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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Kryokonservierung von Schafbockspermien gewinnt immer mehr an Bedeutung,
da der Export von Schafbécken aufgrund seuchenhygienischer Bedingungen der
importierenden Lander zunehmend schwieriger und unwirtschaftlicher wird. Die
Entwicklung eines praxisreifen und zuverlassigen Konservierungs- und
Besamungsverfahrens konnte die routinemélige Ein- und Ausfuhr von
Tiefgefriersperma zur Verbesserung der hygienischen Verhaltnisse bei der

Schafzucht ermdglichen.

Fur eine erfolgreiche Befruchtung der Eizelle missen die Spermien Uber eine gute
Motilitat, eine funktionstichtige Plasmamembran und ein intaktes Akrosom verfuigen.
Aus zahlreichen vergleichenden Untersuchungen geht hervor, dass die
Plasmamembran, das Akrosom und die Mitochondrien von Schafspermien aufgrund
ihrer spezifischen Membranbeschaffenheiten empfindlicher auf den
Tiefgefrierprozess reagieren als die von Bullenspermien. Demzufolge sind auch die
Trachtigkeitsraten der Schafe nach kinstlicher Besamung mit Tiefgefriersperma im
internationalen Maldstab geringer als die der Rinder. Aus Grinden der
Wirtschaftlichkeit wird die Spermienqualitat nach der Kryokonservierung
ublicherweise  lichtmikroskopisch ~ untersucht. = Die  Aussagekraft  dieser
Untersuchungsmethode ist jedoch eingeschrankt, da auf diese Weise nur sehr kleine
Zellpopulationen beurteilt werden kénnen. Eine neuere Methode, von der man sich
wesentliche Fortschritte verspricht, ist die durchflusszytometrische Analyse
verschiedener  Strukturen der Samenzelle mit Hilfe  unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbungen. Damit koénnen Tausende Spermien innerhalb weniger

Sekunden objektiv und mit hoher Genauigkeit analysiert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene Verdinner, Verdinnungsprotokolle
und Einfriermethoden vergleichend auf ihre Eignung fur Schafspermien zu
Uberprufen. Dazu wurden nach dem Auftauen lichtmikroskopisch die Vitalitat,
Motilitdt und Morphologie bestimmt. Mittels Durchflusszytometrie wurden das
Mitochondrienmembranpotential, die Plasmamembranintegritat und der akrosomale

Status der Spermien beurteilt.
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2 LITERATUR

2.1 Kinstliche Besamung beim Schaf mit kryokonservierten Spermien

Tiefgefriersperma zeigt eine generell reduzierte Befruchtungsfahigkeit im Vergleich
zu Frischsperma (WATSON, 2000). Der Autor fasst die verschiedenen
Stressmomente des Tiefgefrierprozesses fur die Samenzellen wie folgt zusammen:
Temperaturverdnderungen, osmotischer und toxischer Stress durch die
Gefrierschutzsubstanzen, Entstehung und Auflésung von Eiskristallen im
extrazellularen Raum (siehe 2.2 Kryobiologie). Trotz Anwendung optimierter
Konservierungsprotokolle wird die Spermienpopulation durch diese Effekte um 40-
50% dezimiert.

Nach MEDEIROS et al. (2002) ist die Fertilitdit von Spermien generell von ihrer
Fahigkeit abhangig, zur Eizelle zu gelangen, mit dieser zu interagieren und sie zu
penetrieren. Dazu benotigen sie ihre volle Funktionsfahigkeit und Motilitdt. Im
Zusammenhang mit der kinstlichen Besamung missen die Spermien vom Ort ihrer
Deponierung bis zur Eileiterampulle gelangen kénnen und fahig sein, mit den
Epithelzellen und den Sekreten des weiblichen Reproduktionstrakts zu interagieren.
SALOMON und MAXWELL (1995a) sehen den eingeschrankten Transport des
Tiefgefrierspermas im weiblichen Genitaltrakt und die reduzierte Lebensfahigkeit der
Samenzellen als Hauptursache fir die niedrige Fertilitit beim Schaf an. lhren
Angaben zufolge kdnnen Spermien, die nach der Kryokonservierung ihre Motilitat
und biologische Funktionsfahigkeit beibehalten haben, eine Fertilitdtsrate von 86-

93% erzielen.

Zahlreiche Studien wurden unternommen, um die Fertilitat nach kinstlicher zervikaler
Besamung mit Tiefgefriersperma zu verbessern. Versuche, den Verlust durch den
Konservierungsprozess mit einer erhdohten Spermienkonzentration auszugleichen,
fuhrten nicht zum erwarteten Erfolg. Nach Erkenntnissen von GIL et al. (1999) stellt
eine Zentrifugation aufgetauter Samenproben im Sinne einer
Konzentrationserh6hung einen zusatzlichen Stressfaktor dar und wirkt sich nachteilig

auf die Spermienqualitat aus. Auch eine Erhéhung der Spermienanzahl durch
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niedrige Verdunnungsraten vor dem Einfrieren erbrachte nur schlechte
Befruchtungsergebnisse (RITAR und BALL, 1992).

Eine andere Methode zur Verbesserung der Fertilitdt ist die Doppelbesamung. In
einigen umfassenden Studien von SALOMON und LIGHTFOOD (1970) und
SALOMON (1971) wurden durch die zweite Besamung signifikant bessere
Ablammergebnisse  erzielt. Die wichtigste Rolle spielen dabei die
Spermienkonzentration in der Besamungsdosis und der Zeitpunkt der Insemination
wahrend des Ostrus. Geringe Vorteile erbrachte eine zweite Besamung, wenn die
erste in der Mitte des Ostrus durchgefiihrt wurde (SALOMON, 1972). VISSER und
SALOMON (1974) fuhrten die verbesserten Ablammraten nach einer
Doppelbesamung darauf zurick, dass durch die zweite Besamung insgesamt
doppelt so viele Spermien deponiert wurden wie durch eine einfache. In einer
spateren Arbeit erzielte SALOMON (1977) ahnliche Ablammergebnisse, wenn die
Anzahl motiler Spermien bei der einfachen wie auch bei der Doppelbesamung gleich
groB war und die Besamung 12-25 Stunden nach Erkennung des Ostrus
vorgenommen wurde. Bei der Doppelbesamung erwies sich ein Intervall von 8-10
Stunden als vorteilhaft (KASYMOV, 1984).

Die effektivste Methode zur Steigerung der Fertilitdt nach zervikaler Insemination ist
eine tiefe Deponierung des Tiefgefrierspermas im Zervikalkanal (SALOMON und
MAXWELL, 1995b). Um die anatomischen Barrieren der Zervix der Mutterschafe zu
Uberwinden, wurden verschiedene Techniken entwickelt. ANDERSEN et al. (1973)
gelang durch instrumentellen oder manuellen Zug an der Zervix eine Platzierung des
Spermas bis zu einer Tiefe von 2-5 cm bzw. sogar bis in den Uterus hinein. Diese
Verfahren fuhrten zwar zu einer Verbesserung der Fertilitdt, bedeuteten fur die Tiere
jedoch groRBen Stress. Erleichtert werden kann eine tiefe zervikale Insemination
durch spezielle Besamungspipetten wie sie bei SALOMON und MAXWELL (1995b)
beschrieben sind.

Tiefe zervikale Besamung erlaubt eine Reduktion der Besamungsdosis auf 20-40
Millionen motiler Spermien, die nach einfacher Besamung eine Ablammrate von 50-
53% erzielen. Eine Kontrollbesamung mit 80-100 Millionen Spermien erbrachten eine
Ablammrate von 51% (STOJANOV, 1980).
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Die besten Ablammergebnisse werden nach intrauteriner Besamung erzielt. Diese
kann transzervikal oder laparoskopisch erfolgen. Aufgrund der schwierigen
anatomischen Verhéaltnisse der Schafzervix bedarf die transzervikale Methode
weiterer Perfektion, um konstantere Besamungserfolge zu gewahrleisten (SALOMON
und MAXWELL, 1995b). Nach einer Studie von WINDSOR (1992) erbrachte die
laparoskopische Besamung eine Tréachtigkeitsrate am 70. Tag von 45%.
Transzervikal und zervikal besamte Schafe waren am gleichen Tag zu 32% bzw. 9%
trachtig. Die laparoskopische Insemination liefert nicht nur zufriedenstellende
Ablammerfolge, sondern bietet auch die Mdglichkeit, eine geringere Anzahl motiler
Spermien pro Dosis zu deponieren (SALOMON und MAXWELL, 1995b). Diese
Methode wird iberwiegend bei synchronisiertem Ostrus durchgefiihrt. Diesbeziiglich
wurden Methoden und Zeitpunkt der Synchronisation, sowie der Zeitpunkt der
Besamung, die Inseminationsdosis und die intrauterine Lage der Samendeponierung
erforscht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Studien liefert eine
Ubersicht von SALOMON und MAXWELL (2000).

Ursprunglich wurde mithilfe der Insemination nach Laparotomie die Befruchtungs-
kapazitdt von kryokonservierten Spermien getestet. Heutzutage wird die
laparoskopische Insemination nach Ostrussynchronisation routinemaRig in den
meisten Schaf-produzierenden L&ndern angewendet (EVANS, 1991; HARESIGN,
1992). Aufgrund der hohen Kosten flur die laparoskopische Besamung und die
Ostrussynchronisation der Mutterschafe, ist diese Methode jedoch besonders fiir
kleine Schafherden unrentabel (MAXWELL und WATSON, 1996). Auch die
vergleichsweise schlechten Fertilitatsraten nach zervikaler Besamung legen fur

Lander mit geringer Schafwirtschaft eine natirliche Reproduktion nahe.

2.2  Kryokonservierung

2.2.1 Kryobiologische Aspekte der Spermakonservierung

Spermien sind hochspezialisierte Zellen, die auf rasche und starke physikalisch-

chemische Veranderungen des sie umgebenen Milieus schockartig reagieren
(QUINN und WHITE, 1969). Insbesondere die Zellmembranen sind beim Gefrier-
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Auftau-Prozess verschiedenen Stressmomenten ausgesetzt (PARKS und GRAHAM,
1992). Bei der Entstehung von Gefrierschdden an Spermienzellmembranen kommt
den Veranderungen des intrazellularen Wassers eine zentrale Bedeutung zu
(MAZUR 1985): In einem Temperaturbereich zwischen -5° und -15°C erfolgt eine
Entstehung von Eiskristallen im extrazellularen Raum. Das Zellinnere bleibt aufgrund
der Schutzwirkung der Plasmamembran ungefroren und unterkihlt. Dadurch
verandert sich das osmotische Potential der Zelle, so dass Wasser ausstromt und
extrazellular gefriert. Vollzieht sich dieser Prozess zu schnell durch eine zu hohe
Kihlrate kann die Exosmose nur unvollstéandig stattfinden, und es kommt zu einer
intrazellularen Eiskristallbildung (HOLT et al.,, 1992). Das osmotische Potential
zwischen intra- und extrazellularem Raum geréat aus dem Gleichgewicht, so dass
lonen ins Zellinnere einstromen (MERYMAN, 1968).

Der Auftauprozess kehrt alle eingetretenen Effekte des Einfrierens um. Durch die
hohe intrazellulare lonenkonzentration erfolgt ein starker Rickstrom von Wasser ins
Zellinnere, infolge dessen es zu Zellschwellung und Zerstérung der Zellmembran
kommen kann (HOLT, 2000).

Ein weiteres Phdnomen kryobiologischer Veranderungen an Spermienzellen ist die
sogenannte Kryokapazitation, deren Entstehung noch nicht vollstandig geklart ist
(BAILEY et al., 2000). Die physiologische Kapazitation ist mit komplexen
strukturellen Veranderungen der Plasmamembran des Spermienkopfes assoziiert
(LANGLAIS und ROBERTS, 1985; LIN und KAN, 1996). Bei der Kryokapazitation
werden solche Verdnderungen nach Meinung von WATSON (1995) durch den
Gefrierprozess ausgelost. Diese Modifikationen kénnen zu einer erhdhten
Reaktionsbereitschaft der Spermien fuhren. Auch PEREZ et al. (1996) haben
gezeigt, dass kryokonservierte Spermien die Kapazitation schneller durchlaufen als
frische Spermien.

MAXWELL und JOHNSON (1997) meinen, dass kryokapazitierte Spermien eine
Membran-Destabilisierung und einen Calzium-Influx ins Zellinnere reflektieren.

Nach DE LAMARINDE et al. (1998) und LECLERC et al. (1997) spielt bei der Kryo-
kapazitation auch das Auftreten von Superoxid-Anionen wahrend der

Kryokonservierung eine Rolle.
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2.2.2 Kryoprotektiva

Kryoprotektiva werden  eingesetzt, um  Schaden, die wahrend des
Tiefgefrierprozesses an biologischem Material entstehen kdnnen, zu verringern bzw.
zu verhindern (SHERMAN, 1964, ROWE, 1966;). Nach den Erkenntnissen von FAHY
(1986) ist es jedoch nicht mdglich, ein hundertprozentiges Uberleben tiefgefrorener
Zellen zu erreichen. Dabei ist zu beachten, dass die Kryoprotektiva neben ihrer
schitzenden Funktion an konserviertem zellularen Material &hnliche Schéaden
hervorrufen konnen wie der Tiefgefriervorgang selbst. Dieser schadigende Effekt ist
zum einen abhangig von ihrer Konzentration. Aber auch zellulare Eigenschaften wie
die Permeabilitdt der Plasmamembran und deren Widerstandsfahigkeit gegentber
physikalischem Stress limitieren den positiven Einfluss der Kryoprotektiva
(MEDEIROS et al., 2002). Nach Erkenntnissen von HAMMERSTEDT et al. (1978)
sind die Effekte der Kryoprotektiva aufgrund unterschiedlicher Zellbeschaffenheiten

der Spermien speziesspezifisch.

Allgemein kdnnen Kryoprotektiva in zwei grof3e Gruppen eingeteilt werden (ROWE,
1966; MERYMAN et al., 1977, MC GANN, 1978; WATSON, 1979). Zu der einen
Gruppe zadhlen Substanzen, die ihre Wirkung extrazellular ausiben:
Polyvinylpyrrolidon, Polyglykol, Dextran, Laktose oder Sucrose (MERYMAN et al.,
1977). Fur ihre Verwendung - hauptsachlich fir die Kryokonservierung kernloser
Zellen — ist eine rasche Abkihlrate erforderlich (ROWE, 1966). Zu der anderen
Gruppe gehdren Kryoprotektiva, die die Fahigkeit besitzen, in die zu konservierenden
Zellen einzudringen. Hierzu gehoren z. B. Glyzerin und DMSO (LOVELOCK und
POLGE, 1954; SHERMAN, 1964). Diese Substanzen werden eher zur
Konservierung kernhaltiger Zellen unter Anwendung einer langsamen Kihlrate
eingesetzt (ROWE, 1966).

Die Wirkungsweise der Gefrierschutzsubstanzen ist allerdings nicht vollstandig
geklart (WATSON, 1995). Laut GAO et al. (1997) verursachen extrazellular wirkende
Kryoprotektiva eine osmotische Stimulation der Zelldehydratation, so dass weniger
Wasser in der Zelle verbleibt und so die Gefahr der intrazellularen Eiskristallbildung

reduziert wird.
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Der protektive Effekt intrazellular wirkender Substanzen liegt nach MAZUR (1970) in
einer konsequenten Senkung der Salzkonzentrationen. Dadurch kann die
Dehydratation der Zelle verringert werden, indem mehr ungefrorenes Wasser zum
Erhalt des Zellvolumens in der Zelle verbleibt. (MAZUR and RIGOPOULQOS, 1983;
MAZUR und COLE, 1985; MEDEIROS et al., 2002) Diese Kryoprotektiva stéren das
osmotische Gleichgewicht zwischen intra- und extrazellularem Raum nicht und

sollten laut MERYMAN (1971) daher bevorzugt eingesetzt werden.

Glyzerin wird als das Kryoprotektivum der Wahl angesehen (SHERMAN, 1964;
SCHRAMM und LOHLE, 1976; WILMUT und POLGE, 1977; JEYENDRAN und
GRAHAM, 1980; NEUBERT und MENGER, 1981; MAXWELL et al., 1996; HOLT,
2000; WATSON, 2000; MEDEIROS et al., 2002). Es hat verschiedenen Studien
zufolge eine sowohl intra- wie auch extrazellulare Wirkungsweise. Dabei soll der
extrazellulare osmotische Einfluss der wichtigste positive Effekt sein (AMANN und
PICKETT, 1987; MEDEIROS et al., 2002). Forschungen haben ergeben, dass
Glyzerin in der Lage ist, sich von auf3en direkt an Bestandteile der Zellmembran zu
binden und damit ihre Struktur und Festigkeit zu verandern (HAMMERSTEDT und
GRAHAM, 1992).

Innerhalb der Zelle reduziert Glyzerin den osmotischen Stress, indem es durch
Interaktionen mit lonen und Makromolekilen fir den Rickhalt von Zellwasser sorgt
und den Gefrierpunkt des Wassers herabsetzt (MEDEIROS et al.,, 2002). Eine
Ubersicht  (iber Gefrierschadigungen und Gefrierschutz unter besonderer
Beriicksichtigung der Schutzeffekte des Glyzerins gibt WEITZE (1977). Die Menge
an Glyzerin, die in den Verdinnermedien zur Kryokonservierung von Spermien
(siehe 2.4.3) enthalten sein soll, wird letztlich durch seine Toxizitat limitiert. Diese ist
ihrerseits anhéngig von der Gefriergeschwindigkeit, der Zusammensetzung des
jeweiligen Verdinners, sowie von der Methode des Zusatzes des Kryoprotektivums
(FAHY, 1986).

Verschiedene Arbeiten Uber unterschiedliche Glyzerinkonzentrationen und
Gefrierraten bei der Kryokonservierung von Schafspermien haben ergeben, dass die
optimale  Glyzerinkonzentration = umso  niedriger ist, je  hoher die
Gefriergeschwindigkeit ist (VISSER und SALOMON, 1974; FISER und FAIRFULL,
1984). FISER und FAIRFULL (1984) beobachteten bei einem Glyzeringehalt von 4-



Literatur 8

6% und einer Gefrierrate von 10-100°C/min die gréRte Anzahl Uberlebender
Spermien nach dem Auftauen. Auch COLAS hat durch seine Studien bereits 1975
eine Glyzerinkonzentration von 4% im Verdinnermedium als optimal erachtet.
Andere Autoren gaben eine Konzentration von 6-8% Glyzerin als Optimum an
(FIRST et al.,, 1961). Nach WATSON und MARTIN (1975) hingegen sind die
Uberlebensraten von Spermien bei Glyzerinkonzentrationen von 2,5% und 7,5%

vergleichbar.

