrisch bestimmten Parametern Plasmamembranintegritit (PMI),
Mitochondrienmembranpotential (HMMP), geschidigter akrosomaler Status (AS) und
Chromatinstruktur der Spermien (DFI-Spermien). Spermatologisch besonders relevante

Korrelationen sind fettgedriickt.

PMI HMMP AS DFI-Spermien
Vitalitét 0,774%%* 0,752%%* -0,672%*** -0,802%**
motile Spermien 0,833%%* 0,830%** -0,536%** -0,796%**
Vorwirt. S. motiler S. 0,493 *** 0,473*** -0,038 -0,514***
primédre Anomalien -0,679*** -0,725%** 0,464*** 0,826%**
sekundidre Anomalien -0,767*** -0,720%** 0,623 *** 0,662***
Kopfanomalien -0,668*** -0,711%**%* 0,501 *** 0,810%**
Schwanzanomalien -0,183* -0,206* 0,210%* 0,238*
abgeloste Kopfe -0,763*** -0,716*** 0,518*** 0,659***
Kriimmlinge -0,009 -0,013 0,176* 0,010
proximale Zyto. -0,383*** -0,396*** 0.298** 0,295%*
distale Zyto. -0,033 -0,046 0,193* 0,041

*p <0,05; **p <0,001; ***p <0,0001

n=132 (4 Bullen; 33 Untersuchungstage)

proximale/distale Zyto.: proximale/distale Zytoplasmatropfchen
Vorwirt. S. motiler S.: vorwirtsbewegliche Spermien innerhalb motiler Spermien
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S. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer experimentell durchgefiihrten Erhohung
der Hodentemperatur auf das Sperma mit Hilfe objektiver Spermauntersuchungsmethoden wie
der Flowzytometrie und der computergestiitzten Motilitdtsanalyse zu untersuchen. Gleichzeitig
sollte die Frage beantwortet werden, ob mit Hilfe der durchflusszytometrischen Sperma-
untersuchung zusétzliche und zuverlédssigere Aussagen iiber die voraussichtliche Fertilitit
bestimmter Ejakulate gemacht werden konnen. Dabei ging die Arbeit von der Vorstellung aus,
dass die vermuteten Zusammenhénge zwischen den durchflusszytometrisch ermittelten
Parametern und der Fertilitdt an Ejakulaten mit stark abweichender Qualitit, wie sie mit der
Hodenerwédrmung erzeugt werden konnen, leichter nachzuweisen sind als in Ejakulaten mit

einheitlich guter Qualitét.

Die Wirmenoxe wirkte bei der hier gewidhlten Versuchsanwendung nur kurzfristig auf die
Organe ein. So konnten unter Beriicksichtigung der Dauer von Spermatogenese und
Nebenhodenpassage der Spermien einerseits und des Teilungsmodus der Zellen bei der
Spermienbildung anderseits die nach dem Eingriff feststellbaren Auswirkungen im Sperma den
zum Zeitpunkt der Schadigung vorliegenden Entwicklungsstufen der Spermatogenese
zugeordnet werden. Die Gesamtdauer der Spermatogenese beim Bullen dauert ungefiahr 61 Tage,
wovon 44 Tage fiir die Spermatocytogenese und 17 Tage fiir die Spermiogenese in Anspruch
genommen werden. Danach folgt der epididymale Transit, der bis zu 14 Tage dauert (Johnson et
al., 1994; Ross and Entwistle, 1979). Im Gegensatz zu anderen Arbeiten (Acevedo, 2001; Vogler
et al., 1991, 1993) wurde im vorliegenden Versuch der Untersuchungszeitraum nach der lokalen
Wiérmeapplikation am Bullenhoden iiber Tag 40 hinaus bis zum Tag 83 verlidngert. Die
gewonnenen Spermien befanden sich zum Zeitpunkt der Skrotumerwéarmung in verschiedenen
Entwicklungstadien. Auf Grund der geschilderten Abldufe kann man davon ausgehen, dass sich
die am Tag 0 bis ungefihr Tag 14 nach der Warmenoxe gewonnenen Spermien in der
epididymalen Transit-, die von Tag 15 bis 31 in der Spermiogenese- und die von Tag 32 bis 75

in der Spermatocytogenese-Phase befunden hatten.

