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Ein Magister hochgelahrt

Mit einem silberweilen Bart

Denkt: Welch ein Unikum

Ist wirklich so ein Spermium!

Hat Zunge nicht und Zihne gar,

auf seinem Kopf kein einzig Haar,

kein Vorn und Hint und kein Gesicht

und nichts, was sonst auch niitzlich ist.

Der Mund fehlt vollig. Oh Wunder der Natur!
Auch vom Gegenteil fehlt jede Spur.

Und doch wird aus dem armen Tropf
Ein grofes Tier mit Schwanz und Kopf,
Vielleicht ein Walfischtier im Meer,

ein Tiger oder Grizzlybir,
ein wachsam Hund, wohl fiir dein Haus,
fiir deine Speisekammer eine Maus,
ein Pferd, ein Esel oder Schwein,

oder gar ein kleines Menschelein?

Doch bist du ganz in meinem Reich,
zum Mikroskop ich schlepp' dich gleich.
Ein Deckglas kriegst du auf die Stirn,
das quetscht dir Hals, Kopf und Hirn.
Im Lichte kannst du dann ersaufen,

die letzten Trénlein dir dann laufen.
Was sagst du dann du armer Wicht?

Das Spermlein fliistert mit der letzten Kraft:

,Ist das die ganze Wissenschaft?"

Anonymus
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1 EINLEITUNG

Bei der kiinstlichen Besamung von Pferden ist es aus vielerlei Griinden, nicht zuletzt auch aus
wirtschaftlichen und forensischen Uberlegungen von nicht unerheblichem Interesse, die Qua-
litdt einer Samenportion zu definieren. Da viele der tiblicherweise angewendeten Samenunter-
suchungsmethoden auf einer subjektiven Grundlage beruhen, sind sie nur schwer standar-
disierbar und die Ergebnisse verschiedener Untersucher folglich nur bedingt vergleichbar. In
der vorliegenden Arbeit wurde versucht, verschiedene Samenparameter hinsichtlich ihrer
Zuverldssigkeit und ihrer Relevanz fiir die Beurteilung der voraussichtlichen Befruchtungs-

fahigkeit zu iiberpriifen.

Fiir die beiden zentralen Samenparameter Spermienmotilitdt und —membranintegritit wurden
zwel praxisnahe Untersuchungsmethoden getestet und beurteilt. Dazu gelangte bei der Unter-
suchung der Membranintegritit neben der bewéhrten Bromphenolblau-Nigrosin die soge-
nannte Kovacs-Foote Fiarbung, eine bereits bei Bullen- und Ebersperma angewendete, licht-
mikroskopische Farbemethode, erstmalig bei Hengstsamen zum Einsatz. Im Gegensatz zur
herkdmmlichen Bromphenolblau-Nigrosin Farbung erlaubt sie eine differenzierte Beurteilung
der Integritit der Kopf- und Mittelstiickmembran sowie des Akrosoms (KOVACS und

FOOTE, 1992).

Die Motilitdt einer Besamungsdosis wird routinemafig meist geschétzt oder neuerdings auch
durch computerassistierte Analysesysteme bestimmt. In der vorliegenden Arbeit werden die
Motilititsschdtzungen von sieben verschiedenen Untersuchern und die Ergebnisse zweier

Computereinstellungen verglichen.

Einen weitereren Schwerpunkt der vorliegenden Studie bildeten schlieBlich Untersuchungen
iber die moglichen Zusammenhénge verschiedener Spermaparameter mit den erreichten

Befruchtungsergebnissen.



2 LITERATUR

2.1 Samenuntersuchung

Die Untersuchung des Samens ist ein wichtiger Bestandteil der Zuchttauglichkeitsunter-
suchung eines minnlichen Tieres. Sie dient der Analyse verschiedener Charakteristika des
Spermas, welche man mit den Standardwerten fiir diese Tierart vergleichen kann. Dieses
Ubereinstimmen oder Abweichen, zusammen mit dem Ermitteln der gedeckten, tragenden
weiblichen Tieren ist nach HAFEZ (1989) die ideale Methode, um die Fruchtbarkeit eines

mannlichen Tieres zu bestimmen.

Die Samenuntersuchungsmethoden miissen schnell, zuverldssig und einfach sein. Diese For-
derungen sind nicht leicht einzuhalten, weil jede Spermaprobe eine heterogene Population
von Spermien darstellt, welche bestimmte Eigenschaften besitzen und zu verschiedenen
Funktionen befdhigt sein miissen, um ihrer physiologischen Aufgabe gerecht zu werden. Von
einem biologischen Standpunkt aus sind nur vitale Spermien potentiell befruchtungsféhig.
Deswegen stiitzen sich die meisten Untersuchungsmethoden auf die Uberpriifung der Vitalitiit

(JANUSKAUSKAS, 1999).

Neben den herkdmmlichen Verfahren gibt es eine Reihe von modernen spermatologischen
Tests, welche die Eigenschaften der Spermien, die eine mogliche Bedeutung fiir den Be-
fruchtungsvorgang besitzen, iiberpriifen. Zur Zeit werden die Meisten noch ausschlieBlich fiir
Forschungszwecke gebraucht, doch sie konnten unter der Voraussetzung, daf3 sie an die Be-
diirfnisse der Praxis angepal3t sind, auch in der Routinediagnostik eingesetzt werden und so

die Sicherheit der Qualititsbeurteilung verbessern (WABERSKI et al., 1999).

Beim Hengst sollte das Ejakulat routineméfig einmal im Jahr vor der Saison, bei Verdacht auf

beeintrachtigte Zuchttauglichkeit, bei abnormalem sexuellen Verhalten, bei vermuteten geni-
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talen Infektionen, vor dem Verkauf sowie im Rahmen der kiinstlichen Besamung und
Spermakonservierung untersucht werden (ENGLAND, 1996). Zusitzliche Anldsse einer
spermatologischen Untersuchung sind Gewéhrschaftsfille und Kontrollen von importierten

Samenchargen (WEITZE, 2001a).