Neben der Gefriergeschwindigkeit beeinflusst die Zusammensetzung des
Verdunners den Optimalbereich der Glyzerinkonzentration. WATSON und MARTIN
haben 1974 vermutet, dass die Menge des im Verdunner enthaltenen Eigelbs die
Konzentration des Glyzerins beeinflussen kann. Demnach sei die Menge an Glyzerin
umgekehrt proportional zur Menge des Eigelbs. Nach ABDELHAKEAM (1991b) kann
bei einer Eigelb-Konzentration von 25-30% im Verdinner sogar auf die Verwendung
von Glyzerin verzichtet werden. Weiterhin wurde berichtet, dass die Verwendung von
Antioxidantien mit kryokonservierendem Effekt in Verdinnermedien maoglicherweise
ebenfalls eine niedrige Glyzerinkonzentration erlaubt (VARNAVSKIJ und
VARNAVSKAJA, 1976; MILOVANOQV et al., 1985).

In zahlreichen Studien wurde die Verdinnung der Spermien und damit der Zusatz
des Glyzerins durch verschiedene Verdinnungsprotokolle vorgenommen (z. B.
BERNDTSON und FOOTE, 1972; FISER und FAIRFULL, 1986a; GIL et al., 2001;
MORRIER et al., 2001; GIL et al., 2003a; ANEL et al., 2003). Entweder wurden die
Spermienproben durch eine 1-Schritt-Verdinnung bei ca. 29°C mit einem glyzerin-
haltigen Medium verdinnt oder es wurde zunachst ein glyzerinfreier Verdinner
verwendet. Bei diesem Versuchsprotokoll wurde der Samenprobe das
Kryoprotektivum in einem zweiten Verdunnungsschritt nach Abkuhlung bei einer
Temperatur von 5°C hinzugegeben (2-Schritt-Verdinnung). Einigen Erkenntnissen
zufolge war die Zugabe des Glyzerins nach 2-Schritt-Verdiinnung bei 5°C
vertraglicher fur die Spermien, so dass diese Methode oftmals bevorzugt
angewendet wird (SALOMON und MAXWELL, 2000). Andere Studien hingegen
ergaben eine Gleichwertigkeit beider Verdunnungsmethoden (SALOMON, 1968;
LIGHTFOOD und SALOMON, 1969; MORRIER et al. 2001). Heute ist die 1-Schritt-

Verdinnung mit glyzerinhaltigen Medien eine praktikable und weit verbreitete
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Methode bei der Kryokonservierung von Schafspermien (SALOMON, 1976; EVANS
und MAXWELL, 1987; HAMMERSTEDT et al., 1990; BAILEY et al., 2000).

2.2.3 Aufgaben und Zusammensetzung von Spermaverdinnern

Fur den Erhalt der physiologischen Eigenschaften und Funktionen der Spermien ist
die  chemisch-physikalische = Zusammensetzung eines  Spermaverdinners
bedeutsam. Dabei kommt es nicht nur auf die Einzelkomponenten des jeweiligen
Verdunners an, sondern auch auf deren Wechselwirkungen untereinander (OBANDO
und LUCENA, 1984).

In der Literatur findet man eine nahezu uniberschaubare Anzahl verschiedenster
Spermaverdinner, die meist aus unterschiedlichen Variationen einiger
Standardrezepturen zusammengesetzt sind (WATSON, 1979). Die Arbeiten von
NEVES (1980), TEKIN (1982) und MYTZKA (1988) bieten eine breite Ubersicht tiber
die fur die Tiefgefrierkonservierung von Schafspermien verwendeten Verdinner.
Eine Veroffentlichung von SALOMON und MAXWELL (2000) enthalt eine Einteilung

der Verdinner gemass ihrer Hauptkomponenten in verschiedene Klassen.

Generell sollten die verwendeten Verdinner nach WATSON (1979) und SALOMON
und MAXWELL (2000) einen angemessen pH-Wert und eine ausreichende
Pufferkapazitat aufweisen, um pH-Verschiebungen durch aerobe und anaerobe
Stoffwechselprodukte der Spermien ausgleichen zu kénnen. Ebenso wichtig ist eine
geeignete Osmolalitat. Spermaverdinner sollten durch ihre Inhaltsstoffe genug
Nahrung und Energie fir die Spermien bereitstellen und eine ausreichende
Schutzfunktion gegen alle schadigenden Einflisse des Konservierungsprozesses
erfullen. Diese Aufgaben konnen zahlreichen Studien zufolge vor allem von
verschiedenen Zuckern, Milch, Eigelb und unterschiedlichen Kryoprotektiva (siehe
2.2.2) Ubernommen werden (MYTZKA, 1988). Neuere Arbeiten erforschen die
Verwendbarkeit von Sojabohnenextrakten als Alternative zu Eigelb (u.a. MULLER-
SCHLOSSER et al., 1995; GIL et al., 2000; THUN et al., 2001; GIL et al., 2003b). Da
die Komponenten Zucker, Milch, Eidotter bzw. Soja in unterschiedlichen

Kombinationen und Konzentrationen Verwendung finden und damit die Basis der
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vielen verschiedenen Verdinner bilden, sollen sie im folgenden naher erlautert

werden:

Zucker stellen einerseits rasch verfugbare Energie zur Anregung und
Aufrechterhaltung des Stoffwechsels und der Spermienmotilitat zur Verfligung
(MARTIN, 1966) und fordern andererseits durch ihren osmotischen Effekt die
Dehydratation der Spermienzellen, setzen die intrazellulare Eiskristallbildung herab
und vermindern somit das Risiko der Zellschaddigung (MOLINIA et al., 1994).
NAGASE und GRAHAM (1964) beobachteten, dass Zucker mit einem hohen
Molekulargewicht einen besseren Schutz gewahren als solche mit einem niedrigen
Molekulargewicht. Weiterhin werden den Trisacchariden bessere kryoprotektorische
Eigenschaften zugesprochen als den Mono- und Disacchariden (MOLINIA et al.,
1994).

Daten zur Verwendung von Milch als Bestandteil von Spermaverdinnern fir die
Tiefgefrierkonservierung von Spermien findet man in der Literatur bereits in den 50er
Jahren. Allerdings wurde ihre Eignung von jeher kontrovers diskutiert. Wahrend
AEHNELT (1953) die Milch aufgrund ihrer geringen Haltbarkeit und ihrer Eignung als
N&hrboden fur Mikroorganismen als Verdinnerzusatz ablehnte, wurde sie bei
WEISS (1953) als eines der geeignetsten Spermienverdiinnungsmedien tberhaupt
beurteilt.

Die Vorteile der Milch fur die Qualitat kryokonservierter Spermien liegen vor allem in
ihrem hohen Gehalt an Né&hrstoffen und Milchzucker sowie an hochwertigem
Milcheiweil3 und an zahlreichen Vitaminen (PETERS, 1953a; PETERS 1953b). Die in
der Milch enthaltenen Proteine schitzen die Spermien vor Schadigungen durch den
Gefrierprozess. Nach Erkenntnissen von CHOONG und WALES (1962 und 1963)
bilden die Milchproteine eine schitzende Kolloidhille um die Spermienzellen und
vermindern so die Permeabilititssteigerung der Zellmembran. Zur Anwendung in
Spermaverdinnern kommt neben Vollmilch von Kuh und Schaf (WEISS, 1953;
PETERS, 1953a; PETERS, 1953b; JONES, 1969; ROYCHOUDHURY und DUBAY,
1977) insbesondere auch Magermilch (WEISS, 1953; PETERS, 1953b;
BLACKSHAW, 1960; LAPWOOD et al., 1972). Letztere wird vorzugsweise in Form
von Magermilchpulver verwendet (BLACKSHAW, 1960; FISER und FAIRFULL,
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1986a). Der Einsatz von Milch als Verdinnerzusatz, auch in Kombination mit

Eidotter, spielt heutzutage allerdings eine untergeordnete Rolle.

Eidotter ist inzwischen ein allgemein verbreiteter Bestandteil von Spermaverdinnern,
seit PHILLIPS und LARDY (1940) zum ersten Mal von seinem schiitzenden Effekt fur
Spermien gegentber schadigenden Einflissen durch Kaltebehandlung berichteten.

Laut HOLT et al. (1988) verhindert Eigelb die Spiralisierung der Spermienflagellen
und bewahrt so ihre Motilitat. Als aktive Komponente des Eidotters wird ein
sogenanntes ,Low Density Lipoprotein® (LDL) wie beispielsweise Lecithin
angesehen, das seine Wirkung ausschlie3lich an der Zelloberflache entfalten kann
(WATSON, 1976; FOULKES, 1977). Diese Lipidkomponente interagiert mit der
Lipiddoppelschicht der Zellmembran und sorgt fiir deren Stabilisierung (WATSON,
1975; HOLT et al., 1988). OKAMURA et al. (1991) begrinden dies mit einer
Modifizierung der Membranpermeabilitat und der Aktivierung der Adenylatzyklase,
einem Steuerungsenzym, das in der Membran weitere Enzyme und
Membranproteine aktivieren kann. 1992 ergénzten HOLT et al. ihre Erkenntnisse
durch weitere Studien, die ergaben, dass die schadigenden Effekte der
hyperosmotischen Bedingungen, denen die Membran wahrend des Gefrierprozesses
(sieche 2.2.1) ausgesetzt ist, durch die Anwesenheit des Eidotters im
Verdinnermedium minimiert werden. BLACKSHAW wies allerdings bereits 1954 auf
speziesspezifische Unterschiede bezlglich der Effektivitat der Wirkung des Eidotters
auf kryokonservierte Spermien hin. So zeigten Schafbockspermien bei Verdinnung
mit einem eidotterhaltigen Medium eine grol3ere Empfindlichkeit gegentber der

Kéltekonservierung als beispielsweise Bullenspermien.

Forschungen haben ergeben, dass eine Zugabe von Detergentien zum Verdinner-
medium die Eidotterpartikel mdglicherweise derart modifizieren kann, dass eine noch
effizientere Interaktion mit der Plasmamembran mdglich wird (PONTBRIAND et al.,
1989). Studien von BWANGA (1991) haben eine solche Wirkung vor allem fir
Eberspermien nachgewiesen. Eine speziesubergreifende Eignung von Detergentien
fur die Verbesserung der Spermienqualitdt nach der Kryokonservierung konnte
allerdings bisher nicht eindeutig bestétigt werden (HOLT, 2000).
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Eine gro3e Variationsbreite von Eidotterkonzentrationen in Verdinnern fir die
Tiefgefrierkonservierung von Schafbockspermien ist erforscht worden (u.a. WATSON
und MARTIN, 1972; WATSON und MARTIN, 1975; OLLERO et al., 1998;
SANCHEZ-PARTIDA et al., 1998; GIL et al., 2003a). In den frihen Arbeiten wurden
Konzentrationen zwischen 30 und 50% getestet, wahrend die meisten spateren
Studien eher niedrigere Konzentrationen bevorzugten. Fur die Konservierung von
Schafspermien in Pailletten wurden Konzentrationen von 15-20% als Optimum
angegeben, obwohl die Effekte von der Gesamtzusammensetzung des
Verdinnermediums anhangig sind (SALOMON und LIGHTFOOD, 1969).
Konzentrationen unter 10% wurden von GRAHAM et al. (1978) als unzureichend
beschrieben. In kommerziell erhaltlichen Verdinnermedien wie beispielsweise
Triladyl® (Minitiib, Tiefenbach, Germany) sind 20% Eidotter enthalten.

Die Zugabe von Komponenten tierischen Ursprungs wie Eigelb und Milch zu
Konservierungsverdinnern fir Spermien ist schwierig zu standardisieren, da die
Ingredienzien je nach Charge oder Herkunft unterschiedlicher Zusammensetzung
und Gite sein kénnen (MULLER-SCHLOSSER et al., 1995). AuBerdem bergen sie
ein potentielles Risiko der mikrobiellen Kontamination (BOUSSEAU et al., 1998).
Bakterien oder Mykoplasmen bieten eine mogliche Quelle fur die Bildung von
Endotoxinen, welche die Samenqualitat bis hin zur Befruchtungsunfahigkeit der
Spermien beeintrachtigen konnen. Einige Lander befirchten sogar eine
Einschleppung exotischer Erkrankungen durch den internationalen Handel mit
eidotter- bzw. milchhaltigen Verdinnern (OLAR und PICKETT, 1980). Die aktuellen
Forschungen haben sich daher dahingehend verlagert, einen Verdinner zu

entwickeln, der frei von hygienischen Risiken ist.

Sojabohnen-Lecithin scheint einigen Studien zufolge ein dem Eidotter gleichwertiger
Ersatz als Verdlnnerzusatz fur die Kryokonservierung von Spermien zu sein (u.a.
GIL et al., 2000; AIRES et al., 2003; HEROLD et al., 2003; GIL et al., 2003b). Die
Mechanismen der praventiven Wirksamkeit des Sojabohnen-Lecithins gegenlber
pathologischen Prozessen beruhen hauptséachlich auf seiner Ahnlichkeit mit
Phospholipiden biologischer Membranen, die eine direkte Interaktion mit der
Lipiddoppelschicht erlaubt (IPATOVA et al., 2004).
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Nach Erkenntnissen friherer In-vitro-Studien Uber den Einfluss des
Verdlunnerzusatzes Glyzerin auf die Struktur der Membran-Doppelschicht des
Lecithins vermutet man, dass der Gefrierschutzeffekt durch Interaktion des
Kryoprotektivums mit den hydrophilen Enden der Lecithinmolekile zusatzlich
verstarkt wird (BUCKINGHAM und STAEHLIN, 1969). Obwohl die genauen
Mechanismen dieser Interaktionen immer noch ungeklart sind, kann Studien von
BOUSSEAU et al. (1998) zufolge durch das Zusammenwirken von Glyzerin mit
Lecithin ein gleichwertiger Schutz der Spermien gegenulber Gefrierschaden erzielt
werden wie durch milch- oder eidotterhaltige Verdinner. Solche Erfahrungen zeigten
auch die Arbeiten von MULLER-SCHLOSSER (1995), HINSCH et al. (1997) und GIL
et al. (2000). Andere Autoren hingegen bewerten die kryoprotektiven Eigenschaften
des Eidotters insgesamt als tUberlegen (HEROLD et al., 2003; THUN et al., 2003).
Dabei wird allerdings zwischen der Effizienz bezlglich der verschiedenen
Spermienqualitatsparameter unterschieden. So erzielte die Konservierung mit einem
eidotterhaltigen Medium eine hohere Motilitatsrate, die Bewegungsgeschwindigkeit
der einzelnen Spermien war jedoch bei den mit Sojalecithin verdinnten

Samenproben groRer.

Derzeit sind vor allem drei sojabohnenlecithinhaltige Konservierungsmedien fir
Bullensamen unter den Handelsnamen Biociphos-Plus® (IMV, L'Aigle, France),
Bioexcell® (IMV, L'Aigle, France) und AndroMed® (Minitiib, Tiefenbach, Germany)
kommerziell erhaltlich. GIL et al. (2003b) erprobten erstmals in einer Arbeit Bioexcell®
(IMV, L’Aigle, France) im Vergleich mit einem Milch-Eidotter-Verdiinner bei der
Kryokonservierung von Schafbockspermien. Dabei gelangten sie aufgrund ihrer
Ergebnisse zu der Erkenntnis, dass der sojalecithinhaltige Verdinner als eine gute
Alternative zu den konventionellen Milch-Eidotter-Medien bewertet werden kann. Ein
eindeutiger Vorteil sojahaltiger Medien gegentiber den herkdmmlichen ist der geringe
praparative Aufwand, der lediglich die Zugabe von Wasser zum Konzentrat erfordert
(MULLER-SCHLOSSER et al., 1995).
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2.2.4 Kihlung und Gefrierraten

Spermien von Schafbécken sind extrem empfindlich gegentuber starken Temperatur-
veranderungen wéahrend des Prozesses der Tiefgefrierkonservierung. Bei dieser
Spezies liegt der kritische Temperaturbereich beim Einfrieren zwischen -10 und -
25°C (SALOMON und MAXWELL, 1995a,b).

Berichten von WATSON und MARTIN (1975) zufolge, kann der Einfrierprozess
dadurch optimiert werden, dass die Spermiensuspension in Minipailletten, sog.
.Ministraws" aus Kunststoff mit einem Volumen von 0,25 bis 0,5 ml konserviert wird.
Auch neuere Arbeiten (u.a. WEITZE et al., 1987) bestatigten einen positiven Einfluss
eines grof3en Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses beziglich der
Spermiensuspension bei kritischen Temperaturen wunter 0°C. Bei einem
Probenvolumen beispielsweise von 0,5 ml ist kein Punkt innerhalb des ,Ministraws"
weiter als 1 mm von der Oberflache entfernt. Setzt die Eiskristallbildung ein, breitet
sie sich rasch vom Kernpunkt in alle Richtungen entlang der Paillette aus. Aufgrund
der grolR3en Oberflache in Relation zum Volumen der Paillette kann die latente
Schmelzwarme schnell abgefihrt und eine annadhernd lineare Gefrierrate erzielt
werden (WATSON und MARTIN, 1975).

Nach Zugabe des Verdiinners werden die Samenproben in Pailletten abgefullt und
im Kuhlschrank auf eine Temperatur von 2-5°C heruntergekuhlt. Diese Kihlphase
wird als Aquilibrierungsphase bezeichnet und bedeutet eine Adaption der
Spermienzellen an einen reduzierten Metabolismus (SALOMON und MAXWELL,
2000). Wahrend dieser Periode kann das Kryoprotektivum die Membranen der
Spermienzellen penetrieren, um eine ausgeglichene intra- und extrazellulare
Konzentration zu erreichen (siehe 2.2.2). Es darf dabei nicht auf3er Acht gelassen
werden, dass wahrend der Aquilibrierung auch andere Bestandteile des
Verdinnermediums mit osmotischem Potential ihre Wirkung entfalten (SALOMON
und MAXWELL, 2000). Bei einer 2-Schritt-Verdiinnung (siehe 2.2.2) erfolgt der
Kontakt der Spermien mit Glyzerin erst nach der Abkuhlung bei einer Temperatur
von 2-5°C, wohingegen er bei der oben erwahnten 1-Schritt-Verdiinnung bereits bei
ca. 30°C eintritt. Bei beiden Methoden muissen die verdinnten Spermienproben vor

dem Einfrieren auf 2-5°C heruntergekuhlt werden. Die Dauer der Kihlung betragt
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meist 1 bis 3 Stunden (SALOMON und MAXWELL, 2000). Laut FISER und
FAIRFULL (1986b) hat eine schnelle Kiihlung von 30°C auf etwa 15°C keinen Effekt
auf das Uberleben der Spermien. Schnelles Kiihlen von 30°C auf 10, 5 oder 0°C
mindert jedoch die Motilitdt der Spermien nach dem Auftauen. Gegenwartig wird
routinemaRig die Methode der 1-Schritt-Verdiinnung mit einem glyzerinhaltigen
Medium angewendet. Hierfur wird eine Kihlung auf 5°C in 1,5 bis 2 Stunden vor dem
Einfrieren empfohlen (SALOMON, 1976; EVANS und MAXWELL, 1987).