Die Intensitét der Spermatogenesestorung nach testikuldrer Warmeeinwirkung und das
AusmalB der Beeintrachtigung der Spermaqualitit hingen von verschiedenen Faktoren ab, in
erster Linie von der Hohe der Temperatur (Steinberger und Dixon, 1959) und von der Dauer der

Wiérmeeinwirkung (El Azab, 1966). In der vorliegenden Studie wurden bereits vor der
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Hodenerwérmung individuelle, wahrscheinlich durch jahrszeitlich und Umgebungstemperatur
abhingige Unterschiede der skrotalen Oberfldchentemperatur festgestellt (Tab. 1). Die
Oberflachentemperaturen waren im Winter und Frithjahr um rund 1 °C niedriger als im Sommer.
Dariiber hinaus war das Ausmal} der Temperaturerhhung, trotz weitgehender Standardisierung
der skrotalen Warmeapplikation, in den Sommermonaten grof3er als im Winter und Friihjahr.
Diese Unterschiede diirften mit fiir die spater beschriebenen individuellen Unterschiede in der

Minderung der Spermaqualitét nach der Hodenerwédrmung verantwortlich sein.

5.1. Einfluss der Hyperthermie auf die Spermaqualitit

5.1.1. Gesamtspermienanzahl und Spermienkonzentration

Das Absinken der Gesamtspermienanzahl und Spermienkonzentration zwischen etwa Tag 12
und 33 nach der Wiarmeapplikation bei den Bullen 1, 3 und 4 diirfte die Folge einer Destruktion,
wahrscheinlich aber hauptsichlich einer Ablosung von Spermatiden und von priméren
Spermatozyten sein, die bei intensiverer Warmeeinwirkung die Tendenz zur Azoospermie
erkennen lésst (E1 Azab, 1966). Bei dem Bulle 2 konnten keine deutlichen Verdnderungen der
Gesamtspermienanzahl und Spermienkonzentration nach der Wéarmeapplikation am Hoden
beobachtet werden (Abb. 13). Bei diesem Bullen war die maximale Temperaturerhhung nach
der skrotalen Warmeapplikation am geringsten (6,3 °C im Vergleich zu 6,4 bis 7,1 bei den
iibrigen Bullen), doch diirfte dies nicht allein fiir die unterschiedliche Reaktion verantwortlich
sein. VOGLER ef al. (1991, 1993) hatten nach dhnlichen Hodenerwarmungsversuchen bei
Bullen herausgefunden, dass keine Auswirkung der Warmenoxe auf die Spermienkonzentration
stattfindet. Nach Tag 68 war wieder eine deutliche Vermehrung der Gesamtspermienanzahl bei
allen Bullen zu beobachten. Diese friihzeitige Regeneration der Spermienkonzentration weist

darauf hin, dass Spermatogonien eine relative hohe Thermoresistenz haben (Stolla, 1984).

5.1.2. Motilitiat und Vitalitat

In eigenem Versuch fiel die Spermienmotilitit zwischen Tag 9 und Tag 28 ab (Abb. 19).