Die Zusammensetzung des Samens variiert nicht nur zwischen Tierarten, sondern auch
zwischen Individuen der gleichen Spezies und den verschiedenen Ejakulaten des gleichen
Individuums. Die Samenprobe kann durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflu3t werden, wie
Krankheiten, Ejakulationsfrequenz, Erndhrung und andere Haltungsfaktoren, Jahreszeit, Alter,
Grad der sexuellen Priparation, Samengewinnungsmethode, Behandlungsmethoden des
Samens wéhrend und nach der Gewinnung, analytische Techniken, Variationen zwischen den
Untersuchern, Pharmaka und letztendlich auch normale physiologische Variationen. Diese
Variationsquellen sollten erkannt und bei der Ergebnisinterpretierung beriicksichtigt werden.
Sie sollten so weit wie moglich kontrolliert und standardisiert werden, insbesondere die
Samengewinnung, -behandlung und Analysetechniken der Proben. Letztere sollten so objektiv
und wiederholbar wie mdglich sein. Beim Hengst basiert die routinemifBige Spermaunter-
suchung neben einer makroskopischen Betrachtung im wesentlichen auf der mikroskopischen
Beurteilung von Motilitit, Morphologie und Konzentration (McDONALD und PINEDA,

1989).

2.1.1 Makroskopische Untersuchung

Zu der makroskopischen Samenanalyse gehort die Bestimmung des Ejakulatvolumens, das
beim Hengst zwischen 30 und 300 ml betrdgt (ENGLAND, 1996). Das normale Hengsteja-
kulat ist matt wei3, magermilchéhnlich. Eine verdnderte Farbe kann auf Beimengungen mit

Blut oder Urin hinweisen (DIAZ und DIAZ, 1989; ENGLAND, 1996). Es wird auch der



11

Geruch, die Farbe und der pH- Wert gepriift (HAFEZ, 1989; McDONALD und PINEDA,

1989).

2.1.2 Mikroskopische Untersuchung
Bei der initialen mikroskopischen Untersuchung der Spermaprobe wird die Konzentration und
Motilitdt geschitzt und die Anwesenheit von Agglutinationen und Zellen, die nicht Spermien

sind, bestimmt (WHO, 1992).

2.1.2.1 Motilitit

2.1.2.1.1 Beurteilung der Motilitit durch Schiatzung

Aufgrund ihrer Einfachheit ist die mikroskopische Schitzung der Motilitét die wohl am
héufigsten gebrauchte routineméfige Untersuchungsmethode (JANUSKAUSKAS, 1999). Sie
verschafft schnell und einfach einen Uberblick iiber die Samenqualitit (WABERSKI et al.,
1999). Es wird normalerweise der Prozentsatz aller motilen Spermien geschétzt und dieser
dann in vorwiérts-, orts- und pathologisch motile Spermien aufgeteilt. LUDWIG und FRICK
(1987) dagegen bewerten beim Mann nur die ,,fiir die Befruchtung wichtigen progressiven
(zielgerichteten) Motilititen* und trennen die kreisformige, am Ort pendelnde und zitternde

Bewegung als unbeweglich ab.

Die Genauigkeit der so durchgefiihrten visuellen Beurteilung ist naturgeméf jedoch gering,
sie hingt dariiber hinaus sehr vom Untersucher ab (JANUSKAUSKAS, 1999). Man hat
deshalb versucht, objektive Methoden zu entwickeln. Unter diesen hat die computerassistierte

Analyse der Spermienmotilitét die grofite Bedeutung erlangt.
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2.1.2.1.2 Computerassistierte Motilititsauswertung

Nach den urspriinglich angewandten Methoden der manuellen Motilititsauswertung von
Spermaproben, deren mikroskopisches Bild auf Videosystemen aufgezeichnet wurde (z.B.
von RIEMKE, 1983), kamen computerassistierte Spermaanalyse-Programme (computer-
assisted sperm analysis, CASA) zum Einsatz, welche schneller und effektiver sind. Am
Modell vom Bullen wurden sie unter anderem von GSCHWEND (1986), LEIDL et al. (1987),
LEIDL et al. (1989) und beim Hengst von ZIEGLER (1991) gepriift. Diese CASA Program-
me konnen eine groBe Anzahl von Spermien auswerten und deren Art der Bewegung und
Geschwindigkeit, sowie auch andere Parameter wie den lateralen Spermienkopfausschlag
messen (WABERSKI et al., 1999). Es werden die einzelnen Bahnen der Spermien, ihre
Geschwindigkeit und Richtung untersucht. Die wirkliche Bewegung des Spermienkopfes wird
mit der kurvolinearen Geschwindigkeit beschrieben (VCL). Daraus wird die mittlere Ge-
schwindigkeit entlang der ermittelten Bahn berechnet (VAP). Die lineare Geschwindigkeit
(VSL) stellt den Weg pro Zeiteinheit entlang einer geraden Linie von der ersten Position des
Kopfes bis zu seiner letzten Position dar. Die seitliche Kopfauslenkung (ALH) beschreibt die
Amplitude der Abweichungen des Kopfes von der durchschnittlichen Bahn (Abb. 1, DAVIS

und SIEMERS, 1995).

VAP

Abb. 1: Schematisches Diagramm der Spermienkinetik.
VCL: velocity curvilinear line; VAP: velocity average path, VSL: velocity straight line, ALH:
amplitude of lateral head displacement (nach DAVIS und SIEMERS, 1995).
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Diese kinetischen Parameter wurden nicht entwickelt, weil sie der biologischen Funktion der
Spermien entsprechen, sondern weil es technisch moglich ist diese zu ermitteln. Sie sind
vereinfachte, lineare Motilititen, welche nicht die komplette, natiirliche Spermienbewegungen
beschreiben (DAVIS und SIEMERS, 1995). Zudem bewegt sich ein Spermium nicht immer
gleich schnell und in die gleiche Richtung, weswegen die extrem kurze Untersuchungsspanne

der CASA Programme irrefiihrende Ergebnisse liefern kann (VANTMAN et al., 1988).

Die Aussagekraft und Wiederholbarkeit dieser Messungen werden durch viele technische
Faktoren beeinflu3t, wie die Konditionen der Probe (Temperatur, Konzentration, Kammerart
und —tiefe, Verdiinner, Detritus), des Mikroskops (Optik, Lichtintensitit), Anzahl der aus-
gewerteten Felder, Videoaufnahme, etc. (DAVIS und KATZ, 1993). Der Untersucher kann
das Computerprogramm unter anderem durch die Auswahl der Mef3felder und Adaptationszeit
beeinflussen (RIEMKE, 1983). Auch unterschiedliche Objektive, Computereinstellungen und
—programme ergeben verschiedene Ergebnisse (WIEDERMANN, 1992). Zu den vielen
Variablen, welche die Motilitditsmessung der CASA Programme beeinflussen, gehoren auch
die Samengewinnungsmethode, Konzentration der Probe und Erfahrung des Untersuchers

(VETTER et al, 1998).