Bis zu einer Temperatur von ca. -5°C bleibt intra- und extrazellulares Wasser
ungefroren und befindet sich in einem unterkihlten Zustand (siehe 2.2.1). Zwischen -
5 und -10°C beginnt die extrazellulare Eiskristallbildung, wéhrend das Wasser
innerhalb der Spermienzelle weiter ungefroren bleibt. Der entstehende osmotische
Druck bedingt eine Dehydrierung der Zelle. An diesem Punkt muss die Gefrierrate
einerseits langsam genug sein, um die Dehydrierung der Zelle zu ermdglichen und
damit die intrazellulare Bildung von Eiskristallen zu unterbinden, andererseits aber
schnell genug, um die Zelle den hyperosmotischen Einflussen zu entziehen (HOLT et
al., 1992; WATSON, 2000; MEDEIROS et al., 2002). Demnach ist eine Kihlrate
angemessen, die das Gefrieren extrazellularen Wassers erlaubt, ohne dass sich

innerhalb der Zelle Eis bilden kann.

Eine weitere Senkung der Temperatur bis zu einem kritischen Bereich von -15 bis -
60°C birgt ein ansteigendes Risiko der intrazellularen Eiskristallbildung, die eine
Zerstorung zellularer Strukturen zur Folge hat (MAZUR, 1985; GAO et al, 1997). Eine
frihere Studie von MAZUR belegte bereits 1965, dass vorwiegend in diesem
Temperaturbereich Schaden an Spermienmembranen entstehen und nicht wéahrend
der Lagerung in Flussigstickstoff (LN,) mit einer Temperatur von -196°C. Das direkte
Eintauchen der Spermienproben in LN, ist allerdings ungeachtet der Anwendung von
Kryoprotektiva fir alle Spermienzellen tddlich (FISER und FAIRFULL, 1984).

Verschiedene Autoren sind zu unterschiedlichen Auffassungen beziglich des
optimalen Verlaufs der Gefrierkurve wéahrend des Konservierungsprozesses gelangt.
SALOMON und MAXWELL (2000) halten eine parabelférmige Senkung der
Temperatur fir angemessen, die durch Einfrieren der Spermiensuspensionen in

Pailletten 4-6 cm Uber der Oberflache von flissigem Stickstoff (LN>) erreicht werden
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kann. Hierbei fallt die Temperatur in nur 10 Sekunden von 5 auf -15°C. Aufgrund der
latenten Schmelzwarme entsteht ein oszillierender Temperaturverlauf (ANEL et al.,
2003). Demgegenuber stehen Erfahrungen von KUMAR et al. (2003), die eine
konstante Kidhlung durch Kkontrollierte lineare Gefrierraten mit Hilfe wvon
Einfriercomputern bevorzugen. Bei dieser Methode ist die Temperaturkurve aufgrund
der gemaligteren Absenkung der Temperatur von 5 auf -15°C in 34 bis 38 Sekunden
deutlich weniger oszillierend (ANEL et al., 2003).

PONTBRIAND et al. sind 1989 zu der Erkenntnis gelangt, dass das manuelle
Einfrieren von Spermienproben tber LN,-Dampf vergleichbare Ergebnisse erzielt wie
das Einfrieren mit einem programmierbaren Gefriercomputer. Jedoch ist die manuelle
Methode empfindlicher gegentber &ufl3eren Einflissen wie beispielsweise
Luftbewegung und personelle Handhabung des Konservierungsprozesses, infolge

deren eine konsequentere Uberwachung erfolgen muss.

Trotz ihrer hohen Empfindlichkeit gegeniiber extremen Temperaturverdnderungen
scheinen Schafbockspermien einen weiten Bereich von Gefriergeschwindigkeiten zu
tolerieren. FISER und FAIRFULL (1984) berichteten, dass mit Gefrierraten von 10 bis
100°C/min akzeptable Ergebnisse fur den Konservierungserfolg erzielt wurden,
wohingegen WATSON und MARTIN (1975) die Temperaturspanne auf 6 bis
24°C/min eingrenzten. Eine spétere Studie gab eine Einfrierrate von 50 bis 60°C/min
als optimal fur Schafspermien an (CURRY et al., 1994). In dieser Arbeit verweisen
die Autoren auf Erkenntnisse von MAZUR et al. (1972), denen zufolge eine
Steigerung der Gefrierrate einen Anstieg der Uberlebensrate der Spermienzellen
nach sich zieht. Diese Proportionalitat erreicht ein Maximum, nach dem jede weitere
Beschleunigung der Gefriergeschwindigkeit eine Verringerung der Uberlebensrate
verursacht. Laut KUMAR et al. (2003) erzeugte eine Kihlrate von 30°C/min die
geringsten Gefrierschaden an Spermien verschiedener Spezies. Bei allen getesteten
Spezies zeigte die Vitalitdt stets bessere Ergebnisse als die Matilitat. Nach ihren
Erfahrungen  wirkten sich  langsamere  Gefrierraten insbesondere  bei
Schafbockspermien nachteilig aus. Auch BYRNE et al. (2000) erzielten bessere
Ergebnisse  bezuglich  der Fertilitat bei der Anwendung  hdherer
Einfriergeschwindigkeiten und unterstitzten damit auch Beobachtungen von
O’NEILL (1998). Im Unterschied zu den oben genannten Arbeiten wurde hier

stufenweise eingefroren: Wahrend der kritischen Temperaturzone von -10 bis -25°C
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lag die schnelle Kihlrate bei 5°C/min und die langsame bei 0,5°C/min. Danach
wurde die Einfriergeschwindigkeit auf 50°C/min erhoht. Auch BAG et al. (2002)
wandten eine lineare Gefrierrate von 25°C/min bei der Kryokonsevierung von
Schafbockspermien an. Sie erweiterten ihre Studie allerdings um die Erkenntnis tUber
den Effekt der Temperatur, bei der die ,Ministraws" in LN, getaucht werden. Damit
griffen sie Beobachtungen von SALOMON auf, der bereits 1970 eine Abhangigkeit
des Kryokonservierungserfolges von diesem Faktor beschrieb. Die besten
Ergebnisse erzielte man, wenn die Spermienproben bei einer Temperatur von -
125°C in LN, dberfuhrt wurden. Signifikant schlechtere Resultate ergaben

Eintauchtemperaturen von -25 und -75°C.

2.2.5 Auftauen

Bei der Krykonservierung hat sowohl die Kuhl- als auch die Auftaugeschwindigkeit
einen Effekt auf das Uberleben der Spermien (MAZUR, 1985), weil die kritische
Temperaturzone von -15°C bis -60°C beim Auftauen ein zweites Mal Uberwunden

werden muss.

Das Auftauen der Pailletten erfolgt Ublicherweise in einem Warmwasserbad durch
Anwendung standardisierter Temperatur-Zeit-Kombinationen (HOLT, 2000).

WEITZE et al. (1987) weisen darauf hin, dass das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis
fur die Spermienzellen auch beim Auftauen von Bedeutung ist (siehe auch 2.2.4). Ein
grofRes Verhaltnis der Zelloberflachen zum Volumen der Probensuspension, wie es

bei den Pailletten gegeben ist, erlaubt eine nahezu lineare Auftaurate.

Die Vor- und Nachteile schneller und langsamer Auftautechniken werden bei
SALOMON und MAXWELL (1995a) und bei PURSEL und PARK (1985) detailliert
diskutiert. Im Allgemeinen wird eine schnelle Auftaugeschwindigkeit durch relativ
hohe Temperaturen empfohlen (60°C bis 80°C fur 5 bis 10 Sekunden), da ein
langsamer Erwdrmungsprozess unter Umstdnden eine VergroRerung kleiner
intrazellularer Eiskristalle erméglicht. Auch das osmotische Gleichgewicht im intra-
und extrazellularen Raum wird durch eine schnelle Auftaumethode schneller

wiederhergestellt als durch eine langsame (MAZUR, 1985). Ein schneller
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Auftauvorgang erfordert allerdings eine genaue Kontrolle des Zeitraumes, wahrend
dessen die Spermien den hohen Temperaturen ausgesetzt sind. Erreicht namlich die
Temperatur innerhalb der Paillette ein zu hohes Niveau, kann die Lebensfahigkeit
der Spermien beeintrachtigt werden (SODERQUIST et al., 1997).

Einige Autoren weisen jedoch darauf hin, dass die Handhabung eines schnellen
Auftauprozesses aufgrund seiner kurzen Dauer unter Praxisbedingungen schwierig
ist (FISER et al., 1986b; PAULENZ et al., 2004). Sie empfehlen, die Temperatur zu
senken und die Dauer des Auftauprozesses entsprechend zu verlangern. In einer
Studie von PONTBRIAND et al. (1989) zeigte ein Vergleich einer schnellen mit einer
langsamen Auftaumethode (60°C fur 8 Sek. vs. 37°C fir 20 Sek.) keine Unterschiede
der Spermienqualitdt bezuglich Motilitat, Akrosomenintegritat und Fertilitdt. Eine
hohere Uberlebensrate wurde jedoch bei der héheren Auftautemperatur erzielt.

Eine Temperatur-Zeit-Kombination von 37°C fir 30 Sekunden ist wegen der leichten
Durchfuhrbarkeit heutzutage eine weitverbreitete Methode zum Auftauen
kryokonservierter Schafspermien (u.a. OLLERO et al., 1998; D’ALESSANDRO und
MARTEMUCCI, 2003).

2.3. Durchflusszytometrische Bestimmung von Spermienqualitatsparametern

Mit der Entwicklung der ersten Durchflusszytometer im Jahre 1965 wurde es moglich,
eine grof3e Anzahl von Zellstrukturen und deren physiologische Eigenschaften
mithilfe optischer Messungen objektiv zu beurteilen (GROGAN und COLLINS, 1990).
Von dieser Methode verspricht man sich auch auf dem Gebiet der
Spermienuntersuchung mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen wesentliche
Fortschritte. Dabei werden Spermien mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert
und in einen FlUssigkeitsstrom geleitet. Dieser wird an einem Laserstrahl
vorbeigefuhrt. Die fur die einzelnen Zellen charakteristischen Lichtemissionen
werden von einem optischen System detektiert und in digitale Signale umgewandelt,
die dann von einem Computer ausgewertet werden (BALLACHEY et al., 1986).

Die Anfarbbarkeit der Spermienzellen lasst Ruckschlisse auf deren funktionalen
Status zu. Es lassen sich so u.a. die Integritat der Plasmamembran, der akrosomale
Status, das Mitochondrienmembranpotential und die Chromatinstruktur der Spermien

analysieren. Die unterschiedlichen Fluorochrome kénnen auch kombiniert eingesetzt
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werden, so dass mehrere Parameter gleichzeitig untersucht werden koénnen
(ERICSSON et al.,, 1993; GARNER et al., 1997). Weitere Vorteile bietet die
durchflusszytometrische Technik zum einen mit der Mdglichkeit, Tausende Spermien
innerhalb von Sekunden zu analysieren (STOLLA 1984; BALLACHEY et al., 1986;
GRAHAM et al., 1990) und zum anderen mit der hdheren Sensitivitat verglichen mit
konventionellen Methoden (MIYAZAKI et al., 1990; MAGISTRINI et al., 1997).

2.3.1 FITC-PNA/PI-Farbung zur Bestimmung der Plasmamembranintegritat und des

akrosomalen Status

Befruchtungsfahige Spermien missen einerseits intakte und reaktionsfahige
Akrosomen besitzen (CHENG et. al., 1996; BLOTTNER et al., 1998; ABOU-HAILA
und TULSIANI, 2000). Andererseits sind auch die Integritat und die damit
zusammenhéangende Funktionalitat der Plasmamembran far die
Befruchtungsféahigkeit der Spermien sowie fur deren Vitalitit von Bedeutung
(JEYENDRAN et al., 1984).

Nach BLOTTNER et al. (1998) lassen sich Akrosomen selektiv mit Lektinen
markieren, an die Fluoreszenzfarbstoffe wie das Fluorescence-lsothiocyanat (FITC)
konjugiert sind. Die Lektine von Arachis hypogea (peanut agglutinin, PNA) und
Pisum sativum agglutinin (PSA) haben sich dabei besonders bewahrt. PNA bindet
sich selektiv an die &ufere Akrosomenmembran und emittiert nach Laseranregung
grunes Licht (MORTIMER et al., 1987; CHENG et al., 1996; BLOTTNER et al., 1998;
COOPER und YEUNG, 1998; SIRIVAIDYAPONG et al., 2000; GADELLA et al.,
2001). Die Plasmamembran Vvitaler Spermien, die Uber der &auf3eren
Akrosomenmembran verlauft, ist fur FITC-PNA nicht permeabel (CHENG et al.,
1996). Wahrend der Akrosomenreaktion tritt die sogenannte Vesikulation ein. Dabei
verschmelzen die beiden Membranen miteinander und der Farbstoff kann an die
auBere Akrosomenmembran binden. Daher zeigen akrosomenreagierte Spermien

eine grun fluoreszierende Kopfkappe.

Davon zu unterscheiden sind Spermien mit zuséatzlich geschadigter Plasmamembran
(KRIENKE, 2003). Diese werden durch den Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (PI)
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angefarbt, der an die DNA der Zellen bindet. Da Pl nicht membranpermeabel ist,
gelingt eine Kernfarbung nur bei geschadigter Plasmamembran (GROGAN und
COLLINS, 1990; HARRISON und VICKERS, 1990; GARNER et al., 1994).
Infolgedessen  zeigen  akrosomenreagierte ~ Spermien  mit  geschadigter

Plasmamembran neben der griinen Kopfkappenfluoreszenz eine rote Kernfarbung.

Zusatzlich lasst sich eine weitere Spermienpopulation detektieren, die sich
ausschlie3lich mit Pl anfarbt. Diese besteht aus Spermien, deren Plasmamembran
defekt ist, aber deren aulere Akrosomenmembran intakt und daher nicht mit FITC-
PNA anfarbbar ist. Dazu gehoéren aber auch voéllig denaturierte Zellen mit Verlust des
Akrosoms (GARNER et al., 1999; RATHI et al., 2001).

Die Kombination der Farbungen FITC-PNA/PI ermoglicht also die Unterscheidung
von drei Spermienpopulationen: vitale Spermien mit Akrosomenreaktion zeigen eine
grine Kopfkappenfluoreszenz; tote Spermien mit Akrosomendegeneration weisen
im Kern eine rote und am Akrosom eine griine Farbung auf; tote Spermien mit vollig
intaktem oder auch verlorengegangenem Akrosom zeigen nur eine rote
Kernfluoreszenz (THOMAS et al., 1997; RATHI et al., 2001).

2.3.2 JC1/PI-Farbung zur Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials (MMP)

Das lipophile Kation 5,576,6 -tetrachloro-1,1"3,3 -tetraethylbenzimidazolyl-
carbocyaniniodid (JC-1) ist ein membranpermeables Cyanid mit einer delokalisierten
positiven Ladung (REERS et al., 1991). Dieser metachromatische Farbstoff kann
entweder in monomerer Form vorliegen oder reversibel in Aggregatform Gbergehen.
Laut COSSARIZZA et al. (1996) werden JC-1-Monomere in die Mitochondrienmatrix
eingeschleust. Da es sich um ein positiv geladenes Molekul handelt, ist der Einstrom
proportional zum Mitochondrienmembranpotential (MMP). Ab einem Schwellenwert
von -80 bis -100 mV werden JC-1-Aggregate reversibel gebildet. Nach einer
Laseranregung (488 nm) fluoresziert die monomere Form von JC-1 mit einer
Wellenlange von 527 nm grin. In Aggregatform emittiert es bei 590 nm oranges Licht
(REERS et al., 1991; SMILEY et al., 1991). Auf diese Weise kdnnen Spermien mit
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hohem MMP, deren Mitochondrien orange fluoreszieren, von denen mit niedrigem
MMP (grune Fluoreszenz) unterschieden werden (COSSARIZZA et al., 1996).

2.3.3 Akridinorange-Farbung (AO) zur Analyse der Spermienchromatinstruktur
(SCSA™)

Basierend auf der ,Two-step AO-Farbeprozedur® nach DARZYNKIEWICZ et al.
(1975), entwickelten EVENSON et al. (1980) den Sperm Chromatin Structure
Assay® (SCSA™), mit dessen Hilfe die Integritit der Spermienchromatinstruktur
beurteilt werden kann (EVENSON et al., 1991; LOVE und KENNEY, 1998; SPANO
et al., 1998).

Der SCSA™ beruht auf dem Prinzip, dass abnormal strukturiertes Chromatin in situ
eine erhdhte Empfindlichkeit fur eine physikalisch induzierte Denaturierung besitzt
(DIGRASSIE, 2000).

Um die Denaturierung der DNA fir die Analyse herbeizufiihren, werden die Spermien
zunachst mit einem stark sauren Medium (pH = 1,2) versetzt. Dies erwirkt eine
teilweise Trennung der normalerweise doppelstrangig vorliegenden DNA in
Einzelstrange. Der Grad der provozierten Denaturierung ist abhangig von der
Chromatinintegritat der Spermien. Nach der sich anschlieRenden Farbung mit
Akridinorange (AO) kommt es zur Anlagerung des Farbstoffs an die gesamte DNA.
Doppelstrangige, also intakte DNA, emittiert Licht im grinen Bereich, wahrend
einzelstrangige, denaturierte Erbsubstanz rot fluoresziert (EVENSON et al., 1991;
EVENSON et al., 1995).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

Fir die Samengewinnung wurden drei Schafbécke der Rasse Deutsches Bergschaf
(Nr. 8, 9, 11), sowie ein Schafbock der Rasse Deutsches Merinolandschaf (Nr. 7)
herangezogen. Das Alter der Tiere betrug durchschnittlich eineinhalb Jahre. Die vier
Schafbocke wurden unter gleichen Futterungs- und Aufstallungsbedingungen

gehalten.

3.2 Samengewinnung

Von den vier Schafbocken wurden in dem Zeitraum vom 16.11.2004 bis zum
11.12.2004 mit Intervallen von zwei bis drei Tagen mehrere Ejakulate gewonnen. Als
Sprungpartner diente ein ruhiges weibliches Schaf. Zur Samengewinnung wurde
eine kunstliche Vagina (Modell Hannover) verwendet, deren Innentemperatur mit
erhitztem Wasser auf 42°C eingestellt war. Um die Stimulation zu optimieren, wurde
zusatzlich Luft Gber ein Ventil in die Scheide eingeblasen und die Offnung der Vagina
mittels Vaseline gleitfahig gemacht. Dem Auffangen des Ejakulates dienten
temperierte und geeichte Samenauffangglaser, die zum Erhalt der Temperatur durch

einen Isoliermantel vor Kalte geschutzt waren.

3.3 Samenuntersuchung

Die Qualitat der gewonnenen Ejakulate wurde direkt im Anschluss an die
Samengewinnung beurteilt. Eigenschaften wie Volumen, Farbe, Konsistenz,
~Wolkenbildung“ und Fremdpartikel wurden zunachst grobsinnlich bestimmt.
Mikroskopisch ermittelt wurden Dichte, Motilitat, die Anzahl lebender und toter

Spermien sowie die Morphologie.