Somit bestdtigte sich, dass eine Wiarmenoxe nicht nur die Spermatiden in den sehr sensitiven
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Zellteilungsphasen der Spermiogenese, sondern auch die reifen Spemien wihrend der
Nebenhodenpassage beeintrachtigen kann (Skinner and Louw, 1966; Vogler ef al., 1991; 1993;
Wildeus und Entwistle, 1983). Dariiber hinaus ldsst die Spermienvitalitit gemessen am
Prozentsatz ungefarbter Spermien nach Bromphenolblau-Nigrosin-Farbung zwischen Tag 12 und
Tag 42 nach der Hodenerwiarmung (Abb. 14) auf eine Storung der Spermatocytogenese und der
Spermiogenese sowie der Nebenhodenpassage schlieBen (El Azab, 1966; Cassady et al., 1953;
Skinner and Louw, 1966; Vogler et al., 1991; 1993; Wildeus und Entwistle, 1983). Von Tag 12
bis Tag 40 (Abb. 14 Ausschnitt) war der Abfall der Spermienvitalitét bei den Bullen 3 und 4, bei
denen eine maximale Temperaturerhohung des Skrotums von 7,1 und 6,9 °C erreicht wurde,
starker und ldnger andauernd als bei den Bullen 1 und 2. Bei diesen hatte die maximale
Temperaturerhohung 6,4 bzw. 6,3 betragen. Die Erklarung fiir das unterschiedliche Ausmaf} der
Spermatogenese-storung liegt vermutliche in der Hohe der einwirkenden Temperatur

(Steinberger and Dixon, 1959).

5.1.3. Morphologie

Ubereinstimmend mit der Beobachtungen anderer Autoren wurde in der eigenen
Untersuchungen festgestellt, dass nach einer skrotalen Warmeapplikation die sekundére
Spermienanomalien friiher als die priméren ansteigen. Neun Tage nach testikluldrer Warme-
applikation trat eine deutliche Vermehrung der sekunddren Anomalien auf, unter denen
abgeloste Kopfe dominierten. Dies stimmt mit der Beobachtungen von EL. AZAB (1966)
iiberein, der nach einer 18-stiindigen Hodenerwarmung mittels Wasserbad von 43 °C bei Bullen
einen Anstieg der abgeldsten Spermienkdpfe nach 9 Tagen fand. EL AZAB schlie3 daraus, dass
die Warmenoxe wihrend der Nebenhodenpassage die Entstehung der abgeldsten Kopfe zur

Folge hat.

Eine Zunahme des Anteils der Spermien mit priméren Anomalien war im eigenen Versuch
erst ab Tag 12 bis zum Tag 23 nach der Warmeapplikation zu beobachten (Abb. 16). Das
morphologische Bild war in dieser Zeit hauptséchlich geprdgt von birnenférmigen Spermien-
kopfen. Durch Warmeapplikation werden vor allem die Spermatidentransformation und die 1.
Reifeteilung betroffen, was zu einer vermehrten Bildung primér mif3gebildeter Spermien fiihrt,
die spiter im Ejakulat erscheinen als die sekundéren (El Azab, 1966; Cassady et al., 1953;
Skinner and Louw, 1966; Vogler et al., 1991; 1993; Wildeus und Entwistle, 1983).
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5.2. Zusammenhang zwischen Kopfanomalien und Chromatinstruktur der Spermien

Parallel zu der vorher beschriebenen Zunahme der Kopfanomalien ab Tag 12 nach der
Hodenerwérmung stieg der Anteil der Spermien mit erhohten DFI-Werten an (Abb. 23, 24).
Ahnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Autoren berichtet. WILDEUS und ENTWISTLE
(1983) und VOGLER et al. (1991, 1993) haben herausgefunden, dass es bei Bullen 12 Tage nach
einer 48-stiindigen skrotalen Isolierung zu einer Vermehrung der Kopfdefekte von Spermien
kam. ACEVEDO (2001) entdeckte bei einem dhnlich angelegten Versuch, dass eine hohe
Korrelation zwischen Chromatinstrukturverdnderung und Kopfdefekten (p < 0,01) der Spermien
besteht. Auch in dem hier durchgefiihrten Versuch konnte bei allen 4 Bullen eine sehr hohe
Korrelation (r = 0,81; p <0,0001) zwischen diesen beiden Spermaparametern beobachtet
werden. Interessanterweise war dieser Anstieg der DFI-Spermien viel deutlicher ausgeprégt als

der der morphologisch anomalen Spermienkdpfe.
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Abb. 24: Anteil der Spermienkopfanomalien und der DFI-Spermien vor und nach der 48-
stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM, n = 4 Bullen).
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Aus diesen Ergebnissen kann einmal die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die erhohte
Hodentemperatur eine Beeintriachtigung der Spermatozyten in der Meiose der
Spermatocytogenese und der Ausstattung des Spermatidenkopfes in der Spermientransformation
der Spermiogenese als auch moglichweise eine Zerstorung der Spermien in der Nebenhoden-

passage zur Folge hat (E1 Azab, 1966).