Wenn jedoch moglichst alle Faktoren standardisiert sind, ist die Wiederholbarkeit der
Messungen mit einem einzelnen Computersystem gut. Nur die Qualitidt und Auswahl des
mikroskopischen Bildes sind vom Untersucher abhéingig und stellen nicht standardisierbare
Einfliisse dar (LEIDL et al., 1989). Bei einem gleichen System miissen mindestens 200
Spermien ausgewertet werden, damit die Mef3genauigkeit der Geschwindigkeit reproduzierbar
ist. Zur Einteilung in die unterschiedlichen Bewegungsformen miissen dagegen 1000 Zellen

erfalit werden (RIEMKE und LEIDL, 1985).
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Dagegen ist es schwierig die Ergebnisse verschiedener Computersysteme miteinander, oder
die mit einem Computersystem erfallten mit Schatzwerten zu vergleichen, weil die wirkliche
Spermienmotilitdt nicht bekannt ist. So kann bei divergierenden Resultaten nicht ermittelt
werden, welche von beiden Methoden besser die reele Spermienmotilitdt wiedergibt. Um
diese unbekannte Variable festzulegen, wurde in einem Experiment mit Computergrafik-
programmen ein synthetisches Video, das die Bewegungen eines Spermiums simuliert, her-
gestellt. So waren die Geschwindigkeiten und Bewegungsarten dieser , kiinstlichen Spermien*
bekannt und das Video wurde mit zwei Computersystemen ausgewertet (CellTrak-S und
Hamilton-Thorn). Die Variationen lagen unter 8% mit Korrelationen von r=0,994 bei der
VCL und r=0,996 bei der VSL (DAVIS und SIEMERS, 1995; SIEMERS, 1994), was zeigt,

daB verschiedene Computersysteme doch dhnliche Ergebnisse liefern konnen.

VARNER et al. (1991) verglichen, trotz der zuvor beschriebenen Einschrinkungen, zwei
CASA Systeme (Hamilton-Thorn und frame-by-frame playback video micrography) bei
Hengstsperma. Sie kamen auf Grund der hohen Korrelation zwischen beiden Systemen
(r=0,97) zu dem SchluB, daB ,,Computerprogramme zuverldssige Methoden zum Bestimmen
von Spermienmotilitit und —geschwindigkeit sind““. JASKO et al. (1988, 1991) testeten das
CellSoft CASA Programm bei Hengstsamen und erreichten wiederholbare und fiir den
klinischen Gebrauch ausreichend genaue Motilitdtsanalysen. Allerdings ist die Auswertung
von Hengstsperma schwieriger als bei anderen Spezies, da der Computer den wesentlich
kleineren Spermienkopf von Hengsten schwerer erkennt (LEIDL et al., 1987; LEIDL et al.,

1989; ZIEGLER, 1991).

2.1.2.1.3 Vergleich Schitzung - Computerauswertung
Es gibt unterschiedliche Meinungen, inwieweit Schitzungen und Computeranalysen der

Spermienmotilitit vergleichbare Ergebnisse liefern. LEIDL et al. (1987) fanden bei einer
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Untersuchung an Bullensamen eine relativ hohe Korrelation von r=0,81 zwischen Schétzung
und Computerauswertung der vorwartsbeweglichen Spermien (GRIPS, Graphic Imaging
Processing Software). Dagegen variierten bei der Publikation von O’CONNOR et al. (1981)
die Korrelationen zwischen Schétzung und Computerauswertung von r=0,44 bis r=0,77 (Penn
State System, USA). Diese Autoren fanden, dall die Computermethode keinen Vorteil

gegeniiber herkdmmlichen Alternativen bietet.

In einem umfangreichen Versuch zum Vergleich der Schitzung mit der Computerauswertung
auf 11 Besamungsstationen mit 127 Bullen wurden Korrelationen von r=0,56 bis r=0,85
(p<0,01) gefunden (STUMPE, 1989). Teilweise wurden bei Bullensamen signifikant ab-
weichend niedrigere Werte geschétzt als gemessen (GSCHWEND, 1986). Eine Korrelation

von r=0,78 (p<0,01) wurde bei Humansperma beschrieben (VANTMAN et al., 1988).

JASKO et al. (1991) verglichen bei Hengstsperma die Wiederholbarkeit der Schéatzwerte mit
den Ergebnissen des CellSoft- Programms, wobei der Erstere einen hoheren Variations-

koeffizienten (20,8%) aufwies als das Computer-Programm (15,5%).

Die meisten Autoren sind jedoch der Meinung, daf} eine objektive Methode, zusétzlich zur

Schitzung, notwendig ist und Computerprogramme zufriedenstellende Ergebnisse liefern.

2.1.2.2 Membranintegritit der Spermien

2.1.2.2.1 Kopfmembran

Sogenannte Vitalfirbungen differenzieren Spermien mit intakter und geschidigter Kopf-
membran. Diese werden auch ,,Supravitalfarbung®, ,,Farbstoffabsorptionstest* oder ,,Lebend/
Tot*“- Farbung genannt. Das Prinzip dieser Farbungen beruht darauf, da3 geschiddigte Mem-

branen fiir den Farbstoff permeabel sind, so daB3 die Spermien dementsprechend angefarbt
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werden. Intakte Membranen sind dagegen undurchldssig, die Spermien bleiben also farblos.
Einige Spermien werden nur teilweise angefarbt, meistens im postakrosomalen Bereich.
Manche Autoren zdhlen sie zu den intakten Spermien, da es sich nur um ,,geschwéchte
Spermien® handelt (GEISLER, 1990), andere zu den ,,toten” (SCHERK, 1963; VASQUEZ et
al., 1992). Meistens ist die Anzahl dieser halbgefarbten Spermien beim Hengst so gering, daf3

sie keinen Einflufl auf den Prozentsatz der intakten Spermien hat (GEISLER, 1990).

Es gibt viele verschiedene Methoden der Supravitalfarbung, jedoch wird bei fast allen ein
Samentropfen mit einer Farbstofflosung vermischt und ausgestrichen. Beim Hengst werden
z.B. die Eosin-Nigrosin (ENGLAND, 1996) und die Eosin-Féarbung beschrieben (KLUG,
1993). Diese sind eher fiir fliissigkonserviertes Sperma geeignet, weniger fiir tiefgefrorene,

glycerinhaltige Proben (WEITZE, 2001a).