Fir den durchzufiUhrenden Versuch mussten die in Tabelle 1 angegebenen

Mindestanforderungen erflllt sein. Andernfalls wurden die entsprechenden Ejakulate
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ausgesondert. Fur den Versuch wurden von jedem Schafbock 5 geeignete Ejakulate

herangezogen.

Tab. 3.1. Mindestanforderungen an die Frischejakulate (physiologische

Spermienqualitatsparameter)

Parameter Anforderung Parameter Anforderung
Volumen =1 ml Massenbewegung +++
Konsistenz rahmig Motilitat
Vorwartsbheweglichkeit % > 70
Farbe elfenbeinfarben 9 0
Dichte
> .
Spermien/ml| 22,8 Mrd. Morphologie <20
tdefekte%
Vitalitat % > 80 Gesamtdefekte%

3.3.1 Makroskopische Untersuchung

3.3.1.1 Volumen

Das Volumen des Ejakulates wurde durch Ablesen der Milliliter an der Eichung des
tulpenformigen Samenauffangglases bestimmt. Fuar die Durchfihrung des

vorliegenden Versuchs gentigte eine ungefahre Messgrofie.

3.3.1.2 Konsistenz

Die Konsistenz des Ejakulates gibt einen ersten Hinweis auf die Konzentration der
Spermien und wurde durch Schwenken des Samenauffangglases bestimmt. Je
spermienreicher das Ejakulat ist, desto hoher ist seine Konsistenz. Aufgrund der
hohen Spermiendichte von Wiederkauerejakulaten weisen diese meist eine rahmige

Konsistenz auf.
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3.3.1.3 Farbe

Die Farbe des Ejakulates lasst ebenfalls einen Schluss auf die Konzentration der
Spermien zu und zeigt eine eventuelle Beimengung von Blut oder
Entzindungsprodukten an. Demnach kann eine Beurteilung als grau-weil,

elfenbeinfarben, gelblich, rotlich oder braunlich erfolgen.

3.3.2 Mikroskopische Untersuchung

3.3.2.1 Dichtebestimmung

Die Spermiendichte wurde mittels einer Zahlkammer nach BURKER und TURCK
bestimmt und in Milliarden pro Milliliter angegeben. Die Verdunnung und Abtdtung
der Spermien erfolgte mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:100. Die Auszahlung
wurde am Phasenkontrastmikroskop bei 400facher VergroRerung durchgefuhrt. Die
Konzentration der Spermien im Ejakulat wurde nach der Zahlung rechnerisch durch

eine vorgegebene Formel ermittelt.

3.3.2.2 Massenbewegung

Zur Beurteilung der Massenbewegung wurde mit einer Kapillarpipette ein Tropfen
unverdinnten Spermas auf einen auf 37°C temperierten Objekttrager verbracht und
ohne Deckglas bei 100facher VergréRerung im Phasenkontrastmikroskop untersucht.
Die Einstufung erfolgte nach folgendem Schema: +++ fur sehr gute
Massenbewegung, ++ fur gute Massenbewegung, + fur malkige Massenbewegung,

+- flr geringe Massenbewegung und — fur keine Massenbewegung.

3.3.2.3 Einzelbewegung

Die Einzelbewegung der Spermien im Ejakulat wurde in Form einer subjektiven

prozentualen Schatzung in die Kategorien vorwartsbeweglich, ortsbeweglich,
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pathologisch beweglich und unbeweglich eingeteilt. Fur die Beurteilung wurde ein
Tropfen des Ejakulates auf einem erwarmten Objekttrager (37°C) mit 10l
Natriumchloridlésung verdunnt und nach Auflegen eines Deckglases bei 400facher

Vergroflerung im Phasenkontrastmikroskop untersucht.

3.3.2.4 Lebend-Tot-Farbung

Fir die Lebend-Tot-Farbung wurde eine Bromphenolblau-Nigrosin-Lésung
verwendet. Die Zellmembran lebender Samenzellen ist fur diesen Farbstoff nicht
durchlassig, so dass diese sich im Ausstrichpraparat ungefarbt darstellten. Tote
Spermien hingegen zeigen aufgrund ihrer porésen Membran eine tiefe Blaufarbung.
Zur Herstellung eines gefarbten Ausstrichpraparats wurden nebeneinander auf einen
entfetteten Objekttrager ein Tropfen unverdinnten Spermas und eine etwa gleich
grolle Menge Farbeldsung aufgetragen. Zum Vermischen der beiden Flussigkeiten
wurde die gerade Kante eines Deckglases gleichzeitig in beide Tropfen eingetaucht
und behutsam von einer Ecke zur anderen hin bewegt. Anschliefend wurde das
Gemisch mit demselben Deckglas auf dem Objekttrager moglichst dinn
ausgestrichen und dieser anschlieRend zur schnellen Trocknung auf einen Heiztisch
verbracht. Im getrockneten Praparat wurden bei 1000facher VergroRerung mit dem
Olimmersionsobjektiv. 300 Spermien ausgezahlt und der prozentuale Anteil

ungefarbter Spermien ermittelt.

3.3.2.5 Morphologie

Die Beurteilung der Spermienmorphologie erfolgte ebenfalls anhand des gefarbten
Ausstrichpraparats, das fur die Lebend-Tot-Bestimmung (siehe 3.3.2.4) angefertigt
wurde. Die Spermien wurden in die Kategorien Kopfmissbildungen,
Schwanzmissbildungen, Krimmlinge, abgeldste Kopfe, abgeldste Kopfkappen und
Zytoplasmatropfen eingeteilt. Es wurden 300 Spermien bei 1000facher Vergrofierung
mit dem Olimmersionsobjektiv ausgezahlt. Der prozentuale Anteil der jeweiligen

morphologisch veranderten Spermien wurde rechnerisch ermittelt.



Material und Methoden 26

3.4 Kryokonservierung
3.4.1 Verdunner

Die Ejakulate wurden insgesamt in vier Teilproben unterteilt, jeweils zwei fur jede
Versuchsreihe.

Fur die erste Versuchsreihe wurde OviPro® (Minitiib, Tiefenbach, Germany) als
Verdiinner A herangezogen. Dieser ist eine Spezialanfertigung des Triladyl® -
Verdunners fur Bullenspermien (Minitlb, Tiefenbach, Germany) auf Eigelb-Basis.

Fir die zweite Versuchsreihe stand als Verdunner B eine Spezialanfertigung eines
Verdinners  auf  Sojabohnen-Basis  zur  Verflgung, der  Dbei der
Tiefgefrierkonservierung von Rindersamenzellen unter dem Namen AndroMed®

(Minitub, Tiefenbach, Germany) Verwendung findet.

3.4.2 Glyzerinkonzentration

Der OviPro® - Verdiinner wurde von der Firma Minitiib (Tiefenbach, Germany) ohne
Glyzerin zur Verfiigung gestellt. Das kommerziell erhaltliche Triladyl® enthalt 7%
Glyzerin. Firr den vorliegenden Versuch wurden drei Chargen OviPro® -Verdiinner

angefertigt, die 2%, 7% bzw. 12% Glyzerin enthielten.

Die Sonderanfertigung des AndroMed® -Verdiinners der Firma Minitiib (Tiefenbach,
Germany) enthielt 2% Glyzerin. Nach Angaben des Herstellers war es technisch
nicht moglich, einen Verdunner ohne Glyzerin herzustellen. Der kommerziell
erhaltliche AndroMed® -Verdiinner weist einen Gehalt von 7% auf. Der Glyzeringehalt

wurde in zwei weiteren Chargen auf 7% bzw. 12% eingestellt.

Die Verdunnung der Ejakulate erfolgte nach zwei unterschiedlichen
Verdunnungsprotokollen: Ein Teil der Samenproben wurde durch eine 1-Schritt-
Verdinnung mit den 7% Glyzerin enthaltenden Verdinnern einmalig auf ihre

Endkonzentration verdinnt und in Pailletten (Volumen 0,5 ml) abgefullt.
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AnschlieBend wurden sie im Kuihlschrank innerhalb von zwei Stunden von

Raumtemperatur auf 5°C heruntergekuhilt.

Die anderen Teilproben wurden durch eine 2-Schritt-Verdinnung zunachst mit dem
2% Glyzerin enthaltenden Verdinnern vorverdinnt und innerhalb von zwei Stunden
im Kuhlschrank auf 5°C heruntergekuhlt. Erst durch einen zweiten Verdunnungs-
schritt bei 5°C wurde die Glyzerinkonzentration mithilfe der 12%-igen Verdunner-
lI6sung auf die Endkonzentration von 7% eingestellt (siehe 3.4.5 Versuchsaufbau).

Danach wurde die Spermiensuspension in Pailletten (Volumen 0,5 ml) abgefilit.

3.4.3 Einfriermethoden

Die Teilproben beider Versuchsreihen (siehe 2.4.1) wurden jeweils nach zwei
unterschiedlichen Protokollen eingefroren:

In Protokoll 1 wurden die Proben zunachst im Kuhlschrank fur zwei Stunden von
Raumtemperatur auf 5°C heruntergekuhlt (siehe 3.4.2). Anschlieend wurden die
Pailletten im Stickstoffdampf 4 cm Uber der Flussigstickstoff-Oberflache fur 10
Minuten eingefroren und dann in den flissigen Stickstoff eingetaucht.

FUr Protokoll 2 stand ein Tiefgefriercomputer (lcecube, Minitib, Germany) zur
Verfigung, der die Proben im Anschluss an die zweistliindige Kihlphase (siehe
3.4.2) mit einer Kuhlrate von -30°C pro Minute von 5°C auf -125°C einfrieren sollte.
Danach wurden die Proben in flussigen Stickstoff getaucht (siehe 3.4.5

Versuchsaufbau).

3.4.4 Auftaumethode

Die kryokonservierten Samenproben wurden im Wasserbad bei 37°C in 30
Sekunden aufgetaut und anschlieBend in der unter 3.5 beschriebenen Weise

bezuglich Motilitat, Vitalitat und Morphologie untersucht.
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3.4.5 Versuchsaufbau

Tiergut: —— BOCK 7* BOCK 8* BOCK 9* BOCK 11~
Probe: —— jeweils 1 Ejakulat

Verdinner: — A B
Verdlinnungsprotokol: ———— 1 2 1 2
Einfriermethode: —— C D C D C D C D
Legende:

Tiergut: 4 Schafbocke (*institutsinterne Nummerierung)

Verdunner: (A) = Eidotter-Verdiinner: OviPro® (B) = Soja-Verdiinner: AndroMed®
Verdinnungsprotokoll: (1) = 1-Schritt-Verdlinnung (2) = 2-Schritt-Verdunnung

Einfriermethode: (C) = Gefriercomputer (D) = No-Dampf-Methode

Versuchsdurchgange: 5
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3.5 Lichtmikroskopische Untersuchung der aufgetauten Proben

3.5.1 Motilitat

Fir die mikroskopische Beurteilung der Motilitdt nach dem Auftauen wurde ein
Tropfen der Spermienprobe auf einen erwarmten Objekttrager (37°C) verbracht und
bei 400facher Vergrolerung im Phasenkontrastmikroskop untersucht. Die Anteile
vorwartsbeweglicher, ortsbeweglicher und pathologisch beweglicher Spermien
wurden durch subjektive Schatzung ermittelt und zum Parameter beweglich
zusammengefasst. Demgegeniber stand der Anteil unbeweglicher Spermien. Die

jeweiligen Anteile wurden in Prozent angegeben.

3.5.2 Lebend-Tot-Farbung

Die Beurteilung der Vitalitat nach dem Auftauen erfolgte anhand einer Lebend-Tot-
Farbung mit Bromphenolblau-Nigrosin (siehe 3.3.2.4). Der Anteil lebender und toter
Spermien wurde nach Auszahlung von 300 Zellen bei 1000facher Vergroflerung mit

dem Olimmersionsobjektiv in Prozent angegeben.

3.5.3 Morphologie

Die Morphologie der Spermien nach dem Auftauen wurde im gefarbten
Ausstrichpraparat untersucht (siehe 3.3.2.5). Der Anteil der morphologisch
veranderten Spermien der jeweiligen Kategorien wurde nach Auszahlung von 300
Zellen bei 1000facher VergroRerung mit dem Olimmersionsobjektiv in Prozent

angegeben.
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3.6 Durchflusszytometrische Untersuchung der aufgetauten Proben

Die Plasmamembranintegritat, das Mitochondrienmembranpotential und der
akrosomale Status nach dem Auftauen wurden im vorliegenden Versuch mit Hilfe
durchflusszytometrischer Verfahren anhand spezifischer Farbemethoden untersucht.
Unmittelbar nach dem Auftauen wurden die Samenproben mit TYRODE-Medium zu
einer Endkonzentration von 5 x 10° Spermien/ml verdiinnt und anschlieRend mit den
Farbstoffen FITC-PNA/PI bzw. JC1/PI gefarbt und bei 37°C in einem Thermostat
(TYP 5320, Fa. Eppendorf) inkubiert. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
Farbstoffe erfolgte die Inkubation in einem abgedunkelten Raum. Fir die
Spermienchromatinstrukturanalyse (SCSA™) wurden die Proben nach den Angaben
von EVENSON und JOST (2000) aufbereitet.

Das TYRODE-Medium war wie folgt zusammengesetzt: 0,5844 g NaCl; 0,0231 g
KCl, 0,0294 g CaCl, x H2,0;0,0081 g MgCl, x 6 H20; 0,0061 g NaH,P04;0,0110 g Na
Pyruvat; 0,2421 g Na Lactat; 0,2383g HEPES, ad 100 ml Aqua dest.

3.6.1 Gerate und Gerateeinstellungen

Fur die Untersuchungen wurde ein Durchflusszytometer FACScan™ (Fa. Becton
Dickinson) verwendet. Das Gerat war mit einem Argonionenlaser mit einer
Wellenlange von 488 nm und einer Leistung von 15 mW ausgestattet. Die
Messungen wurden mit drei verschiedenen Filtern durchgefuhrt: FL-1 (530/30 nm) fur
die grune Fluoreszenz, FL-2 (585/42 nm) fur die orange Fluoreszenz und FL-3 (650
LP nm) fUr die rote Fluoreszenz. Die Datenanalyse erfolgte mit einem Power Mac
G4-Computer der Firma Apple Computer Inc., der an das FACScan-Gerat
angeschlossen war. Die Bearbeitung und Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des
Software-Programms  Cellquest™ (Fa. Becton Dickinson) durchgefiihrt. Die
Auswertung der SCSA™-Daten erfolgte mit dem Software-Programm DAS Version
440 (BEISKER, 1994). Fur die verschiedenen Untersuchungen mit den
Kombinations-Farbstoffen  FITC-PNA/PI  und JC1/PI  wurden einheitliche

Gerateeinstellungen am FACScanTM vorgenommen.
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3.6.2 FITC-PNA/PI-Farbung zur Bestimmung der Plasmamembranintegritat und des
akrosomalen Status

Fir die Bestimmung der Plasmamembranintegritdt und damit der Vitalitat kam der
Fluoreszenzfarnstoff Pl zum Einsatz, durch den nur Spermien mit beschadigter
Plasmamembran anfarbbar sind. Diese Spermien wiesen eine erhohte

Rotfluoreszenz auf und wurden als tot eingestuft.

Bei der Analyse des akrosomalen Status wurde zwischen Spermien mit intaktem und
solchen mit defektem Akrosom unterschieden. Nur Akrosomenschaden erlauben die
Farbung des Spermiums durch den FITC-PNA-Farbstoff. So gefarbte Samenzellen

zeigen eine grune Fluoreszenz.

Fir die Messungen wurden die Filter FL-1 fur die grine Fluoreszenz und FL-3 fur die
rote Fluoreszenz ausgewahlt. Als Farbstoffe wurden FITC-PNA von Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Katalog-Nr. L-7381) und Propidium-lodide 95-98% von Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Katalog-Nr. P-4170) eingesetzt.

FUr die durchflusszytometrische Analyse wurden 500l verdunntes Sperma mit 3pl Pl
(2,99 mM) und 5pul FITC-PNA (100pg/ml Aqua dest.) gemischt und im Thermostat
(TYP 5320, Fa. Eppendorf) bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert.

FUr die Auswertung und Beurteilung wurden die Populationen der Spermienkopfe
bezuglich ihrer Plasmamembranintegritdt und ihres akrosomalen Status in vier
Kategorien unterteilt, wobei die Zuordnung jeweils subjektiv erfolgte: Spermien mit
defekter Plasmamembran und defektem Akrosom, Spermien mit intakter
Plasmamembran und defektem Akrosom, Spermien mit defekter Plasmamembran
und intaktem Akrosom sowie Spermien mit intakter Plasmamembran und intaktem

Akrosom.
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3.6.3 JC1/PI-Farbung zur Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials (MMP)

Zur Bestimmung des Mitochondrienmembranpotentials (MMP) wurde festgelegt,
dass die Starke der Orangefluoreszenz der Spermien proportional zu deren Vitalitat
und Motilitat ist. Zusatzlich sollten Spermien mit defekter Plasmamembran, d.h. tote
Spermien, durch den Einsatz des rotfluoreszierenden PIl-Farbstoffes eindeutig

identifiziert werden.

Fir die Auswertung kamen die Farbstoffe 5,5'6,6 -tetrachloro-1,1"3,3-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1) von Molecular Probes (Katalog-Nr.
T-3168), sowie Propidium-lodide 95-98% von Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Katalog-Nr. P-4170) zur Anwendung. Fur die Messungen wurden die Filter FL-1 fur
die grune Fluoreszenz, FL-2 flr die orange Fluoreszenz und FL-3 fur die rote

Fluoreszenz eingesetzt.

Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden 500ul des verdiunnten Spermas
mit 10ul JC-1 (0,153mM) gefarbt und im Thermostat (TYP 5320, Fa. Eppendorf) bei
37°C fur 15 Minuten inkubiert.

Zur Auswertung und Beurteilung wurden die Populationen der Spermienkdpfe im
Punktwolkendiagramm in drei Kategorien unterteilt: Spermien mit hohem MMP
(erhdhte  Orangefluoreszenz), Spermien mit niedrigem MMP (geringe
Orangefluoreszenz), tote Spermien (Rotfluoreszenz). Auch hier erfolgte die

Zuordnung zur jeweiligen Kategorie subjektiv.

3.6.4 Spermienchromatinstrukturanalyse (SCSA™)

Zur Probenaufbereitung wurden die unverdinnten, schockgefrorenen Spermaproben
zunachst mit einem stark sauren Medium (pH=1,2) versetzt, um eine Denaturierung
der DNA herbeizufuhren. Danach wurde die Spermienprobe mit Akridinorange
angefarbt. Eine intakte, doppelstrangige DNA wird durch eine grine Fluoreszenz

angezeigt, wahrend einzelstrangige DNA rot fluoresziert.
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Fir die Messungen wurden die Filter FL-1 fur die grine Fluoreszenz und FL-3 fur die
rote Fluoreszenz eingesetzt. Es folgte die computergestutzte Auswertung der
Punktwolkendiagramme und Messdaten, fur die die in die Auswertung eingehenden
Spermienpopulationen subjektiv eingegrenzt wurden. Angelehnt an EVENSON et al.
(1991) galt fur Spermien, dass entweder die grine oder die rote Fluoreszenz
mindestens 200 betragen und die grune Fluoreszenzintensitat maximal 800 und die

rote maximal 900 betragen durfte.