Zum anderen ldsst der zeitgleiche, aber viel hoherer Anstieg sog. DFI-Spermien, also der
Spermien mit geschiadigter Chromatinstruktur, darauf schlielen, dass die Warmenoxe nicht nur
in den morphologisch anomalen, sondern auch in den normal erscheinenden Samenzellen zu
Chromosomenschidden gefiihrt hat. Dies stimmt mit der Beobachtung vom WIDMANN (1974)
iiberein, der nach einer 4,5-stiindigen Hodenerwiarmung bei Bullen anomale DNS-Konzentration

in morphologisch vollkommen unauffilligen Samenzellen gefunden hatte.

Dariiber hinaus stiitzen die in der eigenen Arbeit beobachteten Zusammenhénge zwischen
dem zeitgleichen, aber unterschiedlich stark ausgeprigten Auftreten morphologisch anomaler
Spermien und DFI-Spermien die schon friiher aufgestellte These, dass morphologische
Spermienanomalien, insbesondere die des Kopfes, Ausdruck von Chromosomanomalien auch in

den normal erscheinenden Samenzellen eines Ejakulates sein kdnnen (Leidl ez al., 1971; Stolla,

1984).

5.3. Zusammenhang zwischen Motilitiit und den Mitochondrienmembranpotential der

Spermien

VOGLER et al. (1991) haben herausgefunden, dass es ab Tag 15 nach Einwirken einer
Wirmenoxe zu einer Beeinflussung der Motilitdt der Spermien kommt. In der eigenen Arbeit
lasst der nach der Warmeapplikation auftretende signifikante Abfall der Motilitdt am Tag 9
(Abb. 19, 25), wie auch die Abnahme vorwirtsbeweglicher Spermien innerhalb der motilen
Spermien am Tag 12 (Abb. 20) auf eine Stérung der Motilitdtsentwicklung der Spermien im
Nebenhoden schlieBen. Der parallele Verlauf des Anteils der Spermien mit hohem
Mitochondrienmembran-potential (Abb. 21, 25) l4sst dariiber hinaus den Schluss zu, dass es hier
zu einer Storung der Mitochondrienfunktion und in Folge zu einer Reduktion des
Energiestoffwechsels der Spermien kommt. Es bestand eine hohe Korrelation zwischen motilen

Spermien und den Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential (r = 0,83; p <0,0001).
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Abb. 25: Anteil der Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential und motiler
Spermien vor und nach der 48-stiindigen Hodenerwarmung (means £ SEM, n =4
Bullen).

5.4. Zusammenhang zwischen Plasmamembranintegritiit und Vitalitit der Spermien

Im eigenen Versuch erfolgte ab Tag 9 nach der Hodenerwérmung eine starke Verringerung
der nach Bromphenolblau-Nigrosin-Fiarbung unter dem Mikroskop als vital eingestuften
Spermien (Abb. 14, 26), die am Tag 19 ihren Tiefpunkt erreichte. Der Anteil der
durchflusszytometrisch ermittelten Spermien mit intakter Plasmamembran (PMI) verlief parallel
dazu. Daraus kann man schlieflen, dass es durch die Wiarmenoxe zu einem Verlust der
Membranfluiditét bis hin zur Auflésung der lamelldren Doppelmembranstruktur kam und somit
die Membranpermeabilitit sowie die metabolische Funktionsféhigkeit dieser biologischen

Einheit stark gestort wird (Watson, 1981).
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Abb. 26: Anteil der Spermien mit intakter Plasmamembran und der Spermienvitalitidt vor und
nach der 48-stiindigen Hodenerwérmung (means + SEM, n = 4 Bullen).