Bei Hengstsamen wurden die Bromphenolblau, Bromphenolblau-Nigrosin und Eosin-Nigro-
sin Farbung verglichen. Die beiden letzteren hatten eine geringere toxische Wirkung auf die
Spermien und sollten bevorzugt verwendet werden. Die Einwirkungszeit bei der Bromphenol-
blau Fiarbung sollte so kurz wie moglich gehalten werden, da schon nach 2 Minuten die Zahl
der gefarbten Spermien deutlich ansteigt. Die Variationskoeffizienten bei wiederholter Be-
urteilung eines Ausstriches durch den gleichen Untersucher lagen unter 10%. GroBer waren
die Variationen zwischen verschiedenen Ausstriche eines gleichen Ejakulates. Auch nach
sechsmonatiger Aufbewahrung lieferten die gefdrbten Proben noch brauchbare Ergebnisse

(GEISLER, 1990).

Die Mindestanforderungen an Hengstsamen von ungefarbten, intakten Spermien liegen je

nach Autor bei 60% (DIAZ und DIAZ, 1989) bzw. bei 80% (WEITZE, 2001b).
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Es werden auch verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe zur Untersuchung der Plasmamembran-
integritdt verwendet, wie z.B. Propidiumiodid (PI), Carboxyfluoreszein-Diacetat (CFDA),
SYBR-14 und Hoechst 33258. Die angefarbten Spermien werden im Fluoreszenzmikroskop
oder mit Hilfe eines Flowzytometers erfasst (WABERSKI et al., 1999). Nach Ansicht von
LICHTENSTERN (1995) 148t sich eine Membranschidigung der Spermien jedoch durch die
Bromphenolblau-Féarbung ebenso zuverléssig ermitteln wie mit den aufwendigen fluores-

zenzmikroskopischen Verfahren.

Ein anderes Uberpriifungsverfahren der Funktionsfihigkeit der Plasmamembran ist der Hypo-
osmotische Resistenztest, auch hypoosmotic swelling (HOS) test genannt, welcher von JE-
YENDRAN et al. (1984) entwickelt wurde. Im hypoosmotischen Medium lassen Spermien
mit intakter und funktionell aktiver Plasmamembran Wasser eindringen, um ein Gleichge-
wicht zwischen intra- und extrazelluliren Kompartimenten zu erstellen. Diese Schwellung
146t sich in verschiedene Stufen einteilen: So kriimmt sich zuerst die Schwanzspitze und
schlieBlich quillt der gesamte Schwanz auf. Spermien, welche die gro8ere Schwellung auf-
weisen, besitzen die funktionell aktivere Membran. Die Plasmamembran der nicht geschwoll-
enen Spermien wird als funktionell inaktiv oder geschidigt eingestuft. Die Spermien kann
man im Lichtmikroskop auszdhlen oder die relative Volumenverschiebung mit einem elek-
tronischen Partikelzdhler messen (LUDWIG und FRICK, 1987; CORREA et al., 1997;

WABERSKI et al., 1999).

2.1.2.2.2 AKrosomintegritit
Eine weitere Moglichkeit zur Beurteilung der Spermaqualitét ist die Bestimmung der Integri-
tdt des Akrosoms. Das Akrosom sollte zum Zeitpunkt der Besamung intakt sein, damit es

spéter im weiblichen Genitaltrakt zur Kapazitation der Spermien und zur Penetration der
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Eizelle kommen kann. Bei aufgetauten Tiefgefriersamen vom Hengst sollten mindestens 50%

der Akrosome intakt sein (McDONALD und PINEDA, 1989).

Es wurden verschiedene Farbemethoden zur Darstellung des Akrosoms entwickelt. Die
Fliissigfixierung von Spermien nach Hancock ermdglicht eine Differenzierung des Akro-
somstatus im Phasenkontrast bei unterschiedlichen Tierarten. Bei Hengstspermien jedoch ist

dies aufgrund ihrer geringen GrofBe nicht moglich (BAUMGARTL, 1980; RAUHAUS, 1990).

Von besonderen Interesse ist die gleichzeitige Bestimmung des akrosomalen und ,,lebend/tot™
Status der Spermien, um eine echte (lebende Spermien mit verdndertem Akrosom) von einer
falschen Akrosomreaktion unterscheiden zu konnen, wie z.B. durch den Fluoreszensfarbstoff
Hoechst 33258 (DE LEEUW et al., 1991; LICHTENSTERN, 1995) oder durch eine Kom-

bination von Fluoreszensfarbstoffen (SUKARDI et al., 1997).

Eine lichtmikroskopische Methode ist die ,,triple stain* Technik, die fiir Humansperma ent-
wickelt wurde. Die drei Farbemittel sind Bengalrosa, Bismarckbraun und Trypanblau. Das
erste farbt das Akrosom an und die beiden letzteren den postakrosomalen Bereich: braun bei
den ,,lebenden bzw. dunkelblau bei den ,,toten* Spermien (TALBOT und CHACON, 1981;

VASQUEZ et al., 1992).

Ein Nachteil der sehr komplexen , triple stain“ Technik ist, da3 die Einwirkungszeiten der
Férbelosungen individuell an jeden Samenspender angepasst werden miissen, um verléssliche
Daten zu erhalten (POPE et al., 1991; SLOTTE et al., 1993). Es ist schwierig, die Farbung zu
standardisieren und zu reproduzieren und die Differenzierung des Akrosoms ist oft unklar

(BRAUN et al. 1991). Die akrosomreagierten lebenden Spermien sind sehr sensibel und viele
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sterben bei dieser Farbemethode ab und ergeben so eine erhdhte Anzahl von ,,falschen®

Akrosomreaktionen (DIDION und GRAVES, 1986).

Bei Hengstsamen liefert die ,,triple stain Methode vergleichbare Ergebnisse iiber den
Akrosomstatus wie die CTC-Fluoreszenzfarbung (,,chlortetracycline fluorescence assay*)
und die Transmissions-Elektronen-Mikroskopie. Der postakrosomale Bereich von Hengst-
spermien nimmt jedoch bei der ,.triple stain“ Technik kein Trypanblau auf. Er zeigt also nicht
die dunkelblaue Farbe, durch die man tote Spermien erkennen kann. Mit dieser Farbemethode
ist es folglich nur moglich den Zustand des Akrosoms, nicht aber die Vitalitit der Hengst-
spermien zu messen. Auflerdem sind die Féarbeschritte sehr zeitaufwendig (VARNER et al.,

1987).