3.7  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit den Programmen Ms Excel 2002
(Microsoft Corporation/lUSA 2002) und SPSS 12.0 (SPSS GmbH Software
Minchen). Dabei wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Zur Ermittlung von Signifikanzen zwischen den einzelnen Versuchsergebnissen
wurde eine univariate Varianzanalyse unter Berucksichtigung sogenannter ,nested
effects” durchgefuhrt. Diese zeigten signifikante Einflisse der unterschiedlichen

Versuchsvariablen auf die beurteilten Parameter an.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der Spermauntersuchung im Frischsamen

Die mikroskopische Untersuchung der Ejakulate nach der Samengewinnung ergab
bei allen 4 BoOcken physiologische Samenparameter (siehe Tab. 3.1). Bei der
flowzytometrischen Bestimmung des Anteils denaturierter Spermien wurden
ebenfalls sehr niedrige Anteile von Spermien mit Chromatinbriichen ermittelt. Die
Unterschiede zwischen den Bdcken, insbesondere zwischen Bock 7 und 9, waren
nicht signifikant.

Tab. 4.0 Ubersicht uber die lichtmikroskopisch ermittelte Spermienqualitat vor

der Kryokonservierung: Mittelwerte; (4 Schafbdcke, je 5 Ejakulate)

*Bock Nr. Vitalitat Motilitat Anomalien |Zytoplasmatropfen
% % gesamt % %
! 92 88 6 10
8 88 85 5 2
9 91 87 3 3
11 89 86 3 2

Prozent

* institutsinterne Nummerierung

8,6%

O Bock 7

mBock 8 m@©Bock9

mBock 11

Abb.13: Ubersicht tber den prozentualen Anteil denaturierter Spermien nach
durchflusszytometrischer Bestimmung (Mittelwert, 4 Bdcke, je 5 Ejakulate)
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4.2  Effekte der Verdinner in den TG-Samenproben

4.2.1 Einfluss der Verdinner auf die Maotilitat nach dem Auftauen

Die Motilitat der mit Eigelb-Verdinner (Verdinner A) konservierten Ejakulatproben
betrug gemaR subjektiver lichtmikroskopischer Einschatzung nach dem Auftauen
durchschnittlich 34,4% + 5,6%. Die mit Soja-Verdunner (Verdinner B) konservierten
Ejakulatproben wiesen nach der gleichen Schatzmethode nach dem Auftauen eine
Motilitat von durchschnittlich 36,8% + 5,2% auf (Tab. 4.1, Abb.1). Die Differenz der
Ergebnisse war signifikant (p < 0,05).

Tab. 4.1 Prozentuale Anteile motiler Spermien nach subjektiver
lichtmikroskopischer Einschatzung: Mittelwert, Standardabweichung,
Minimal- und Maximalwerte (4 Schafb6cke, je 5 Ejakulate)

Verdinner X+xs Minimalwert Maximalwert
Eigelb 344+5,6 24,0 41,0
Soja 36,8+5,2 26,0 440

4.2.2 Einfluss der Verdlinner auf das Mitochondrienmembranpotential (MMP) nach
dem Auftauen

Der prozentuale Anteil von Spermien mit hohem MMP in Ejakulaten, die mit
Verdinner A (eigelbhaltig) konserviert wurden, betrug nach durchflusszyto-
metrischer Bestimmung JC-1-gefarbter Proben durchschnittlich 29,9% + 18,0%.

Die mit Verdunner B (sojahaltig) konservierten Spermien wiesen einen prozentualen
Anteil von durchschnittlich 12,9% + 5,9% auf (Tab. 4.2, Abb.2). Die Differenz der
Ergebnisse war signifikant (p < 0,05).
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Tab. 4.2 Prozentualer Anteil von Spermien mit hohem MMP: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5

Ejakulate)

Verdinner X+ts Minimalwert Maximalwert

Eigelb 29,9 +£18,0 4,6 73,9

Soja 129+5,9 3,1 27,3

4.2.3 Einfluss der Verdinner auf die Vitalitat nach dem Auftauen

Die Vitalitat der Spermien der mit Verdinner A eingefrorenen Proben lag nach
lichtmikroskopischer Auszahlung der Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstriche nach dem
Auftauen im Durchschnitt bei 68,2% + 10,3%. In den mit Verdinner B konservierten
Proben betrug die Vitalitat nach der gleichen Auszéahlungsmethode nach dem
Auftauen durchschnittlich 54,6% = 6,4% (Tab. 4.3, Abb.1). Die Differenz der
Ergebnisse war signifikant (p < 0,05).

Tab. 4.3 Prozentualer Anteil vitaler Spermien nach lichtmikroskopischer
Auszahlung: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und
Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5 Ejakulate)

Verdunner Xzts Minimalwert Maximalwert
Eigelb 68,2 £ 10,3 48,4 81,6
Soja 54664 40,2 64,0

4.2.4 Einfluss der Verdlinner auf die Plasmamembranintegritat nach dem Auftauen

Der durch die FITC-PNA/PI-Farbung ermittelte prozentuale Anteil an Spermien mit
erhaltener Plasmamembranintegritat, betrug bei den Proben, die mit Verdinner A
durchschnittlich 77,1% + 27,5%.
behandelten Proben wiesen nach durchflusszytometrischer Untersuchung einen

konserviert wurden, Die mit Verdinner B

prozentualen Anteil an unversehrter Plasmamembran von

durchschnittlich 68,6% * 11,6% auf (Tab. 4.4, Abb.2). Die Differenz der Ergebnisse
war signifikant (p < 0,05).

Spermien  mit
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Tab. 4.4 Prozentualer Anteil von Spermien mit erhaltener Plasmamembran-
integritat: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte
(4 Schafbécke, je 5 Ejakulate)
Verdunner Xz*s Minimalwert Maximalwert
Eigelb 77,1+275 8,7 93,2
Soja 68,6 £11,6 48,5 87,0

4.2.5 Einfluss der Verdiinner auf den akrosomalen Status nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit geschadigtem Akrosom betrug nach
durchflusszytometrischer Untersuchung von Proben, die mit Verdinner A konserviert
wurden, durchschnittlich 61,9% * 15,8%. Die mit Verdunner B eingefrorenen Proben
wiesen nach FITC-PNA/PI-Farbung zu durchschnittich 57,5% + 16,0% ein
geschadigtes Akrosom auf (Tab. 4.6, Abb.2). Die Differenz der Ergebnisse zeigte
eine statistische Signifikanz (p <0,05).

Tab. 4.6 Prozentualer Anteil von Spermien mit geschadigtem Akrosom:
Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte, (4
Schafbdcke, je 5 Ejakulate)
Verdinner X*s Minimalwert Maximalwert
Eigelb 61,9 + 15,8 35,2 91,4
Soja 57,5+ 16,0 30,8 85,7

4.2.6 Einfluss der Verdlinner auf die Morphologie nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit primaren Anomalien, d. h. Kopf- und
Schwanzanomalien, schwankte in Proben mit Verdinner A nach dem Auftauen
zwischen 0 und 1,3%. Im Durchschnitt betrug er 0,2% + 0,3%. Der prozentuale Anteil
an Spermien mit sekundaren Anomalien, zu denen abgeltste Kopfe, abgeltste
Kopfkappen und Krimmlinge zahlen, schwankte zwischen 2,4 und 13,9%. Im
Durchschnitt betrug er 5,8% + 4,1%. Spermien mit Zytoplasmatropfen lagen

durchschnittlich zu 0,8% + 1,4% vor. In Proben mit Verdiinner B schwankte der
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prozentuale Anteil von Spermien mit primaren Anomalien nach dem Auftauen
zwischen 0 und 0,2%. Im Durchschnitt betrug er 0,1% + 0,1%. Der prozentuale Anteil
an Spermien mit sekundaren Anomalien lag in einem Bereich von 1,7 und 6,1% und
betrug durchschnittlich 3,8% + 1,7%. Spermien mit Zytoplasmatropfen lagen im
Durchschnitt zu 0,1% + 0,2% vor (Tab. 4.5, Abb.1).

Die Differenzen der Ergebnisse der Parameter sekundare Anomalien und

Zytoplasmatropfen waren signifikant (p < 0,05).

Tab. 4.5 Prozentualer Anteil von Spermienanomalien nach lichtmikroskopischer
Auszahlung von Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstrichen: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwert, (4 Schafbdcke, je 5

Ejakulate)
: . Minimal- Maximal-
Morphologie Verdinner Xzts wert wert
Ipriméare Eigelb 0,2+0,3 0 1,3
Anomalien Soja 0,1+0,1 0 0,2
2Sekundre Eigelb 58+4,1 2,4 13,9
Anomalien Soja 38+17 1,7 6,1
Zytoplasma- Eigelb 0.8+14 0 5.2
tropfen. Soja 0,1+0,2 0 0,7
'Kopf- und Schwanzanomalien
Zabgeldste Kopfe, abgeldste Kopfkappen, Kriimmlinge
Vitalitat
70,0
60,0
50,07 | Motilitat
£ 40,0
o
5 30,01
20,04 primare  Anomalien
10,0 tropfen

0,0-

O Eigelb m Soja

Abb. 1: Ubersicht tiber die Effekte der Verdiinner auf die Spermienqualitatsparameter
nach mikroskopischer Untersuchung nach dem Auftauen. Angezeigt ist
jeweils der prozentuale Anteil an Spermien fur den entsprechenden Parameter.
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Plasma-
membran

intakt Akrosom
geschadigt

80,0+
70,0+
60,0+

-
ool
ool

-

/

Prozent

30,0
20,0

10,0+
0,0-

O Eigelb m Soja

! hohes Mitochondrienmembranpotential

Abb.2: Ubersicht uber die Effekte der Verdiinner auf die durchflusszytometrisch
ermittelten Spermienqualitatsparameter. Angezeigt ist jeweils der prozentuale
Anteil an Spermien fir den entsprechenden Parameter.

4.3 Effekte des Verdinnungsprotokolls in den TG-Samenproben

4.3.1 Einfluss des Verdinnungsprotokolls auf die Motilitdt nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil motiler Spermien in Proben, die nach dem 1-Schritt-
Verdunnungsprotokoll (Protokoll 1) eingefroren wurden, betrug nach subjektiver
lichtmikroskopischer Einschatzung durchschnittlich 35,8% + 4,5%. In Proben, die
nach dem 2-Schritt-Verdiinnungs-Protokoll (Protokoll 2) konserviert wurden, ergab
die subjektive lichtmikroskopische Einschéatzung einen prozentualen Anteil motiler
Spermien von 35,3% + 6,4% (Tab. 4.7, Abb.3). Die Differenz der Ergebnisse war
nicht signifikant (p > 0,05).
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Tab. 4.7 Prozentualer Anteil motiler Spermien nach subjektiver
lichtmikroskopischer Einschatzung: Mittelwert, Standardabweichung,
Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbécke, je 5 Ejakulate)
Verdinnungsprotokoll Xzxs Minimalwert Maximalwert
1-Schritt-Verdiinnung 35,8+45 25,0 43,0
2-Schritt-Verdiinnung 353+6,4 24,0 44,0

4.3.2 Einfluss des Verdunnungsprotokolls auf das Mitochondrienmembranpotential
(MMP) nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil von Spermien mit hohem MMP in Ejakulaten, die mit 1-Schritt-
Verdinnung konserviert wurden, betrug nach durchflusszytometrischer Bestimmung
JC-1-gefarbter Proben durchschnittlich 23,8% + 15,7%. Proben, die mit 2-Schritt-
Verdinnung konserviert wurden, wiesen einen prozentualen Anteil von Spermien mit
hohem MMP von durchschnittlich 19,1% + 15,5% auf (Tab. 4.8, Abb.4). Der Einfluss

des Verdunnungsprotokolls war nicht signifikant (p > 0,05).

Tab. 4.8 Prozentualer Anteil von Spermien mit hohem MMP: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5
Ejakulate)
Verdinnungsprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
1-Schritt-Verdiinnung 23,8 £ 15,7 3,1 73,9
2-Schritt-Verdiinnung 19,2+ 15,5 3,4 73,1

4.3.3 Einfluss des Verdinnungsprotokolls auf die Vitalitdt nach dem Auftauen

Die Vitalitat der Spermien der nach Protokoll 1 eingefrorenen Proben lag nach
lichtmikroskopischer Auszahlung der Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstriche nach dem
Auftauen im Durchschnitt bei 64% + 8,8%. Die nach Protokoll 2 konservierten Proben
zeigten nach dem Auftauen eine durchschnittliche Vitalitdt von 58,8% + 12,4% (Tab.

4.9, Abb.3). Die Differenz der Ergebnisse zeigte eine Signifikanz (p > 0,05).
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Tab. 4.9 Prozentualer Anteil vitaler Spermien nach lichtmikroskopischer
Auszahlung: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximal-
werte (4 Schafbécke, je 5 Ejakulate)

Verdinnungsprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
1-Schritt-Verdiinnung 64 + 8,8 48,6 78,2
2-Schritt-Verdiinnung 58,8+12,4 40,2 81,6

4.3.4 Einfluss des Verdunnungsprotokolls auf die Plasmamembranintegritat nach

dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit erhaltener Plasmamembranintegritat betrug
die mit 1-Schritt-

Verdinnung konserviert wurden, durchschnittlich 71,1% + 23,7%. Proben, die mit 2-

nach durchflusszytometrischer Untersuchung von Proben,
Schritt-Verdiinnung konserviert wurden, wiesen einen prozentualen Anteil an
Spermien mit erhaltener Plasmamembranintegritdt von durchschnittlich 74,7% =
23,0% auf (Tab. 4.10, Abb.4). Die Differenz der Ergebnisse war statistisch signifikant
(p <0,05).

Tab. 4.10 Prozentualer Anteil von Spermien mit erhaltener Plasmamembran-
integritat in: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und
Maximalwerte (4 Schafbtcke, je 5 Ejakulate)

Verdinnungsprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
1-Schritt-Verdunnung 71,1+ 23,7 8,7 89,1
2-Schritt-Verdiinnung 74,7 £ 23,0 13,9 91,7

4.3.5 Einfluss des Verdiunnungsprotokolls auf den akrosomalen Status nach dem

Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit reagiertem bzw. geschadigtem Akrosom
betrug nach durchflusszytometrischer Bestimmung von Proben, die mit 1-Schritt-

Verdunnung konserviert wurden, durchschnittlich 54,7% + 16,3%. Die mit 2-Schritt-
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Verdinnung eingefrorenen Proben wiesen nach FITC-PNA/PI-Farbung zu
durchschnittlich 64,7% + 14,3% ein reagiertes Akrosom auf. (Tab. 4.12, Abb.4). Die
Differenz der Ergebnisse war signifikant (p < 0,05).

Tab. 4.12 Prozentualer Anteil von Spermien mit reagiertem Akrosom: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5

Ejakulate)
Verdinnungsprotokoll Xts Minimalwert Maximalwert
1.Schritt-Verdinnung 54,7 £ 16,3 30,8 87,8
2-Schritt-Verdinnung 64,7 £ 14,3 37,8 91,4

4.3.6 Einfluss des Verdinnungsprotokolls auf die Morphologie nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit primaren Anomalien, d. h. Kopf- und
Schwanzanomalien, schwankte in Proben nach Protokolll nach dem Auftauen
zwischen 0 und 0,7%. Im Durchschnitt betrug er 0,1% =+ 0,2%. Der prozentuale Anteil
an Spermien mit sekundaren Anomalien, zu denen abgeltste Kopfe, abgeltste
Kopfkappen und Krimmlinge zahlen, schwankte zwischen 1,7 und 13,9%. Im
Durchschnitt betrug er 6,8% = 3,5%. Spermien mit Zytoplasmatropfen lagen
durchschnittlich zu 0,3% + 0,7% vor. In Proben nach Protokoll 2 schwankte der
prozentuale Anteil von Spermien mit primaren Anomalien nach dem Auftauen
zwischen 0 und 0,4%. Im Durchschnitt betrug er 0,1% + 0,3%. Der prozentuale Anteil
an Spermien mit sekundaren Anomalien lag in einem Bereich von 2,5 und 3,3%. Im
Durchschnitt betrug er 2,8% + 0,9%. Spermien mit Zytoplasmatropfen lagen im
Durchschnitt zu 0,6% = 1,3% vor (Tab. 4.11, Abb.3). Bezlglich des Auftretens
sekundarer Anomalien zeigt sich zwischen in der Differenz der Ergebnisse der

beiden Verdiinnungsprotokolle eine deutliche Signifikanz (p < 0,05).
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Tab. 4.11 Prozentualer Anteil von Spermienanomalien nach lichtmikroskopischer
Auszahlung von Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstrichen: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwert (4 Schafbdcke, je 5
Ejakulate)

, Verdinnungs- Minimal- Maximal-
+
AEMENEIegiE protokoll AESE wert wert
1-Schritt-
Priméare Verdinnung 01£02 0 0.7
Anomalien 2-Snc':hr|tt- 01+03 0 0.4
Verdinnung
1-Schritt-
+
Sekundéire2 Verdinnung 68£35 L7 13,9
Anomalien 2-S.<.:hr|tt- 28+00 25 33
Verdinnung
1-Schritt-
+
Zytoplasma- Verdinnung 03207 0 2,6
tropfen. 2-S_c_:hr|tt- 06+13 0 52
Verdinnung
'Kopf- und Schwanzanomalien
Zabgeldste Kopfe, abgeldste Kopfkappen, Kriimmlinge
20.0- Vitalitat
60,0—/
50'07/ Motilitat
5 40,07/
2 30,07/
sekundare Zytoplasma-
20,0*/ priméare Anomalien tropfen
10,07/ Anomalien
0,0

O 1-Schritt-Verdinnung

m 2-Schritt-Verdinnung

Abb.3: Ubersicht tiber die Effekte des Verdinnungsprotokolls auf die
Spermienqualitatsparameter nach mikroskopischer Untersuchung nach dem
Auftauen. Angezeigt ist jeweils der prozentuale Anteil an Spermien fur den
entsprechenden Parameter.
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Abb.4: Ubersicht Uber die Effekte des Verdiinnungsprotokolls auf die
durchflusszytometrisch ermittelten Spermienqualitatsparameter. Angezeigt ist
jeweils der prozentuale Anteil an Spermien fir den entsprechenden Parameter.