Aus Abbildung 26 wird weiterhin deutlich, dass das Ausmal} der Schiadigungen an der
Plasmamembran, gemessen am Anteil der PMI-Spermien, deutlich groBBer war als der

entsprechende Anteil in der Supravitalfarbung mit Bromphenolblau-Nigrosin.

Das durchflusszytometrische Verfahren ist somit sensitiver als die herkdmmliche
Supravitalfarbung. Da es weitgehend frei von subjektiven Einfliissen der Bewertung ist und
dariiber hinaus die Erhebung einer représentativen Stichprobe (ausgewertete Spermienzahl
> 5000) erlaubt, ist es auch objektiver als die konventionellen Verfahren der Spermabeurteilung,

wie die hier verwendete Bromphenolblau-Nigrosin-Farbung.
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5.5. Schlussfolgerungen

Aus den vorliegenden Ergebnissen lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

- Es bestitigte sich, dass mit einer lokalen Hodenerwiarmung eine deutliche, zeitlich
definierte tempordre Schidigung der Spermatogenese und damit eine wirkungsvolle
Beeintrachtigung der Spermaqualitdt herbeigefiihrt werden kann.

- Die Auswirkungen der Storung sind im wesentlichen durch eine Abnahme der
Spermienkonzentration, eine Reduktion der Motilitit sowie durch eine deutliche
Zunahme der morphologischen Spermienanomalien gekennzeichnet.

- Es konnten deutliche Zusammenhénge zwischen Kopfanomalien und Chromatinstruktur,
Motilitdt und Mitochondrienmembranpotential sowie zwischen Vitalitét und
Plasmamembranintegritit der Spermien gezeigt werden.

- In Vergleich zu dem konventionellen Verfahren liefern durchflusszytometrische
Untersuchungen zusitzliche Informationen {iber die Spermaqualitét. Dariiber hinaus
zeichnet sich die Durchflusszytometrie durch eine hohere Sensitivitit und Objektivitit
aus.

- Inwieweit mit diesem Verfahren auch geringere Unterschiede in der Spermaqualitdt, wie
sie bei selektierten Bullen, die in der kiinstliche Besamung eingesetzt werden, zu
erwarten sind, objektiviert werden konnen, muss durch entsprechenden Untersuchungen
iiberpriift werden, ebenso, ob auf diesem Wege die Vorhersage der Fertilitit von Bullen

verbessert werden kann.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Durchflusszytometrische Verfahren zur Beurteilung der Spermaqualitiit nach einer

experimentell induzierten Hyperthermie am Bullenhoden

Ziel dieser Arbeit war es, zu liberpriifen, ob mit Hilfe durchflusszytometrisch erfasster
Parameter die Beurteilung der Spermaqualitét besser objektiviert und standarisiert werden kann.
Als Modell fiir diese Untersuchung wurden Bullen gewéhlt, bei denen durch eine experimentell
herbeigefiihrte skrotale Hyperthermie eine temporire Verschlechterung der Spermaqualitét

herbeigefiihrt wurde.

Die skrotale Oberfldchentemperatur von vier Bullen wurde wihrend einer 48-stiindigen
Hodenerwédrmung mittels skrotaler Isolierung um 6,4 °C bis 7,1 °C erhoht. In dem Zeitraum von
Tag 7 vor der Hodenerwarmung (Tag 0 = Beginn der Wéarmeapplikation) bis zum Tag 61 wurde
von den Bullen dreimal pro Woche ein Ejakulat gewonnen und untersucht. In dem verbleibenden
Versuchszeitraum bis Tag 83 wurde dieser Vorgang noch einmal pro Woche durchgefiihrt. Jedes
Ejakulat wurde sowohl konventionell (Gesamtspermienanzahl, Konzentration, Morphologie,
Anteil vitaler Spermien in der Bromphenolblau-Nigrosin-Farbung) sowie mittels computer-
gestiitzter Spermienmotilitdtanalyse (motile Spermien, vorwértsbewegliche Spermien innerhalb
der motilen Spermien), als auch mit der Durchflusszytometrie (Plasmamembranintegritit nach
SYBR"™14/PI-Firbung, Mitochondrienmembranpotential nach JC-1-Firbung, akrosomaler Status
nach FITC-PNA/SYTO®17/PI-Firbung, Spermienchromatinstruktur mittels SCSA™) analysiert

und beurteilt.