DIDION et al. (1989) entwickelten eine ,,dual stain“ Methode, bei der eine Giemsa-Farbe-
16sung mit Trypanblau bei verschiedenen Haustieren verwendet wurde. ,,Tote* Spermien
zeigen aufgrund der Farbung mit Trypanblau einen blauen und ,,lebende* einen farblosen
postakrosomalen Bereich. Vorhandene Akrosome werden durch die Giemsa-Losung hell-
violett gefarbt. Fiir den Hengst ist sie jedoch nicht empfehlenswert, da sie unbefriedigende
Ergebnisse liefert. Fiir andere Tierarten, wie z.B. auch Wasserbiiffel, eignet sich die Farbung

gut (SIDHU et al., 1992).

Wegen der komplizierten Fiarbe- und Waschvorginge, Artefakte und variierenden Ergebnisse
der vorher genannten Férbungen, die ihre Verwendung in der Routinediagnostik verhinderten,
entwickelten KOVACS und FOOTE (1992) eine einfachere und zuverlissigere Methode, die
eine gleichzeitige Bestimmung von Vitalitdt und Akrosomintegritét erlaubt. Diese basiert
auch auf Trypanblau zur Darstellung des ,,lebend/tot* Status und einer Giemsa- Losung zur

Anfarbung der Kopfkappe. In der Fixierlosung ist Neutralrot enthalten, welches das erste
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Féarbemittel bindet und bei den folgenden Fiarbegéngen schiitzt. Man kann nicht nur die
Anwesenheit des Akrosoms oder seine Ablosung untersuchen, sondern auch die Zwischen-
stufen, wie geschédigtes oder sich ablosendes Akrosom (siche Zeichnung und Fotos unter
3.1). So kann man ,,lebende* von ,,toten* Spermien unterscheiden, da sie einen hellblauen
bzw. einen dunkelblauen postakrosomalen Bereich aufweisen. Intakte Akrosome farben sich
rosa an, geschidigte violett und bei abgelosten Akrosomen ist der vordere Bereich des
Spermiums hellgrau. Beim Bullen und Eber wird der postakrosomale Ring rot gefarbt, was
eine zusitzliche Beurteilung erlaubt. Das Mittelstiick farbt sich bei intakten Membranen rosa

und bei geschéddigten dunkelblau an.

Die Trypanblau- und die Fixierldsungen sind stabil und kdnnen mehrfach verwendet werden.
Es ist moglich, den Vorgang nach der ersten Farbung oder nach dem Fixieren zu unterbrechen
und spiter weiterzufarben. Bei Hengst-, Maus- und Humansperma erhielten KOVACS und
FOOTE (1992) keine zufriedenstellende Ergebnisse, da sich das ganze Spermium dunkel
anfdrbte und so keine Beurteilung erlaubte. Erst im Jahr 1999 gelang Kovacs durch leichte
Modifizierung der Farbung eine Darstellung von Hengstspermien (personliche Mitteilung,

NAGY, 2000).

2.1.2.2.3 Mitochondrienmembran

Das Mittelstiick der Spermien enthélt Mitochondrien, welche die fiir die Fortbewegung
erforderliche Energie liefern. Eine intakte mitochondriale Funktion ist ndtig, damit die
Spermienmotilitét erhalten bleibt. Somit sind Membranintegritit der Mitochondrien und des

Mittelstiicks wichtige Parameter beim Bestimmen der Fertilitdt (VETTER et al., 1998).

Die Kovéacs-Foote Farbung zeigt nicht nur den ,,Lebend/Tot“- und den Akrosomstatus an,

sondern farbt auch geschéidigte Mittelstiickmembranen. So kénnen Spermien erkannt werden,
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die intakte Kopfmembran und —kappe haben, aber gleichzeitig ein durchldssige Mittelstiick-
membran. Es wird vermutet, dall diese Spermien aufgrund der Mitochondrienschadigung
immotil sind. Trotz der intakten Kopfmembran sollten sie eher zu den ,,toten als zu den
,lebenden* Spermien gezéhlt werden, da sie sich nicht aktiv der Eizelle ndhern konnen
(NAGY et al., 1999). Bei Bulle, Eber und Schatbock wurde gezeigt, da3 der Anteil der
angefarbten Mittelstiicke mit dem Anteil der geschidigten Membranen nach dem Hypo-
osmotischen Resistenztest korreliert (r=0,81 bis r=0,94). Daraus wurde geschlossen, daf} die

angefarbten Mittelstiicke wirklich eine Membranschiadigung darstellen (NAGY et al., 1999).

Bei anderen lichtmikroskopischen Vitalfarbungen wurde der Status des Spermienschwanzes
nie diskutiert, obwohl mehrfach beschrieben wurde, da3 die Anzahl der ungefarbten Spermien
hoher ist als die Motilitit. NAGY et al. (1999) vermuteten deshalb, dall wohl nicht alle

,»lebenden* Spermien auch motil sind.

Seit einigen Jahren gibt es auch Fluoreszensfarbstoffe, welche die Integritit der
Mitochondrien anzeigen, wie zum Beispiel Rhodamin (Rh 123) und das sogenannte JC-1
(REERS et al., 1991). Diese konnen mit anderen Fluoreszens- Markern fiir Akrosomintegritét
und Vitalitdt kombiniert werden, so daB} sie wie die Kovacs-Foote Farbung gleichzeitig den

,Lebend/Tot“-, Akrosom- und Mitochondrienstatus anzeigen kénnen.

Auch bei diesen Untersuchungen wurde meistens ein Zusammenhang zwischen Mitochon-
drienmembranintegritit und Motilitdt gefunden. Bullenspermien mit geschiddigter Mitochon-
drienmembran in der Rhodamin 123- Darstellung waren meistens tot, oder bewegten sich
langsamer als 10 pm/sek.; Zellen mit intakten Mitochondrien waren dagegen motil (AUGER
et al., 1989). Die Korrelation der Bullenspermien mit hohem Mitochondrienpotenzial zu der

Vorwirtsbeweglichkeit betrug r=0,96 (GARNER et al., 1997). Von einigen Autoren wurde
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die Zuverldssigkeit dieses Verfahren allerdings in Zweifel gestellt. TROIANO et al. (1998)
vermuten, dafl die Rh 123 Farbung eine niedrige Sensibilitdt zeigt und keine zuverléssige

Ergebnisse liefert.

Zudem werden diese fluoreszenzangefirbten Spermien meistens mit Flowzytometern ana-
lysiert, welche zwar viele Spermien auswerten konnen, jedoch sehr teuer sind. Bei tiefge-
frorenen Hengstspermien scheint Flowzytometrie ungenauere Ergebnisse zu liefern, als bei

Frischsamen (MERKIES et al., 2000).