4.4 Effekte der Einfriermethode in den TG-Samenproben

4.4.1 Einfluss der Einfriermethode auf die Motilitdt nach dem Auftauen

Die Motilitait der nach Protokoll

1 (manuell Gber Ny-Dampf) konservierten

Samenproben betrug gemald subjektiver lichtmikroskopischer Einschatzung nach
dem Auftauen durchschnittlich 33,8% + 5,4%. In Proben, die nach Protokoll 2

(Gefriercomputer) konserviert wurden, ergab die subjektive lichtmikroskopische

Einschatzung einen prozentualen Anteil motiler Spermien von 37,4% = 5,0% (Tab.
4.13, Abb.5). Die Differenz der Ergebnisse war nicht signifikant (p > 0,05).

Tab. 4.13 Prozentualer Anteil motiler Spermien nach subjektiver
lichtmikroskopischer Einschatzung: Mittelwert, Standardabweichung,

Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5 Ejakulate)

Einfrierprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
N2-Dampf 33,8+54 24,0 40,0
Computer 37,4 +5,0 28,0 44,0




Ergebnisse 45

4.4.2 Einfluss der Einfriermethode auf das Mitochondrienmembranpotential (MMP)

nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil von Spermien mit hohem MMP in Ejakulaten, die nach
Protokoll 1 eingefroren wurden, betrug nach durchflusszytometrischer Bestimmung
JC-1-gefarbter Proben durchschnittlich 19,9% + 14,6%. In Proben, die nach Protokoll
2 eingefroren wurden, betrug der durchschnittliche prozentuale Anteil von Spermien
mit hohem MMP 22,9% + 16,6% (Tab. 4.14, Abb.6). Die Einfrierprotokolle wiesen

keine statistisch signifikante Ergebnisdifferenz auf (p > 0,05).

Tab. 4.14 Prozentualer Anteil von Spermien mit hohem MMP: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte (4 Schafbdcke, je 5

Ejakulate)
Einfrierprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
N2-Dampf 19,9+ 14,6 3,1 73,1
Computer 22,9+ 16,6 3,4 73,9

4.4.3 Einfluss der Einfriermethode auf die Vitalitdt nach dem Auftauen

Die Vitalitat der Spermien der manuell Gber N,-Dampf eingefrorenen Proben lag nach
lichtmikroskopischer Auszahlung der Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstriche nach dem
Auftauen im Durchschnitt bei 60,4% + 11,9% (Tab. 4.15, Abb.5). Die mit dem
Gefriercomputer konservierten Proben zeigten nach dem Auftauen eine Vitalitat von
durchschnittlich 62,3% + 10,1% (Tab. 4.30, Abb.5). Die Ergebnisse wiesen keinen
signifikanten Unterschied auf (p > 0,05).

Tab. 4.15 Prozentualer Anteil vitaler Spermien nach lichtmikroskopischer
Auszadhlung: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und
Maximalwerte (4 Schafb6cke, je 5 Ejakulate)

Einfrierprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert

N2-Dampf 60,4+ 11,9 40,2 81,6
Computer 62,3+ 10,1 47,3 81,2
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4.4.4 Einfluss der Einfriermethode auf die Plasmamembranintegritat nach dem

Auftauen

Die Plasmamembranintegritat von Spermien, die nach Protokoll 1 eingefroren
wurden, war nach durchflusszytometrischer Bestimmung im Durchschnitt zu 74,2% +
25,6% erhalten (Tab. 4.16, ADbb.6). Der prozentuale Anteil an Spermien mit
erhaltener Plasmamembranintegritdt betrug nach  durchflusszytometrischer
Untersuchung von Proben, die nach Protokoll 2 eingefroren wurden, durchschnittlich
71,6% + 21,1% (Tab. 4.16, Abb.6). Die Differenz der Ergebnisse war statistisch
signifikant (p < 0,05).

Tab. 4.16 Prozentualer Anteil von Spermien mit erhaltener Plasmamembran-
integritat: Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte
(4 Schafbdécke, je 5 Ejakulate)

Einfrierprotokoll Xz*s Minimalwert Maximalwert
Nz-Dampf 74,2 + 25,6 8,7 93,2
Computer 71,6 +211 13,9 89,1

4.45 Einfluss der Einfriermethode auf den akrosomalen Status nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit geschadigtem Akrosom betrug nach
durchflusszytometrischer Bestimmung von Proben, die nach Protokoll 1 konserviert
wurden, durchschnittlich 62,0% * 15,9%. Die nach Protokoll 2 eingefrorenen Proben
wiesen nach FITC-PNA/PI-Farbung zu durchschnittich 57,4% + 16,0% ein
beschadigtes Akrosom auf. (Tab. 4.18, Abb.6). Die Differenz der

Versuchsergebnisse zeigte keine Signifikanz (p > 0,05).
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Tab. 4.18 Prozentualer Anteil von Spermien mit geschadigtem Akrosom:
Mittelwert, Standardabweichung, Minimal- und Maximalwerte (4
Schafbdcke, je 5 Ejakulate)

Einfrierprotokoll Xzts Minimalwert Maximalwert
N-Dampf 62,0 £ 15,9 32,2 91,4
Computer 57,4 + 16,0 33,6 89,4

4.4.6 Einfluss der Einfriermethode auf die Morphologie nach dem Auftauen

Der prozentuale Anteil an Spermien mit primaren Anomalien, d. h. Kopf- und
Schwanzanomalien, schwankte in Proben, die nach Protokoll 1 eingefroren wurden
nach dem Auftauen zwischen 0 und 0,1%. Im Durchschnitt betrug er 0,1% * 0,1%.
Der prozentuale Anteil an Spermien mit sekundaren Anomalien, zu denen abgeldste
Kdpfe, abgeltste Kopfkappen und Krimmlinge zéhlen, schwankte zwischen 2,7 und
8,1%. Im Durchschnitt betrug er 4,6% + 3,0%. Spermien mit Zytoplasmatropfen lagen
durchschnittlich zu 0,3% + 0,7% vor (Tab. 4.17, Abb.5). In Proben, die nach Protokoll
2 konserviert wurden, schwankte der prozentuale Anteil von Spermien mit priméren
Anomalien nach dem Auftauen zwischen 0 und 0,4%. Im Durchschnitt betrug er 0,2%
*+ 0,3%. Der prozentuale Anteil an Spermien mit sekundaren Anomalien lag in einem
Bereich von 2,5 und 9,0%. Im Durchschnitt betrug er 5,0% = 3,6%. Spermien mit
Zytoplasmatropfen lagen im Durchschnitt zu 0,5% + 1,3% vor (Tab. 4.17, Abb.5). Die
Ergebnisse zeigten bezuglich des Auftretens von Zytoplasmatropfen eine signifikante
Differenz (p < 0,05).
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Tab. 4.17 Prozentualer Anteil von Spermienanomalien nach lichtmikroskopischer
Auszahlung von Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstrichen: Mittelwert,
Standardabweichung, Minimal- und Maximalwert (4 Schafbdcke, je 5
Ejakulate)

: Einfrier- Minimal- Maximal-
+
AEMENEIegiE protokoll AESE wert wert
Anomalien* Computer 0,2+0,3 0 0.4
+
Sekundare N-Dampf 46+30 2.1 8,1
Anomalien Computer 5036 2,5 9,0
+
Zytoplasma- N-Dampf 0,307 0 2,6
'Kopf- und Schwanzanomalien
Zabgeldste Kopfe, abgeldste Kopfkappen, Kriimmlinge
7010, Vitalitat
60,07/
50’0*/ Motilitat
40,0—/
30,07/
sekundare -
20,0*/ primare Anomalien ZyE[cr)cr));IJ?nga
10 07/ Anomalien

Abb.5: Ubersicht uber die Effekte des Einfrierprotokolls auf die Spermienqualitéts-

0O N2-Dampf

m Computer

parameter nach mikroskopischer Untersuchung nach dem Auftauen. Angezeigt
ist jeweils der prozentuale Anteil an Spermien fir den entsprechenden

Parameter.
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Plasma-

membran AKrosom

intakt geschadigt

80,0+
70,0+
60,0+

-
ool
ool

-

/

'MMP hoch

Prozent

30,0+
20,0+
10,0+

0,0-

0O N2-Dampf m Computer

!Mitochondrienmembranpotential

Abb.6: Ubersicht uiber die Effekte des Einfrierprotokolls auf die durchfluss-
zytometrisch ermittelten Spermienqualitatsparameter. Angezeigt ist jeweils der
prozentuale Anteil an Spermien flr den entsprechenden Parameter.

4.5 Kombinationen der Versuchsvariablen Verdinner, Verdinnungsprotokoll

und Einfriermethode in den TG-Samenproben
4.5.1 Einfluss der Versuchsvariablen auf die Motilitdt nach dem Auftauen
Der durchschnittliche prozentuale Anteil motiler Spermien lasst sich nach subjektiver

lichtmikroskopischer Einschatzung der Proben aller Versuchsansatze vergleichend

wie folgt darstellen:
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Motilit&t

Gruppe A

40,0+
35,0
30,01
25,01
20,0
15,0
10,0

5,0+

0,0

Prozent

‘I:IAlC BA1D OA2C EA2D OB1C EB1D OB2C @B2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdunner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 7: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils motiler Spermien in allen
Versuchsanséatzen

Die Motilitat der Spermien in Proben der mit Verdinner A (Eigelb) kombinierten
Versuchsgruppe zeigte mit der Methode A2C mit 36,5 % + 4,4% im Durchschnitt den
hdchsten prozentualen Wert. Die prozentual niedrigste Motilitdtsrate dieser Gruppe
wiesen Spermien der Versuchsreine A2D mit einem durchschnittichen Wert von
31,5% + 7,5% auf. Die Proben der Versuchsreihe B1C weisen mit 38,8%z= 4,9 % den
grol3ten prozentualen Anteil motiler Spermien im Durchschnitt auf. Demgegenuber
standen Proben der Versuchsmethode B1D, die mit 35,0% * 1,2 % im Durchschnitt
die niedrigste Motilitatsrate dieser Gruppe reprasentierten.

Bei den mit Verdunner B (Soja) kombinierten Versuchsanséatzen lag der prozentuale
Anteil motiler Spermien insgesamt oberhalb der Werte fir die Versuchsgruppe A.
Signifikante Unterschiede ergaben sich in den Ergebnissen der Versuchsreihe B1C
gegenuber den Methoden A1D und A2D. Bei den Messergebnissen innerhalb der

jeweiligen Versuchsgruppe zeigten sich keine statistischen Signifikanzen (p < 0,05).
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4.5.2 Einfluss der Versuchsvariablen auf das Mitochondrienmembranpotential
(MMP) nach dem Auftauen

Der durchschnittliche prozentuale Anteil an Spermien mit hohem Mitochondrien-
membranpotential lasst sich nach durchflusszytometrischer Untersuchung der mit

JC-1 gefarbten Proben aller Versuchsansétze vergleichend wie folgt darstellen:

*hohes
MMP
Gruppe A

40,0+
35,0
30,0+

%
25,0/
20,0/

?

Z

*hohes
MMP

Gruppe B

Prozent

15,0
10,0+
5,01
0,0-

‘I:IAlC B A1D OA2C @A2D OB1C EB1D OB2C mB2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdiinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdinner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb.8: Vergleichende Darstellung der Anteile von Spermien mit hohem
Mitochondrienmembranpotential (*hohes MMP) in allen Versuchsansétzen

Die Abbildung zeigt signifikante Unterschiede in den Ergebnissen der
Versuchsgruppen A und B zugunsten der Versuchsgruppe A (p < 0,05).

In der Versuchsgruppe A dominierten Proben der Methode A1C mit einem
prozentualen Anteil von 36,2% * 20,3% an hohem MMP. Die niedrigsten Ergebnisse
hoher Mobilitatsraten wurde in der Versuchsreihe A2C mit einem Prozentsatz von
durchschnittlich 27,4% + 18,2% gemessen. In den Versuchsansatzen, die mit
Verdunner B kombiniert wurden, zeigten Spermien der Versuchsreihe B1C mit einem
prozentualen Wert von 16,6% * 6,7% den grof3ten Anteil an hohem MMP. In Proben
der Versuchsmethode B2D war die Rate an hoher Motilitdt mit 9,6% * 4,6% im
Durchschnitt am niedrigsten. Innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe gab es keine

signifikant unterschiedlichen Resultate (p > 0,05).
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4.5.3 Einfluss der Versuchsvariablen auf die Vitalitat nach dem Auftauen

Der durchschnittliche prozentuale Anteil vitaler Spermien lasst sich nach subjektiver
lichtmikroskopischer Einschatzung der Proben aller Versuchsansatze vergleichend

wie folgt darstellen:

Vitalitat
Gruppe A

Vitalitat
Gruppe B

80,0+
70,0+
60,0+

-
ool
ool

-

/

Prozent

30,0
20,0+
10,0

0,0-

‘I:IAlC BALD OA2C EA2D OB1C EB1D OB2C EB2D

A: Eigelb-Verdinner 1. 1-Schritt-Verdinnung D: gefroren tiber N2-Dampf
B: Soja-Verdinner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 9: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils vitaler Spermien in allen
Versuchsanséatzen

Der prozentuale Anteil vitaler Spermien ergab zwischen den Proben der
Versuchsgruppe A und Versuchsgruppe B signifikante Unterschiede zugunsten der
Versuchsgruppe A (p < 0,05). Die Vitalitat der Spermien in Proben der mit Verdinner
A kombinierten Versuchsreihen wies innerhalb der Methode A1C mit 70,5 % * 8,6%
im Durchschnitt den hochsten prozentualen Wert auf. In dieser Versuchsgruppe
wurde der niedrigste Anteil vitaler Spermien mit einem durchschnittlichen
prozentualen Wert von 66,5% + 12,4% in der Versuchsreihne A2C ermittelt. Die
Versuchsansatze mit Verdlinner A zeigten untereinander keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse (p > 0,05). In der Versuchsgruppe B dominierte die
Methode B1C mit einem durchschnittlichen prozentualen Anteil an vitalen Spermien
von 60,1% * 4,6%. Hier zeigte die Versuchsmethode B2D mit 48,7% + 6,2% die
niedrigste Vitalitdtsrate. Innerhalb dieser Versuchsgruppe war die Methode B2D
signifikant schlechter als die Methoden B1C und B1D (p < 0,05).
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4.5.4 Einfluss der Versuchsvariablen auf die Plasmamembranintegritat nach dem

Auftauen

Der durchschnittliche prozentuale Anteil an Spermien mit erhaltener Plasma-
membranintegritat lasst sich nach durchflusszytometrischer Untersuchung der mit
FITC-PNA/PI gefarbten Proben aller Versuchsansatze vergleichend wie folgt
darstellen:

Plasma-
membran Plasma-
intakt membran

GruppeA iﬂ[ak[
Gruppe B

90,0
80,0+
70,0
60,0
50,0
40,0+
30,0
20,0
10,0

0,0

Prozent

OA1C BA1D OA2C EA2D OB1C EB1D OB2C EB2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdunner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb.10: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils an Spermien mit
erhaltener Plasmamembran in allen Versuchsansatzen

Die Abbildung zeigt signifikante Unterschiede bezuglich der Plasmamembran-
integritéat zwischen den Methoden der Versuchsgruppen A und B zugunsten der
Versuchsgruppe A (p < 0,05). In den mit Verdiinner A kombinierten Proben betrug
der hochste prozentuale Anteil an Spermien mit intakter Plasmamembran
durchschnittlich 80,9% = 7,4% und fiel der Versuchsreihe A2D zu. In dieser Gruppe
wies die Methode A1C mit 73,3% = 8,5% den niedrigsten prozentualen Durchschnitt

an erhaltener Plasmamembranintegritat auf.

In den mit Verdunner B kombinierten Versuchsmethoden betrug der hdchste
prozentuale Anteil an Spermien mit intakter Plasmamembran durchschnittlich 71,7%
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+ 11,4% und wurde in Proben der Versuchsreihe B1D gemessen. Die Methode B1C
dieser Gruppe wies mit einem durchschnittlichen Wert von 67,0% + 10,8% den

niedrigsten Prozentsatz an erhaltener Plasmamembranintegritat auf.

455 Einfluss der Versuchsvariablen auf den akrosomalen Status nach dem
Auftauen

Der durchschnittliche prozentuale Anteil an Spermien mit reagiertem Akrosom lasst
sich nach durchflusszytometrischer Untersuchung der mit FITC-PNA/PI gefarbten

Proben aller Versuchsansatze vergleichend wie folgt darstellen:

Akrosom
geschadigt Akrosom

/ Gruppe A geschadigt

Grubpe B
SHdppe b

80,0+
70,0+
60,0+
50,0
40,0+
30,0+
20,0
10,0

0,0-

Prozent

OALC BALD OA2C EA2D 0OB1C EB1D OB2C EB2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdinner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 14: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils an Spermien mit
geschadigtem Akrosom in allen Versuchsansatzen

Die Abbildung zeigt z. T signifikante Unterschiede in den Ergebnissen der
Versuchsgruppen A und B zugunsten der Versuchsgruppe B. In der Versuchsgruppe
B fiel der hochste prozentuale Anteil an Spermien mit reagiertem Akrosom der
Versuchsreihe B2D mit einem durchschnittichen Wert von 64,3% + 14,5% zu. Den

geringsten prozentualen Anteil an akrosomenreagierten Spermien wies im
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Durchschnitt die Versuchsreihe B1C auf. Diese Methode unterscheidet sich damit
signifikant von den Methoden A2C, A2D und B2D. Es zeigte sich eine Signifikanz
innerhalb der Versuchsgruppe B (p < 0,05). In den mit Verdinner A kombinierten
Versuchsanséatzen zeigten die Proben der Methode A2D mit einem
durchschnittlichen Wert von 70,6% + 11,8% den gréf3ten prozentualen Anteil an
akrosomengeschadigten Spermien. In dieser Gruppe wies die Versuchsreihe A1C
den durchschnittlichen Wert von 53,4% * 16,1% auf und gab damit den niedrigsten
Wert vor. Innerhalb der Versuchsgruppe A war die Differenz der Versuchsergebnisse
nicht signifikant (p > 0,05).