Die nach der Hodenerwarmung eingetretene Verschlechterung der Spermaqualitét entsprach
weitgehend den in dhnlichen Versuchen beobachteten typischen Verdnderungen der
herkémmlich verwendeten Spermaparameter. Die Verdnderungen bzw. Schiddigungen waren in
folgender zeitlicher Abfolge zu beobachten. Neun Tage nach testikuldrer Warmeapplikation trat
eine deutliche Vermehrung der sekundidren Spermienanomalien und ein Abfall der Spermien-
motilitdt auf. Die Spermienvitalitdt, gemessen am Prozentsatz ungefédrbter Spermien nach
Bromphenolblau-Nigrosin-Farbung, sowie die Gesamtspermienanzahl und Spermien-

konzentration fielen ab Tag 12 nach der Hodenerwarmung ab. Die primiren Spermienanomalien,
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die hauptséchlich von der morphologisch anomalen Spermienkdpfe geprigt waren, nahmen ab

Tag 12 nach der Hodenerwirmung zu.

Zeitgleich zu den oben genannten Verdnderungen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie
folgende Verdnderungen festgestellt: Ab Tag 7 nach der Hodenerwidrmung nahmen die Spermien
mit geschddigtem akrosomalen Status zu. Der Prozensatz der Spermien mit intakter Plasma-
membran und der Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential fiel ab Tag 9 nach der
skrotalen Warmeapplikation ab. Zwolf Tag nach der Hodenerwiarmung stieg der Anteil der

Spermien mit erhhten DFI-Werten signifikant an.

Die Beziehungen zwischen den Ergebnissen des mit dem SCSA™-Test ermittelten Anteil der
Spermien mit geschddigtem Chromatin und den prozentualen Anteilen der primiren Spermien-
kopfanomalien waren sehr stark ausgeprégt (r = 0,81; p < 0,0001). Der prozentuale Anteil an
Spermien mit hohem Mitochondrienmembranpotential korrelierte positiv mit dem prozentualen
Anteil an motilen Spermien (r = 0,83; p <0,0001). Zwischen der lichtmikroskopisch beurteilten
Spermienvitalitit und dem durchflusszytometrisch erfassten prozentualen Anteil an Spermien

mit intaktem Plasmamembran bestanden hochgradige Korrelationen (r = 0,77; p < 0,0001).

Der Anstieg der DFI-Spermien war viel deutlicher ausgeprégt als der der morphologisch
anomalen Spermienkopfe. Dies Ergebnis ldsst darauf schlielen, dass die Warmenoxe nicht nur in
den morphologisch anomalen, sondern auch in den normal erscheinenden Samenzellen zu
Chromosomenschiden gefiihrt hat und morphologische Spermienanomalien, insbesondere die
des Kopfes, Ausdruck von Chromosomanomalien auch in den normal erscheinenden

Samenzellen eines Ejakulates sein konnen.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass die durchflusszytometrische
Beurteilung der Qualitét von Ejakulaten mit grofleren Qualitétsunterschieden eine zuverldssige
und objektive Methode darstellt. Sie liefert in Ergénzung zu der herkdmmlichen Sperma-
beurteilung weitere wichtige Informationen {iber die Spermaqualitdt. Ob mit Hilfe dieses
Verfahrens das voraussichtliche Befruchtungsergebnis eines Ejakulates bzw. die Fertilitét eines
Bullen zuverléssiger vorhergesagt werden kann als mit der konventionellen Spermabeurteilung,

muss in weiteren Studien geklért werden.
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7. SUMMARY

Flow cytometric examinations for assessing the sperm quality after an experimental

induced testicular hyperthermia in bulls

The aim of this study was to examine if the assessments of sperm quality can be better
objectified and standardized by using flow cytometric examinations. For this investigation

temporary deterioration of sperm quality was induced by a local heating of testes in bulls.