2.1.2.3 Morphologie der Spermien

Die morphologische Untersuchung ist die qualitative und quantitative Differenzierung von
normal und pathologisch geformten oder destrukturierten Spermien und die Erkennung von
anderen Zellen. Es gibt viele Morphologiefiarbungen, aber auch die fiir die Beurteilung der
Vitalitdt und anderer Spermaparameter gedachten, konnen fiir die Morphologiebestimmung
beniitzt werden (LUDWIG und FRICK, 1987). Beispiele sind die Himatoxylin-Eosin,

Bromphenolblau-Nigrosin und Kovacs-Foote Farbungen.

Fiir genauere Bestimmungen, z.B. der KopfgroB3e und —form, wurden verschiedene computer-
assistierte Morphometriesysteme entwickelt. Ein Beispiel ist der Hamilton Thorne Morpho-
logy (HTM) Analyzer IVOS, dessen Eignung von RABHOFER (1999) bei Bullenspermien
und von UHLENBROCK (1999) bei Hengstspermien getestet wurde. HIRAI (2000) priifte

die Ergebnisse des Mika Morphology Analyzer bei Nutztierspermien.

Die Klassifizierung der Anomalien wird in der Tiermedizin meistens nach dem Schema von
LEIDL et al. (1971) getroffen. Je nach Tierart wird ab einem Prozentsatz von 15- 30%

missgebildeter Spermien von Teratozoospermie gesprochen. Eine umfassende Darstellung
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iiber Ursachen und Bedeutung der Teratozoospermie sowie die diagnostischen Verfahren ist

bei STOLLA (1984) zu finden.

Die Form des Spermiums kann aufgrund vieler Ursachen verandert sein. Diese werden
normalerweise in primire - Fehler in der Spermatogenese —, sekundére — Fehler in der
Reifung — und tertidire Anomalien — Schaden wihrend oder nach der Ejakulation — eingeteilt
(DOTT, 1975). Diese konnen auch als testikulére, posttestikuldre und artifiziell erzeugte
MiBbildungen bezeichnet werden. Die beiden Letzteren werden oft zusammengefal3t. Die
haufigste Ursache der SpermienmiBlbildungen sind jedoch die Ersteren, erzeugt aufgrund von
Storungen in der Spermatogenese (STOLLA, 1984). Beim Hengst sollten mehr als 70%
Zellen morphologisch normal sein (McDONALD und PINEDA, 1989). Die héufigsten
Spermienanomalien beim Hengst sind abgetrennter Kopf, Akrosom- und Mittelstiickdefekte,
Zytoplasmatropfchen (proximal und distal, als Rest des Zytoplasmas ein Zeichen von Un-
reife), geknicktes Mittelstiick und aufgerollter oder gedrehter Schwanz. Beim Hengst ist die
abaxiale Insertion des Mittelstiicks am Kopf ein charakteristisches morphologisches Merkmal

(ENGLAND, 1996).

2.1.3 Spermienkonzentration

Meistens werden zum Bestimmen der Spermienkonzentration Zdhlkammern, wie z.B. die
nach Neubauer, Thoma-Zeif3 oder Biirker-Tiirk, beniitzt (LUDWIG und FRICK, 1987). Sie
kann auch mit einem elektronischen Zéahlgerit oder mit einem fiir Hengstsperma kalibrierten
Photometer bestimmt werden, jedoch sind beide Systeme relativ ungenau (ENGLAND, 1996;
KLUG, 1993). Die gleichzeitige Konzentrationsbestimmung mit einem computerassistierten
Motilitdtsanalyseprogramm ist laut VANTMAN et al. (1988) nicht empfehlenswert, da sie

sehr ungenau ist.



24

Die Konzentration von Sperma variiert stark zwischen den Hengsten. Die Normalwerte liegen
zwischen 30 x 10° und 800 x 10° Spermien/ml, mit einem Durchschnitt von 120 x 10°
Spermien/ml (McDONALD und PINEDA, 1989). Die Spermienanzahl im gesamten Ejakulat
ist ein besserer Parameter als die Konzentration und sollte zwischen 4 x 10° und 14 x 10’
Spermien betragen (ENGLAND, 1996). Als Besamungsdosis wird eine Anzahl von min-
destens 100, besser 500 Millionen vorwirts motiler und morphologisch normaler Spermien

empfohlen (MORROW, 1986).

2.2 Beziehungen zwischen Samenqualitit und Fertilitit

In der Reproduktionsmedizin ist die Vorhersage der Befruchtungsfiahigkeit von grolem
Interesse. Die Ansichten dariiber, ob und in welchem MaBe In-vitro Untersuchungen von
Sperma auf dessen Befruchtungsfahigkeit schliefen lassen, sind allerdings sehr unter-

schiedlich.

Die meisten Autoren sind der Meinung, daB} die klassische Beurteilung der Motilitdt, Konzen-
tration und Morphologie der Spermien keine sichere Vorhersage der Fertilitéit erlaubt, sondern
nur eine grobe Abschitzung der Ejakulatqualitét zur Selektion fiir den Besamungseinsatz
bietet. Somit konnen Samenproben, die den jeweiligen Mindestanforderungen nicht gerecht
werden, verworfen werden (JANUSKAUSKAS, 1999; LINFORD et al., 1976; MAGISTRINI
et al., 2001; WABERSKI et al., 1999). LUDWIG und FRICK (1987) dagegen finden, dal3
diese drei Spermaparameter die wichtigsten Kriterien sind und die Befruchtungsfahigkeit des

Ejakulats bestimmen kdnnen.

Eine Kombination von ausgewéhlten moderneren Methoden verspricht dagegen eine hohere

Prizision als ein einziger Test. Dies ist besonders dann von groBer praktischer Bedeutung,
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wenn das Ejakulat maximal ausgenutzt werden soll, also bei geringer Konzentration eine gute

Lager- und Befruchtungsféhigkeit haben soll (WABERSKI et al., 1999).

Eine bessere Aussage als konventionelle Labortests ergibt die In-vitro Befruchtung, da sie
komplizierte biologische Vorgénge wie Kapazitation, Akrosomenreaktion und Fertilisation

mit berlicksichtigt (LONERGAN, 1994).