4.5.6 Einfluss der Versuchsvariablen auf die Morphologie nach dem Auftauen

Die prozentualen Anteile an primaren und sekundaren Anomalien sowie an

Zytoplasmatropfen lassen sich nach lichtmikroskopischer Auszahlung von
Bromphenolblau-Nigrosin-Ausstrichen wie folgt darstellen:

Primare
Anomalien
0,4 Gruppe A

0.4-
0,3

Primére

0,3 Anomalien

Gruppe B
=T

Prozent
o
N
|

0,11
0,0-

OA1C EAID OA2C BEA2D 0OB1C EB1D OB2C EB2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdinner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 11: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils an Spermien mit
primaren Anomalien in allen Versuchsanséatzen



Ergebnisse

56

9,0+
8,01
7,04
6,0
5,01
4,0
3,01
2,0+
1,04
0,0

Prozent

Sekundare

Anomalien

Gruppe A Sekundére
I Anomalien

Gruppe B
&1 B

\od o4 S~

OA1C EA1D OA2C @A2D

OB1C EB1D OB2C @B2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdiinnung D: gefroren tber N2-Dampf
B: Soja-Verdinner  2: 2-Schritt-Verdinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 12: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils an Spermien mit
sekundaren Anomalien in allen Versuchsansétzen

1,8
1,6+
1,44
1,2
1,04
0,81
0,61
0,4+
0,2+
0,0-

Prozent

Zytoplasmatropfen

o A
Gruppe A

Zytoplasmatropfen

Gruppe B

OA1C EA1D OA2C @A2D

0OB1C EB1D OB2C @B2D

A: Eigelb-Verdinner 1: 1-Schritt-Verdiinnung D: gefroren tiber N2-Dampf
B: Soja-Verdiinner  2: 2-Schritt-Verdiinnung C: gefroren mit Computer

Abb. 13: Vergleichende Darstellung des prozentualen Anteils an Spermien mit
Zytoplasmatropfen in allen Versuchsansatzen
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In den Abbildungen 11, 12 und 13 zeigen sich deutliche Unterschiede der Parameter
zwischen den Versuchsgruppen A und B; sie sind jedoch nur teilweise signifikant.
Proben der mit Verdinner A kombinierten Versuchsanséatze wiesen sowohl in den
Kategorien primare und sekundare Anomalien wie auch in der Kategorie
Zytoplasmatropfen insgesamt hohere prozentuale Anteile auf. Den gréf3ten
prozentualen Anteil an primér missgebildeten Spermien zeigte die Versuchsreihe
A2C mit einem durchschnittichen Wert von 0,4 % + 0,6%. Die niedrigsten
Durchschnittswerte dieser Kategorie fielen den Versuchsansatzen B2C und B2D mit
jeweils 0,0% £ 0,1% zu. Der Versuchsansatz A2C zeigte gegenuber der Methode
B2D einen signifikant hoheren Anteil an primaren Anomalien (p < 0,05). Den grof3ten
Anteil an sekundéar missgebildeten Spermien wies die Versuchsreihe A1C mit einem
durchschnittlichen Wert von 9,0%=+ 5,1% auf. In der Versuchsmethode B2C betrug
der prozentuale Anteil sekundar missgebildeter Spermien durchschnittlich 2,5% =+
1,5% und gab den insgesamt niedrigsten Wert vor. In dieser Kategorie zeigte sich
eine deutliche Signifikanz der Methoden A1C und A1D gegenuber allen brigen
Versuchsansétzen (p < 0,05).

Den grofdten prozentualen Anteil an Spermien mit Zytoplasmatropfen zeigte die
Versuchsreihe A2C mit einem Wert von 1,7%z= 2,4%. In der Versuchsgruppe B waren
mit Ausnahme der Methode B1D im Durchschnitt 0,0% Spermien mit Zytoplasma-

tropfen nachzuweisen.
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5 DISKUSSION

Mit der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene bei der Tiefkuhlkonservierung von
Bullenspermien etablierte Verfahren vergleichend auf ihre Anwendbarkeit beim
Schafbock Uberpriift werden. Es wurden ein eidotterhaltiges Medium (OviPro®,
Minitub, Tiefenbach, Germany) und ein Verdunner auf Sojabohnen-Lecithin-Basis
(AndroMed®, Minitiib, Tiefenbach, Germany) sowie zwei verschiedene Abkiihl- und

Einfrierverfahren getestet.

Die Samenwerte der fur diese Untersuchungen selektierten Bocke lagen samtlich im
physiologischen Bereich. Da nur zwei von 22 Ejakulaten die vorgegebenen
Mindestgrenzen nicht erfullten, kann man davon ausgehen, dass es sich hier um
geschlechtsgesunde Bodcke handelte. Darauf weisen auch die Ergebnisse der
Chromatin-Strukturanalyse hin. Die getesteten Ejakulate wiesen insgesamt nur einen
niedrigen Anteil an denaturierter DNA auf (< 8,6%). Die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung ergaben keine statistisch signifikanten Differenzen zwischen den
Ejakulaten der 4 Schafbdcke. Untersuchungen Uber den Zusammenhang zwischen
der Spermienchromatinstruktur und anderen  Spermienqualitatsparametern
erbrachten unterschiedliche Resultate. KENNEY et al. (1995) konnten bei Ejakulaten
von Hengsten einen Zusammenhang zwischen dem Ausmald der DNA-
Denaturierung und der Spermienmotilitdt und Morphologie feststellen. DIGRASSI
(2000) beobachtete ebenfalls an Hengstspermien eine positive Korrelation zwischen
dem prozentualen Anteil an toten Spermien und dem Auftreten geschadigter
Chromatinstruktur, fand aber keinen Einfluss der SCSA™.-Ergebnisse auf die Motilitat
und Morphologie der Spermien. In einer Studie an Schafspermien war ein
Zusammenhang zwischen Spermienchromatinstruktur und den klassischen
Spermienqualitatsparametern zu erkennen (PERIS et al., 2004). Der SCSA™-Test
kann als eine gute zusatzliche Information Uber die Qualitdt der verwendeten

Samenproben herangezogen werden.

In diesen Untersuchungen konnte das Befruchtungsvermogen der TG-Samenproben
nicht bestimmt werden. Ebenso lagen keine Informationen Uber das
Befruchtungsvermogen des Schafbocke vor. Verschiedene Studien an Samenproben
von Bullen (BALLACHEY et al., 1987 und 1988), Hengsten (KENNEY et al., 1995;
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EVENSON et al.,, 1995; DIGRASSI, 2000) und Ebern (EVENSON et al., 1994)
zeigten einen deutlichen Zusammenhang zwischen den Fertilitatsdaten der Tiere und
den Ergebnissen des SCSA™-Tests der untersuchten Ejakulate. SAACKE et al.
(1994) beschrieben die Spermienchromatinstruktur als nicht-kompensierbaren
Faktor, wahrend Mangel bei anderen Spermienqualitatsparametern durch Erhéhung
der Besamungsdosis ausgeglichen werden konnten. Die vorliegenden Daten zur
Qualitat der verwendeten Ejakulate geben keine Hinweise auf eine Beeintrachtigung

des Befruchtungsvermogens dieser Bocke.
5.1 Effekte der Verdunner

Nach subjektiver lichtmikroskopischer Einschatzung war der prozentuale Anteil
motiler Spermien in den mit Soja-Verdunner konservierten Proben statistisch
absicherbar héher. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von GIL et al.
(2000) und AIRES et al. (2003), die in vergleichbaren Studien mit Bullenspermien
eine bessere Richtung und Intensitat der Spermienbewegung beobachteten.
MULLER-SCHLOSSER et al. (1995) und THUN et al. (2002) ermittelten jeweils eine
héhere Durchschnittsgeschwindigkeit und einen grofReren Anteil linearmotiler
Spermien bei Soja-verdunnten Proben. Auch GIL et al. (2003b) verglichen in einer
Studie an Schafspermien einen Milch-Eidotter-Verdinner mit einem Soja-Lecithin-
Verdinner und erhielten mit dem sojahaltigen Medium einen héheren Anteil motiler
Spermien, jedoch war die Differenz der Ergebnisse statistisch nicht signifikant. Es
wird angenommen, dass diese verbesserte Motilitat der Spermien in einem
eidotterfreien Medium mit der niedrigeren Viskositat in Zusammenhang steht.
Zusatzlich koénnen die im Eidotter enthaltenen Komponenten wie Lecithin,
Phospholipide und Lipoproteinfraktionen einerseits die Bewegungsfahigkeit der
Samenzellen durch Bildung von Agglutinationen einschranken und andererseits die

mikroskopische Beurteilung erschweren.

In die Beurteilung der durchflusszytometrischen Messergebnisse des MMP konnten
bei den mit sojahaltigem Verdunner konservierten Proben nur die Populationen mit
hohem MMP, d. h. hoher Beweglichkeit, einbezogen werden, weil solche mit
niedrigem MMP trotz der Kombinationsfarbung mit dem PI-Farbstoff (siehe 3.6.3 und

2.3.1) nicht eindeutig von toten Spermien unterschieden werden konnten. Ahnliches
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beobachteten GARNER und THOMAS (1999) bei Untersuchungen an
Bullenspermien mit einem eidotterhaltigen Verdunner, bei denen sich in Proben mit
J-Aggregaten (hohes MMP) die roten PIl-Populationen mit den JC-1-gefarbten
Populationen im Verlauf der durchflusszytometrischen Messung aus bisher
ungeklarten Grinden miteinander verbanden. Bei dem hier verwendeten Eigelb-
Verdunner konnten Populationen mit niedrigem MMP besser differenziert werden.
Trotzdem wurden ebenso nur der Anteil von Spermien mit hohem MMP ausgewertet,
um die Ergebnisse mit denen der Soja-verdunnten Proben vergleichen zu kénnen.
Die Proben mit sojahaltigem Verdunner hatten im Gegensatz zu den mit
eigelbhaltigem Medium behandelten Proben einen niedrigeren Anteil an Spermien
mit hohem Potential. Der Widerspruch zu den mikroskopisch ermittelten Werten
(héhere Motilitat in mit Soja-verdinnten Proben) konnte damit erklart werden, dass
die oben beschriebene Akkumulation der gefarbten Populationen beim Soja-
Verdunner starker ausgepragt ist als beim Eidotter-Verdunner. Dadurch wurde die
Population von Spermien mit hohem MMP bei Soja-verdunnten Proben eventuell
starker dezimiert. Der Einfluss des Verdunners auf die Bestimmung des MMP-

Potentials bedarf aber weiterer Untersuchungen.

Der prozentuale Anteil lebender Spermien war nach subjektiver lichtmikroskopischer
Beurteilung in Eidotter-verdinnten Proben signifikant hoher als in Soja-konservierten
Ejakulaten. Gegenlber den unverdunnten Frischejakulaten (Mindestvitalitat = 80%;
siehe 3.3) war die Vitalitat beim Eigelb- und beim Soja-Verdunner nach der
Kryokonservierung um mindestens 12% bzw. 23% reduziert. Die Ergebnisse dieser
Studie stimmen mit der von WATSON (2000) angegebenen Uberlebensrate von 50-
60% fur kryokonservierte Spermien Uberein. Die mikroskopisch ermittelten Werte
stehen in positivem Zusammenhang mit den durchflusszytometrischen Ergebnissen
der Plasmamembranintegritat. Die in Eidotter-Verdunner konservierten Proben
wiesen, verglichen mit den Soja-konservierten Ejakulaten, einen signifikant hoheren
Anteil an Spermien mit erhaltener Plasmamembran auf. In einer Studie an
Bullenspermien war ein eigelbhaltiger Verdunner den sojahaltigen Verdunnern in
ihren kryoprotektorischen Eigenschaften Uberlegen (THUN et al., 2002). Die Autoren
fuhrten die starkere Beeintrachtigung der Plasmamembran von Soja-konservierten
Spermien auf eine verminderte osmotische Resistenz zurlick. GIL et al. (2003b)

fanden in einer Untersuchung mit Schafspermien fiur den Parameter
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Plasmamembranintegritat bei Eidotter-verdinnten Ejakulaten ebenfalls héhere Werte
als bei Soja-konservierten Spermien. Insgesamt scheint ein eidotterhaltiger
Verdunner aufgrund seiner biochemischen Komponenten einen besseren

Membranschutz zu bieten als ein sojahaltiges Medium (siehe 2.2.3).

Der akrosomale Status der Spermien nach der Kryokonservierung stellt einen
wichtigen Parameter fur das Befruchtungsvermogen solcher Samenproben dar. Die
durchflusszytometrische Bestimmung des akrosomalen Status ergab fur Soja-
konservierte Spermien einen signifikant niedrigeren Anteil an Zellen mit
geschadigtem Akrosom, als flr Eigelb-konservierte. Laut GIL et al. (2003b), die in
ihrer Studie zu vergleichbaren Ergebnissen kamen, gilt Eigelb trotz seiner einerseits
membranstabilisierenden Funktionen gleichzeitig als kapazitationsférdernder Faktor.
Sie stutzten ihre Aussage auf Studien von WATSON und MARTIN (1973a und 1976),
SMITH et al. (1979) und IJAZ et al. (1989), die eine positive Beziehung zwischen der
Anwesenheit bzw. der Konzentration von Eidotter im Verdinner und dem Auftreten
von Akrosomenschaden beobachten konnten. Andere Untersuchungen fanden bei
einem Vergleich der Effekte eigelb- und sojahaltiger Verdinner auf Bullenspermien
keine Unterschiede bezlglich des akrosomalen Status (AIRES et al.,, 2003).
Allerdings ist in der Literatur mehrfach die aufgrund ihrer Membranbeschaffenheit
erhohte Empfindlichkeit von Schafbockspermien beschrieben worden (HEALY, 1969;
WARNAWSKI, 1971; JONES, 1973, BAILEY et al., 2000).

In Proben, die mit dem Eidotter-Verdunner konserviert worden waren, lag nach
lichtmikroskopischer Auszahlung jeweils ein signifikant hoherer prozentualer Anteil
an Spermienanomalien der Kategorien primare Anomalien, sekundare Anomalien
und Zytoplasmatropfen vor, als in den Soja-verdinnten Proben. Bei der Interpretation
der vorliegenden Ergebnisse muss allerdings berlcksichtigt werden, dass sich die
gefarbten Ausstriche aufgrund der hohen Konsistenz der eidotterhaltigen Proben
schwieriger auszuwerten waren. Da die spezifische Entstehung primarer Anomalien
durch die Kryokonservierung kaum vorstellbar ist, konnte der hohere Anteil an
primaren Missbildungen auf Artefakte zurickzufuhren sein, die durch die Interaktion
der Eidotterpartikel mit den Komponenten der fur die Mikroskopie verwendeten
Fixationslésung entstanden sind (THUN et al., 2002). Die Induzierung sekundarer

Anomalien (z.B. Schwanzverkrimmungen) kann hingegen sehr wohl wahrend des
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Konservierungsprozesses durch inadaquate Konservierungsmedien entstehen. Uber
die Einflusse von Verdinnermedien auf das Auftreten von Zytoplasmatropfen liegen

aber bisher keine Erkenntnisse vor.

5.2 Effekte des Verdunnungsprotokolls

Der Modus der Glyzerin-Zugabe (1- oder 2-Schritt) hatte keinen signifikanten Einfluss
auf den prozentualen Anteil motiler Spermien. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Erkenntnissen von MATTOS (1982) sowie MORRIER et al. (2001) uberein, die
vergleichbare Studien an Schafspermien unternahmen. Andere Untersuchungen
(BLACKSHAW, 1960; COLAS, 1975) sahen eine 2-Schritt-Verdinnung fur
Schafspermien als vertraglicher an, weil die Spermien der Toxizitat des Glyzerins mit
dieser Verdunnungsmethode Uber einen kirzeren Zeitraum ausgesetzt sind. Auch
GIL et al. (2003a) zufolge ist die Glyzerinzugabe durch einen 2. Verdinnungsschritt
bei 5°C beim Schaf vorteilhafter. Die Widerspruchlichkeit der Erkenntnisse konnte
darauf zurlckzuflihren sein, dass die Empfindlichkeit der Spermien gegenuber der
Glyzerintoxizitdt eher durch andere Faktoren wie beispielsweise die

Verdinnerkomposition beeinflusst wird, als durch die Dauer der Exposition.

Nach subijektiver lichtmikroskopischer Beurteilung war der durchschnittliche Anteil
lebender Spermien in 1-Schritt-verdlinnten Proben signifikant hoher als in Ejakulaten,
die nach 2-Schritt-Verdunnung konserviert wurden. Demgegenuber stehen
Ergebnisse von MORRIER et al. (2001), die keine Einflisse der Verdunnungs-
methode auf die Vitalitdt beobachteten. BLACKSHAW (1960) und COLAS (1975)
ermittelten zwar einen Unterschied bezlglich des Anteils lebender Spermien
zwischen der 1-Schritt- und der 2-Schritt-Verdinnung, stellten letztere aber als die
uberlegenere Methode heraus. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Kryobiologische Aspekte (siehe. 2.2.) wurden eher die
Erkenntnisse von BLACKSHAW und COLAS unterstitzen, denen zufolge die
toxischen Eigenschaften des Glyzerins bei langerer Exposition der Spermien zu
erheblichen Zellschadigungen fuhren konnen. Andererseits konnten geeignete
Verdinnermedien die schadigenden Wirkungen des Glyzerins durch einen

optimierten Membranschutz kompensieren.
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Die durchflusszytometrischen Messergebnisse der Plasmamembranintegritat
ergaben einen signifikanten, positiven Einfluss der 2-Schritt-Verdunnung. Diese
Ergebnisse bestatigen Resultate einer analogen Studie von GIL et al. (2003a), in der
sich die 2-Schritt-Verdunnung als vertraglicher fir Schafspermien erwies, als die 1-
Schritt-Methode. Die Autoren erklarten dies mit der kapazitationsférdernden Wirkung

des Glyzerins und dem toxischen Effekt auf den Metabolismus der Spermien.

Die durchflusszytometrische Bestimmung des akrosomalen Status ergab fur 1-
Schritt-verdiinnte Spermien einen signifikant geringeren Anteil an Zellen mit
geschadigtem Akrosom, als fur Proben, die der 2-Schritt-Verdinnung unterzogen
wurden. Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Erkenntnissen von GIL et al.
(2003a), die bei Ejakulaten, die nach 2-Schritt-Verdunnung konserviert wurden,
weniger akrosomale Schadigungen beobachteten. Sie flUhrten dies darauf zurtck,
dass die Spermien bei dieser Verdinnungsmethode den toxischen Wirkungen des
Glyzerins nicht so lange ausgesetzt sind wie bei einer 1-Schritt-Verdunnung. Warum
in der vorliegenden Arbeit gegenteilige Ergebnisse erzielt wurden, kann nicht
abschlieRend erklart werden. Moglich ware zum Beispiel, dass bei den
Manipulationen im Rahmen der zweiten Verdunnung Temperaturschwankungen in

den Proben auftreten, die sich negativ auf die akrosomale Integritat auswirkten.

In Proben, die nach der 1-Schritt-Verdlinnung konserviert wurden, ergab sich bei der
lichtmikroskopischen Auszahlung ein signifikant hoherer prozentualer Anteil an
sekundaren Anomalien, als in den sequentiell verdinnten Proben. Ursachlich fur das
vermehrte Auftreten sekundarer Anomalien bei den Spermien, die nach 1-Schritt-
Verdlinnung konserviert wurden, konnte eine Reaktion der Spermienmembranen auf

die toxische Wirkung des Glyzerins sein.

5.3 Effekte der Einfriermethode

Die Einfriermethode (N2-Dampf oder Tiefgefriercomputer) zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf den prozentualen Anteil motiler Spermien. Insgesamt war die Motilitat
bei allen untersuchten Ejakulaten im Durchschnitt um mindestens 32% gegenlber

den unverdiinnten Frischejakulaten (siehe. 3.3) reduziert. Die Ergebnisse stimmen
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mit Beobachtungen von PONTBRIAND et al. (1989) Uberein, nach denen
Schafspermien eine groRe Toleranz gegenuber unterschiedlichen Kuihlraten
aufweisen. Die lichtmikroskopische Auszahlung zeigte ebenfalls keinen signifikanten

Einfluss der Einfriermethode auf die Vitalitat der Spermien.