The scrotal surface temperature of 4 bulls was increased during the local heating of testis by
enclosing the entire scrotum for 48 hours by 6.4°C to 7.1°C. Semen was collected 3 times a week
from Day -7 to Day 61 and once a week from Day 68 to Day 83 (Day 0 = the day of scrotal
insulation). Each ejaculate was conventionally examined (numbers of total spermatozoa, sperm
concentration, morphology and proportion of vital spermatozoa after staining with bromphenol
blue nigrosin). The percentage of motile spermatozoa and progressive motile spermatozoa of
motile sperm were determined with a computer-assisted motility analysis. Using flow cytometry
the proportions of sperm with the following parameters were examined and analyzed: intact
plasma membranes after staining with SYBR®14/P1, high mitochondrial membrane potentials
after staining with JC1, damaged acrosome status after staining with FITC-PNA/SYTO"17/PI,
and sperm with defective chromatin structure or rather with high DNA fragmentation index

(DFI) by SCSA™.

The deterioration of sperm quality after elevating testicular temperature was correspondent to
a large extent to the typical changes of the conventional sperm parameters, which result is in
agreement with previous similar studies. After testicular hyperthermia (Day 0) changes of sperm
quality occurred in the following sequence. There was a notable increase in secondary sperm
abnormalities as well as a decrease in sperm motility on Day 9 after testicular hyperthermia. The
proportions of vital spermatozoa after staining with bromphenol blue nigrosin, total sperm count
and sperm concentration were decreased on Day 12 for the first time. At the same time the
primary sperm abnormalities began to increase. The primary abnormalities most frequently

encountered were morphological head defects of spermatozoa.
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Concurrent with the changes specified above the following alterations of sperm parameters
were observed with flow cytometry. Beginning on Day 7 after testicular hyperthermia sperm
with defective acrosome status increased. From Day 9 on sperm with intact plasma membranes
and sperm with high mitochondrial membrane potentials began to decrease. On Day 12 after
testicular hyperthermia the proportion of sperm with defective chromatin structure (spermatozoa

with high DFI) started to increase significantly.

The relationships between the proportions of defective sperm chromatin structure assessed
with the SCSA™ test and the proportions of sperm head defects were highly significant
(r=0.81; P <0.0001). The proportion of sperm with a high mitochondrial membrane potential
correlated positively to the sperm motility (r = 0.83; P <0.0001). Significant correlations
between the viability assessed by light microscopy and the percentages of spermatozoa with

intact plasma membrane obtained by flow cytometry (r = 0.77; P <0.0001) occurred.

The increase of the proportion of the sperm with defective chromatin structure (spermatozoa
with high DFI) was more clearly pronounced than that of the morphological abnormal sperm
heads. This result indicates that heat stress had led to chromosome defects not only in
morphologically abnormal but also in normally appearing sperm cells. In addition,
morphological sperm abnormalities, especially sperm head defects, may be indicative of

chromosome abnormalities also in normally appearing sperm cells of an ejaculate.

This study shows that flow cytometric assessments of the ejaculate is a reliable and objective
method in semen investigation. It provides additional important information about the sperm
quality. In further studies, it has to be clarified, whether the prospective fertilization capacity
from an ejaculate and/or the fertility of a bull can be predicted with this method more reliable

than with the conventional sperm evaluation.
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9. ANHANG

Anhang 1:
Geriteeinstellungen am FACScan in Durchflusszytometer

Bei allen Messungen wurden die folgenden Einstellungen gewahlt:

Einteilung des Messbereiches aller Parameter: 1024 Kanile

Kompensation: keine
Probendruck (Flow rate): low (12 pl + 3 pl / min)
Quantifizierung der Spannungsimpulse: Hohe (Amplitude)