Die aussagefihigste Methode zur Spermaevaluierung ist die retrospektive Beurteilung anhand
der sogenannten Non-Return-Rate (NRR) der mit einem bestimmten Vatertier besamten
Tiere. Dieses Verfahren ist jedoch relativ zeitaufwendig und teuer und man benétigt eine
groBe Anzahl von weiblichen Tieren (JANUSKAUSKAS, 1999). Um die Variation aufgrund
der weiblichen Population moglichst gering zu halten, sollten mit dem gleichen Ejakulat so
viele weibliche Tiere wie moglich besamt werden (McDONALD und PINEDA, 1989). Dies
ist jedoch praktisch nur bei Rindern moglich. CORREA et al. (1997) untersuchten iiber 5
Jahre den Samen von 22 Bullen von unterschiedlicher Fruchtbarkeit und die NR-Rate der iiber
130.000 besamten Kiihe. Sie sind der Meinung, da3 es moglich ist, die Variationen der NR-
Raten auf die unterschiedlichen Samencharakteristika zurtickzufiihren. Die durchschnittlichen
prozentualen Spermawerte waren in der Gruppe der fertileren Bullen besser als in der Gruppe

der weniger fertilen.

SIEME et al. (2001) konnten dagegen bei 30 in der Besamung eingesetzten Warmblut-
hengsten keine Zusammenhinge zwischen den Samenparametern und Trichtigkeitsraten der

Stuten feststellen.

McDONALD und PINEDA (1989) weisen darauf hin, dal die Spermaparameter besser mit

der Fruchtbarkeit korrelieren, wenn sie von einer unselektierten ménnlichen Population
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stammen und nicht von Tieren, die schon aufgrund ihrer hohen Fruchtbarkeit ausgewahlt
wurden, was jedoch bei den meisten Nutztieren der Fall ist. Die Korrelation zwischen
Samenqualitdt und Fruchtbarkeit ist nicht iiber den ganzen Verlauf linear, sondern erreicht an

einen gewissen Punkt ein Maximum (Abb. 2).

Optimale Fertilitiit der Kuh- Population

Fertilitits-
level

Bereich der
befriedigenden
Werte fiir optimale
Fertilitéit

Schwellenwert fiir
optimale Resultate

Samenqualitit

Abb. 2: Zunehmende Fertilitdt bei ansteigenden Werten der Bullensamen-
charakteristika bis ein Schwellenwert flir optimale Fruchtbarkeit erreicht ist
(nach SALISBURY und VanDENMARK, 1961).

2.2.1 Motilitit
Motilitét ist eine Vitalitdts-Eigenschaft, die Spermien besitzen miissen, um die Befruchtung
zu vollenden (JANUSKAUSKAS, 1999). Sie wird deshalb auch als der ,,fiir die Fertilitét

prognostisch wichtigste Faktor* bezeichnet (KRAUSE, 1991).

Der Grenzwert zwischen normaler und reduzierter Fertilitdt bei Humansamen wird bei 20%
beweglichen Spermien definiert (BOSTOFE et al., 1984). In Einzelfillen ist eine Schwanger-
schaft mit niedrigeren Motilititswerten moglich, was sich auch auf sdmtliche andere Sperma-
parameter iibertragen 14Bt. Die Beweglichkeit steht in Korrelation zur Kapazitationsfiahigkeit
der Spermien und hat somit eine zentrale Bedeutung in der natiirlichen Konzeption und in der

In-vitro-Fertilisation (LUDWIG und FRICK, 1987).
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Auch bei anderen Species, wie beim Bullen, wurde festgestellt, da3 die hdchsten Korre-
lationen zwischen einem Samenparameter und der Fruchtbarkeit, gemessen als NR-Rate der
Kiihe, bei dem Faktor Motilitdt gegeben ist (r=0,53). In der Gruppe der fertileren Bullen
betrug diese r=0,61 und bei den weniger fruchtbaren Tieren r=0,39 (alle p<0,01; CORREA et
al., 1997). Bei Schitzung von Motilitdt und Geschwindigkeit von Bullenspermien wurde eine
Korrelation zu extremen Non-Return-Raten von r=0,55 bzw. r=0,64 (p<0,02) gefunden

(KJASTAD et al., 1993).

Die bisher présentierten Ergebnisse liber den Zusammenhang zwischen der Motilitét von
Hengstspermien und der Fruchtbarkeit sind zum Teil widerspriichlich. DIAZ und DiAZ
(1989) sind der Meinung, da3 die Motilitit von Hengstsperma signifikant mit der Frucht-
barkeit korreliert, auch wenn diese nur geschétzt wird. Bei Hengsten mit niedrigerer Fertilitét
als der Durchschnitt, wurde eine geringere Anzahl motiler und vorwirts motiler Spermien
festgestellt. Die Motilitit wurde sowohl subjektiv, als auch computergestiitzt ausgewertet, bei
letzterer fand sich zusétzlich eine langsamere Spermiengeschwindigkeit (Daten von 64
Hengsten, JASKO et al., 1992). Dagegen fanden SIEME et al. (2001) bei 30 untersuchten

Hengsten keine derartigen Zusammenhénge.

GODEAUX und KREIDER (1978) fiihrten einen Versuch durch, bei dem die motilere
Spermafraktion von 3 Hengsten abgetrennt wurde. 30 Stuten wurden nach dem Split Sample
Verfahren mit diesem und dem urspriinglichen Sperma als Kontrolle besamt. Die Besamungs-

dosen hatten die gleiche Spermienzahl. Mit dem motileren Samen wurde hohere Trachtig-

keitsraten (80%) als bei der Kontrolle (70%) erreicht.
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Andere Arbeitsgruppen konnten allerdings keine deutlichen Zusammenhénge zwischen
Motilitét und Fruchtbarkeit finden. Bei einem Vergleich von zwei Tiefgefrierverdiinnern von
Hengstsamen zeigte sich in beiden Gruppen dhnliche Motilitét, aber eine signifikante unter-
schiedliche In-vivo-Fertilitit (ECOT et al., 2001). MULLER et al. (2000) fanden keine Kor-
relation zwischen CASA-bestimmten Motilitdt von Hengstsperma und der In-vivo Frucht-
barkeit, allerdings untersuchten sie nur 6 Hengste. Auch KATILA (2001) schreibt, da3 bis
jetzt kein Forscher einen Zusammenhang zwischen einem CASA-ermittelten Motilitdtswert

und Befruchtungsvermdgen von tiefgefrorenen Hengstsperma darstellen konnte.