Lineare Kuhlraten, wie sie mit computergesteuerten Geraten erzielt werden konnen,
(z.B. 30°C/min), gelten als vorteilhaft fir das Uberleben von Schafspermien (siehe
2.2.4). Die vorliegenden Ergebnisse ergaben keinen signifikanten Einfluss der
unterschiedlichen Gefriermethoden. Entweder konnte auch durch die manuell
erzeugte Gefrierrate eine fur Schafspermien vertragliche Kuhlgeschwindigkeit
erreicht werden oder die Defizite einer Methode wurden durch die weite Kryo-
toleranz der Spermien ausgeglichen. KUMAR et al. (2003) erzielten mit der oben
genannten Kihlrate stets bessere Werte fur die Vitalitat als fur die Motilitat. Dieses

Ergebnis konnte auch in den eigenen Untersuchungen verifiziert werden.

Die mikroskopisch ermittelten Befunde bezuglich der Vitalitat stimmten nicht mit den
durchflusszytometrischen Messergebnissen der Plasmamembranintegritat Gberein.
Die manuell konservierten Proben zeigten verglichen mit den computerkonservierten
Ejakulaten einen signifikant hoheren Anteil an Spermien mit intakter
Plasmamembran. Demgegenuber stehen Erkenntnisse, die einen maschinellen
Einfrierprozess aufgrund der konstanten Gefrierraten als vorteilhafter flr
Schafspermien beurteilten (ANEL et al., 2003; KUMAR et al., 2003). Andere Autoren
wiederum sahen keine signifikanten Unterschiede zwischen der N>-Dampf-Methode
und der Computermethode (PONTBRIAND et al.,, 1989; JANUSKAUSKAS et al.,
1999).

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmung des akrosomalen Status
ergaben keinen signifikanten Einfluss der Einfriermethode auf diesen Parameter.
Dies stimmt Uberein mit Ergebnissen von PONTBRIAND et al. (1989). Auch in
Untersuchungen beim Bullen wurde kein signifikanter Einfluss auf diesen Parameter
durch die Gefriermethode gefunden (JANUSKAUSKAS et al., 1999). Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit unterstitzen also nicht die in der Literatur oft beschriebene

Uberlegenheit der Gefriercomputer gegentiber den manuellen Einfriermethoden.
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Auch das Auftreten primarer und sekundarer Anomalien wurde nicht signifikant durch
die Einfriermethode beeinflusst. Der Anteil an Zytoplasmatropfen war hingegen bei
den manuell konservierten Proben signifikant niedriger, als in maschinell
eingefrorenen Ejakulaten. Dieser Parameter ist jedoch erfahrungsgemald sehr von

den spezifischen Bedingungen abhangig.

5.4 Interaktionen von Verdunner, Verdinnungsprotokoll und

Einfriermethode

Durch die Kombination der zuvor besprochenen Versuchsvariablen sollte anhand der
vorliegenden  Versuchsergebnisse die  fur  Schafspermien  geeignetste
Konservierungsmethode ermittelt werden. Tabelle 5.1 bietet eine Ubersicht tiber die
Eignung der durchgeflhrten Versuchsansatze im Hinblick auf die untersuchten
Spermienqualitatsparameter.  Die  Versuchsansatze  wurden gemall der
Versuchsergebnisse in einer Rangfolge dargestellt. Es ist angegeben, ob der

Einfluss der entsprechenden Variablen auf die Parameter eine Signifikanz zeigte.
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Tab.5.1 Ubersicht tiber die Eignung der Versuchsansétze im Hinblick auf die untersuchten Spermienqualitats-
parameter
Eignung Versuchsanséatze Verdiinner: Verdunnungs- Einfriermethode:
Parameter (Rangfolge) Signifikanz Protokoll: Signifikanz
1. 2. 3 4 5 6 1. 8 9 Signifikanz 9
motile Spermien |B1C |B2C [A2C |A1C (B2D |B1D |A1D |A2D ja nein nein
MMP A1C |A1D |A2D [A2C |B1C |B1D |B2C |B2D ja nein nein
lebende 1,1 |a1D |A2D |A2c |B1C [BID |B2C |B2D ja ja nein
Spermien
P'asrr}f]‘gi;"bra” A2D |A2C |A1D |A1C |B2D |B2C |B1D |B1C ja nein ja
FASEn B1C |A1C |B1D |A1D |B2C |B2D |A2C |A2D ja ja nein
geschadigt
sekundare |, (pop (a2D (A2c [B1D |B1C |A1D |A1C ja ia nein
Anomalien
A: Eidotter-Verdunner 1: 1-Schritt-Verdinnung Computer-Protokoll
B: Soja-Verdlnner 2: 2-Schritt-Verdinnung N,-Dampf-Protokoll
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FUr den Parameter Motilitat erzielten die Versuchsansatze der Versuchsgruppe B
(Soja-Verdunner) zum Teil bessere Ergebnisse als die der Vergleichsgruppe A
(Eidotter). Der Vorteil des Soja-Verdunners liegt vermutlich in seiner niedrigeren
Viskositat begrindet (siehe 5.1.1). Obwohl der Einfluss des Verdinners beim
Vergleich der Methoden statistisch signifikant war, war bei anderen Parametern die
Uberlegenheit des Soja-Verdiinners nicht zu beobachten. Dies kénnte darauf
zuruckzufuhren sein, dass die Einschatzung der Motilitat subjektiv erfolgte und durch
die Beschaffenheit der Probenpraparate beeinflusst wurde. Die Tendenz zu besseren
Motilitatswerten mit dem maschinell durchgefihrten Konservierungsverfahren
entspricht der in der Literatur diskutierten Uberlegenheit der computergestiitzten
Spermienkonservierung (siehe 2.2.4). Die Anwendung einer 1-Schritt- oder 2-Schritt-
Verdinnung hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Motilitat der

Spermien.

Bezuglich des Mitochondrienmembranpotentials (MMP) zeigten die
Versuchsergebnisse eine  Uberlegenheit der mit Eidotter kombinierten
Versuchsmethoden gegenuber der Vergleichsgruppe Soja. Der signifikante Einfluss

des Verdinnermediums bei diesem Parameter bedarf aber einer weiteren Abklarung.

Der prozentuale Anteil vitaler Spermien war bei mit Eidotter-Verdinner kombinierten
Versuchsansatzen stets signifikant grof3er als bei der Vergleichsgruppe. Dies konnte
mit den besseren kryoprotektiven Eigenschaften des Eidotters zusammenhangen
(THUN et al.,, 2002). Entgegen fruherer Erkenntnisse (BLACKSHAW, 1960 und
COLAS, 1975) waren innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe die 1-Schritt-
Verdlinnungs-Methoden statistisch absicherbar Gberlegen. Moglicherweise wird die
Toleranz der Spermien gegenlber den schadigenden Einflissen des Glyzerins bei
langerer Exposition durch den guten Membranschutz des Eidotters positiv
beeinflusst. Obwohl statistisch nicht signifikant, waren die maschinell eingefrorenen
Versuchsansatze in  Kombination mit der 1-Schritt-Verdinnung in beiden

Versuchsgruppen gegenuber den manuellen Methoden uberlegen.

Die Plasmamembranintegritat war im Verdunner mit Eidotter signifikant besser
erhalten als mit Sojaverdinner. Die Anwendung der 1-Schritt- oder 2-Schritt-

Verdinnung ergab tendenziell bessere Werte fur die Methode mit Nachverdinnung
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bei 5 Grad Celsius. Der bessere Membranschutz des Eidotter-Verdinners kombiniert
mit der vergleichsweise kurzen Expositionsdauer der Spermien gegenuber den
toxischen Eigenschaften des Glyzerins bei der 2-Schritt-Verdiunnung konnten dafur
verantwortlich sein. Die manuell Uber Stickstoffdampf (N,-Dampf) konservierten
Versuchsansatze erzielten signifikant bessere Resultate innerhalb  der
Versuchsgruppen A und B. Offensichtlich sind die Reaktionen der Schafspermien auf
die Einfriergeschwindigkeiten von den Einflussfaktoren Verdunner und

Verdunnungsmethode abhangig.

Die Untersuchung des akrosomalen Status der Spermien ergab nur zum Teil eine
Dominanz des Soja-Verdunners gegenuber dem eidotterhaltigen Medium, obwohl
der Einfluss der Variablen statistisch als signifikant beurteilt wurde. Eine eindeutige
Begrindung fur diese Erkenntnis kann ohne weitere Nachforschungen nicht gegeben
werden. Eventuell wurden die in 5.1.4 beschriebenen Nachteile des Eidotters durch
die Kombination der Versuchsvariablen in gewissem Malle kompensiert. Entgegen
den Erkenntnissen vergleichbarer Studien (siehe 5.2.4) zeigten Versuchsansatze mit
1-Schritt-Verdinnung gegenuber den 2-Schritt-verdinnten Methoden eine
signifikante Uberlegenheit. Es besteht wiederum die Mdglichkeit, dass die Toleranz
der Spermienakrosomen gegenuber schadigenden Einflissen durch die
verwendeten Verdunner positiv beeinflusst wurde. Bei 1-Schritt-verdinnten
Versuchsvarianten waren die computergestitzten Konservierungsprotokolle
uberlegen, wenn auch nicht signifikant. Wahrscheinlich sind die in der Literatur
beschriebenen Vorzige des maschinellen Einfrierens (siehe 2.2.4) fuar das

Zustandekommen der vorliegenden Ergebnisse verantwortlich.

Die morphologischen Parameter ,primare Anomalien® und ,Zytoplasmatropfen®
spielen fur die Beurteilung der Versuchsansatze vermutlich eine untergeordnete
Rolle, da sie von der grundsatzlichen Qualitat des Spermas abhangig sind. Bezuglich
des Auftretens sekundarer Anomalien war teilweise ein signifikanter Einfluss der
getesteten Verdunner zu erkennen. Die Uberlegenheit der 2-Schritt-Verdiinnung ist
vermutlich darauf zurtckzufuhren, dass die Spermien den toxischen Eigenschaften
des Glyzerins nur flr relativ kurze Zeit ausgesetzt waren, so dass weniger

schadigende Reaktionen der Membranen eintreten konnten.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fur die Tiefgefrierkonservierung von
Schafspermien offenbar ein breites Spektrum von Einfriermethoden zur Verfugung
steht. Dabei ist der Verwendung von Eidotter-basierten Verdunnern wegen seiner
besseren kryoprotektiven Eigenschaften der Vorzug zu geben. Die nachteiligen
Auswirkungen der vergleichsweise hohen Konsistenz des eidotterhaltigen Mediums
auf die Motilitat der Spermien sind eventuell ein reiner in vitro Effekt, der keine
Ruckschlisse auf die Situation in vivo zulasst. Andererseits kann der sojahaltige
Verdunner im Hinblick auf hygienische Aspekte und Standardisierbarkeit
(BOUSSEAU et al., 1998) als akzeptable Alternative angesehen werden. Die 1-
Schritt-Verdinnung sollte wegen ihrer geringeren Fehleranfalligkeit empfohlen
werden. Die computergestutzte Variante hatte in diesen Untersuchungen zwar
keinen signifikanten Einfluss, ihre Reproduzierbarkeit spricht aber flr deren
Anwendung. Die Anwendung einer bestimmten Methodik zur Kryokonservierung

kann also nach den Bedingungen des Labors ausgewahlt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene bei der Tiefkiihlkonservierung von
Bullenspermien etablierte Verfahren vergleichend auf ihre Anwendbarkeit flr

Schafspermien zu Uberprifen.

Fur die Untersuchungen wurden von 4 Schafbdcken jeweils 5 qualitativ gleichwertige
Samenproben herangezogen. Die Ejakulate wurden in 4 Teilproben unterteilt, je zwei
fur jede Versuchsreihe. Die Proben der ersten Versuchsreihe wurden entweder durch
eine 1-Schritt-Verdinnung oder durch eine 2-Schritt-Verdinnung mit einem
eidotterhaltigen Medium (OviPro®, Minitib, Tiefenbach, Germany) verdiinnt. Die
Proben der zweiten Versuchsreihe erfuhren die gleiche Behandlung mit einem
Medium auf Sojabohnen-Lecithin-Basis (AndroMed®, Minitiib, Tiefenbach, Germany).
Die verdinnten Ejakulate wurden in Pailletten (Volumen 0,5 ml) abgeftllt und diese
z. T. manuell tber Stickstoffdampf (N2.-Dampf) und der andere Teil mithilfe eines
Gefriercomputers (Icecube, Minitiib, Germany) eingefroren. Dadurch entstanden 8
Versuchsansétze fur jedes Ejakulat. AnschlieBend wurden die gefrorenen Pailletten
in flussigen Stickstoff Uberfihrt. Das Auftauen der kryokonservierten Ejakulate
erfolgte im Wasserbad bei 37°C in 30 Sekunden. Als Spermienqualitatsparameter
wurden bei allen Proben unmittelbar nach dem Auftauen Motilitat, Vitalitdt und
Morphologie (primare und sekundére Anomalien, Zytoplasmatropfen) subjektiv mit
dem Phasenkontrastmikroskop untersucht. Zusatzlich wurden das
Mitochondrienmembranpotential (MMP), die Plasmamembranintegritat und der
akrosomale Status nach objektiver Messung im Durchflusszytometer (FACScan™,
Fa. Becton Dickinson) beurteilt. Es wurde der Einfluss der Einzelfaktoren Verdinner,
Verdinnungsmethode und Einfrierprotokoll sowie deren Kombinationen auf den

jeweiligen Parameter bestimmt.

Mit dem Eigelb-Verdinner wurden bei den Parametern Motilitat, Vitalitat und
Plasmamembranintegritat signifikant bessere Ergebnisse erzielt als mit dem Soja-
Verdunner. Demgegenuber wiesen Soja-verdinnte Proben signifikant weniger
Anomalien und eine signifikant bessere Akrosomenintegritat auf. Auch das
Mitochondrienmembranpotential zeigte bei diesen Proben signifikant hthere Werte.

Die 1-Schritt-Verdiinnung erbrachte verglichen mit den 2-Schritt-verdinnten Proben



Zusammenfassung 71

einen hoheren prozentualen Anteil an motilen und vitalen Spermien. Auch das MMP
zeigte hier hohere Werte. Die Plasmamembran hingegen war in den 2-Schritt-
verdunnten Ejakulaten bei einem grol3eren prozentualen Anteil an Spermien
erhalten. Auch traten hier weniger sekundare Anomalien und Zytoplasmatropfen auf.
Primare Anomalien konnten bei beiden Verdinnungsvarianten ungefahr zu gleichen
Anteilen beobachtet werden. Der akrosomale Status ergab fur Proben der 2-Schritt-
Verdinnung bessere Werte. Signifikanzen zeigten sich bezlglich der Parameter
Vitalitéat, Plasmamembranintegritat, sekundare Anomalien und akrosomaler Status.

Die maschinelle Einfriermethode ergab fur die Parameter Motilitat, MMP, Vitalitat und
akrosomaler Status bessere Ergebnisse als das manuelle N;-Dampf-Verfahren.
Lediglich die Beurteilung der Morphologie und der Plasmamembranintegritat erzielte

fur die manuell eingefrorenen Proben signifikant glnstigere Werte.

Bei der Bewertung der kombinierten Versuchsansatze erwies sich keine der 8
getesteten Methoden als eindeutig Uberlegen fir die Kryokonservierung von
Schafspermien. Die Verwendung von Eidotter-Verdinner ist grundsatzlich als
empfehlenswert anzusehen, obgleich der Soja-Verdinner als akzeptable Alternative
betrachtet werden kann. Die 1-Schritt-Verdinnung erwies sich im vorliegenden
Versuch als einfache Methode mit weitgehend guten Ergebnissen. Die Resultate der
computergestiitzten Einfrierverfahren lieBen eine tendenzielle Uberlegenheit
gegenuber den manuellen Methoden beobachten. Die Kryokonservierung kann dabei
den Bedingungen des jeweiligen Labors und den verschiedenen technischen
Moglichkeiten angepasst werden.
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7 SUMMARY

An examination of cryopreservation of ram spermatozoa with special
consideration on the effect of extender, dilution protocol and freezing method
on sperm quality parameters

The aim of the present work was to compare different cryopreservation protocols
already established for bull semen for their applicability in ram spermatozoa.

For the examination 5 ejaculates of equivalent quality each of 4 rams were used. The
samples were split in 4 equal portions to process two test series with each 2 aliquots.
In the first series the samples were diluted either with a 1-step- or a 2-step-dilution
with an extender containing egg yolk (OviPro®, Minitiib, Tiefenbach, Germany). The
extended ejaculates were filled into straws (volume 0,5 ml) and were frozen either
manually above liquid nitrogen (LN2) or by using a programmable LN, freezing unit
(Icecube, Minitib, Germany). Hence 8 experiments for each ejaculate were
implemented. Afterwards the frozen straws were plunged into LNo. The
cryopreserved samples were thawed at 37°C for 30 seconds in a water bath.
Immediately after thawing the semen parameters motility, vitality and morphology
(primary and secondary defects, distal droplets) were subjectively analysed by phase
contrast microscopy. Additionally mitochondrial membrane potential (MMP), plasma
membrane integrity and the acrosomal status were objectively measured by flow
cytometry (FACScan™, Fa. Becton Dickinson). The effect of the single factors
(extender, dilution method, freezing protocol) on each parameter and their

combinations were determined.

Significant better results were obtained for motility, vitality and plasma membrane
integrity with the egg yolk extender. In contrast soybean-extended samples showed
less morphological defects and a significant better acrosomal integrity. In addition the

parameter mitochondrial membrane potential obtained higher values.

The 1-step-dilution obtained a higher percentage of motile and viable spermatozoa
when compared with the 2-step procedure. However spermatozoa extended with the
2-step-dilution had higher percentage of intact plasma membrane. These samples

showed also less secondary defects and distal droplets. The 2-step-dilution provided
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better results for acrosomal integrity. Statistical significances were ascertained at the
parameters vitality, plasma membrane integrity, secondary defects and acrosomal
status.

The computer assisted freezing method vyielded better results for the parameters
motility, MMP, vitality and acrosomal status than the manual method. The
assessment of morphology and plasma membrane integrity exhibited significant
better values for the manual freezing protocol.

None of the 8 examined methods were definitely superior for the cryopreservation of
ram spermatozoa. The use of an egg yolk-based extender is generally
recommendable, although the soybean extender could be regarded as an acceptable
alternative. In the present study the 1-step-dilution was proved to be a simple method
with largely good results. The computerized freezing method provided slightly better
results than the manual procedure. We conclude that the technique for
cryopreservation of ram spermatozoa can be adjusted according to the equipment in

the given laboratory.
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