1. Spezielle Geridteeinstellungen bei der Bestimmung der Plasmamembranintegritét, des MMP
und des akrosomalen Status:

Parameter Detektor Spannung  Amplitudenzunahme Modus
P1 FSC E-1 1,00 logarithmisch
P2 SSC 234 1,00 logarithmisch
P3 FL 1 400 4,92 logarithmisch
P4 FL 2 491 4,92 logarithmisch
P5 FL 3 450 4,92 logarithmisch

Schwellenwert: FSC bei 350

2. Spezielle Geridteeinstellung bei der Beurteilung der Spermachromatinstrukur:

Parameter Detektor Spannung  Amplitudenzunahme Modus
P1 FSC E-1 1,00 logarithmisch
P2 SSC 258 1,00 logarithmisch
P3 FL 1 426 2,63 linear
P4 FL 2 659 8,02 linear
P5 FL 3 595 1,00 linear

Schwellenwert: FL 1 bei 60

Zur Messung standen drei verschiedene Filter zur Auswahl: FL-1 (530/30 nm), FL-2 (585/42
nm) und FL-3 (650LP nm).

Die Einstellungen der Spannung fiir die Detektoren FL 1 und FL 2 wurden entsprechend der
gemessenen Referenzprobe zu Beginn jeder Messreihe vorgenommen und nach jeder zehnten
Probe tiberpriift und gegebenenfalls nachkorrigiert. Die benotigten Referenzproben wurden alle
aus ein und demselben Ejakulat eines klinikeigenen Bullen gewonnen. Bei der Messung der
Referenzprobe wurden die Spannungswerte so eingestellt, dass die Mittelwerte fiir FL. 1 500 und
FL 3 130 betrug.
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Anhang 2:

Zusammensetzung des Tyrode-Mediums

Substan Menge in g fiir 1000 ml

Basis Tyrode-Medium

NaCl 5,844
KCI 0,231
CaCl; 2H,0 0,294
MgCl; 6 H;O 0,081
NaH,>PO, 0,061
Na Pyruvat 0,11
Na Laktat 2,421
HEPES 2,383
Gentamycin S. 0,05
Zusitzliche Substanzen

NaHCO3 2,100
Heparin 0,01
BSA 6,0

Die zusitzliche Substanzen werden ganz zum Schluss der Basis Tyrode-Losung gegeben.
NaHCOs;, Heparin und BSA 16sen sich am besten, wenn sie nicht verriihrt werden, sondern sich
absetzen konnen.

Vor der Verwendung sollte der pH-Wert auf 7,4 eingestellt werden.



Anhang 3:

Einstellungsparameter fiir die computergestiitzte Motilitdtsanalyse mit dem Cell Motion

Analyser (CMA) V. 2.0:

Einstellungsparameter Einheit Wert
Anzahl der Bilder 32
Mindestbildanzahl 15
Vielfaches der Bildfrequenz 1
Minimale Fldche des Objekts Pixel 40
Maximale Flache des Objekts Pixel 300
Schwellwert fiir Objektsuche 5
Objekte hell
Geschwindigkeitsklassenbreite um/s 5
Geschwindigkeitsgrenze flir immobile Objekte um/s 30
Geschwindigkeitsgrenze fiir lokalmobile Objekte um/s 30
Tiefe der Messkammer um 10
Verdiinnung 1/(n) 1
Temperatur der Probe °C 37
Eichungsfaktor 437
Korrektur Nein
Richtung Ja
Zeilensprung 2
Distanz Pixel 31
Anzahl der Relaxationen 7
Pause 2
Tukeyfenster 4
Maximaler Radius um 30
Min. Fliche der unbeweglichen Objekte Pixel 60
Max. Flache der unbeweglichen Objekte Pixel 150
Schwanzdetektion On
Empfindlichkeit der Schwanzdetektion 1
Messfenster XA, YA, XE, YE 30, 30, 737, 467
Schwanzsuche anwenden auf immobile Objekte
GroBe Fenster 15
Anzahl Dilatationen/Erosion 3
Suchschwelle Schwanz pm 10
Minimale Schwanzgrofle pm 10
Doppelter Schwellenwert On
Schwanz hell

Benutzerklassifikator ausfithren

On
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