2.2.2 Membranintegritiit

Fiir den Hengst gibt es nur relativ wenige Untersuchungen {iber die Beziehungen zwischen
der Membranintegritét der Spermien und der Fruchtbarkeit. Ein Grund dafiir ist die vermutete
Annahme, daB sie mit der Motilitét korreliert und es deswegen ausreicht, diese letztere zu
bestimmen (DIAZ und DIAZ, 1989). Die Integritit der Membranen kann durch die Vitalitit,

Akrosom- und Mittelstlickmembranintegritdt angezeigt werden.

Bei Hengstejakulaten fanden LAGARES et al. (2000) eine signifikante Korrelation (r=0,73)
zwischen membranintakten — nach Eosin ungeférbten - Spermien und der saisonalen Frucht-
barkeit von Stuten. Auch bestand eine Korrelation (r=0,64, p<0,05) zwischen den Spermato-
kritwerten von Hengstsperma nach dem HOS-Test (die geschwollenen Spermien haben

groBBeres Volumen) und der Fruchtbarkeit.

FERNANDES et al. (1997) untersuchten einen Hengst mit variablen Anteil von Akrosom-
defekten, hauptsichlich ,,knobbed acrosomes®, und fanden eine signifikante Korrelation
zwischen den Prozentsitzen der Akrosomdefekte und der Trichtigkeiten (= -0,87). MULLER

et al. (2000) beschrieben eine Korrelation (p<0,05) zwischen den lebenden, akrosomrea-
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gierten Hengstpermatozoen nach Heparin- oder Calciumionophor-Zugabe und der In-vivo
Trachtigkeit. Dagegen war eine negative Korrelation zwischen dem Anteil der lebenden
Spermien, die trotz der Zugabe von Heparin keine Akrosomreaktion aufwiesen, und der

Fertilitat der Stuten zu sehen.

Eine signifikant positive Korrelation zwischen Vitalitidt und Fruchtbarkeit In-vivo ermittelte
JANUSKAUSKAS (1999) bei Bullensperma. CORREA et al. (1997) fanden bei ihren Unter-
suchungen einen Korrelationkoeffizient von r=0,52 (p<0,01) zwischen der Akrosomintegritit
und der durchschnittlichen Fruchtbarkeit. Diese Korrelation war allerdings nicht signifikant,
wenn man nur die Gruppe der Bullen mit niedriger Fertilitit betrachtete und auch deutlich
geringer (r=0,04) als bei Bullen mit hoher Fruchtbarkeit (r=0,38). KIASTAD et al. (1993)
fanden eine Korrelation von r=0,45 (p<0,06) zwischen Spermien mit intakten Akrosomen und
extrem niedrigen bzw. extrem hohen Non-Return-Raten. Die Anzahl der Bullenspermien mit
intakter Kopf- und Mitochondrienmembran, die durch Flowzytometrie ermittelt wurde, kor-
relierte mit dem Prozentsatz normaler Morphologie (r=0,82; p=0,01) und Motilitét (r=0,78;

p=0,02), aber nicht mit der individuellen Non-Return-Rate (ERICSSON et al., 1993).

Bei Ménnern mit verminderter Fertilitdt jedoch wurde eine geringere Motilitdt und weniger
intakte Mitochondrien (Rh 123, Flowzytometrie) gefunden, als bei denen mit hoherer Fertil-

itit (EVENSON et al., 1982).

2.2.3 Morphologie

Es gibt viele Meinungen, wie stark die Anzahl von Spermienanomalien im Ejakulat die
Fruchtbarkeit beeinfluflt und ob bestimmte Anomalien einen groBeren EinfluB3 haben als
andere. Allgemein ist man sich jedoch dariiber einig, dal mit steigendem Anteil von

morphologischen Anomalien die Befruchtungsfihigkeit des Samens fallt. Aufgrund der
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fehlenden Standardisierung und Subjektivitdt der Morphologicauswertung sind die Ergebnisse

verschiedener Veroffentlichungen jedoch nur bedingt vergleichbar (STOLLA, 1984).

In der Untersuchung von CORREA et al. (1997) korrelierte der Prozentsatz morphologisch
normaler Spermien mit der NR-Rate nur signifikant in der Gruppe der fertileren Bullen und
der Gesamtgruppe (r=0,42 bzw. r=0,59; p<0,01) und nicht in der Gruppe der weniger frucht-

baren Stiere (r=0,17; p=0,08).

CASEY et al. (1997) meinen, da3 die morphologische Beurteilung von Hengstspermien von
klinischer Bedeutung ist, um die ménnliche Fertilitdt von Pferden zu bestimmen. Bei der
Untersuchung von 64 Warm- und Vollbluthengsten fanden JASKO et al. (1992) eine signi-
fikante Korrelation zwischen dem Prozentsatz morphologisch normaler Spermien und der
Fertilisationsrate der Stuten. In Ubereinstimmung damit stellten LARSSON und BANE
(1987) bei Traberhengsten, die niedrigere Abfohlraten als 45% erreichten, einen signifikant
groBeren Anteil von Spermienanomalien fest als bei Hengsten, die hohere Abfohlraten

erzielten.

CLEMENT et al. (2001) untersuchten 160 fertile Hengste und fanden signifikante Korrela-
tionen zwischen der Stutenfertilitdt pro Zyklus und der Summe der Spermienanomalien und
dem Anteil von Kopf-, Mittelstiick- und Schwanzanomalien, abgelosten K&pfen und prox-
imalen Zytoplasmatropfchen. Sie entdeckten keine Korrelation zwischen der Fertilitidt und
dem Prozentsatz von ,,crater” und ,.knobbed* Akrosomen, distalen Zytoplasmatrépfchen und
der Summe der Haupt- und Endstiickanomalien. In einem anderen Experiment verglichen
CLEMENT et al. (2001) 30 subfertile und 29 fertile Hengste. Die Spermien der subfertilen
Tiere wiesen signifikant mehr Anomalien insgesamt auf (52% zu 30%), sowie mehr Kopfmal-

formationen (3,9% zu 2,1%), abgeldste Kopfe (9,7% zu 2,4%) und Schwanzdefekte (2,9% zu
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1,5%). Der Anteil von proximalen und distalen Zytoplasmatropfchen war in beiden Gruppen
dhnlich. Die Autoren schlossen daraus, dafl die Anomalien von Kopf bis Mittelstiick mehr

EinfluB auf die Fertilitdt haben als die iibrigen Abweichungen.

HELLANDER et al. (1991) untersuchten einen Warmbluthengst mit circa 90% Anomalien im
Bereich des Spermienmittelstiicks und -schwanzes, welche hauptséchlich aus fehlenden
Mikrotubuli im Axonem und unorganisierten Mittelstiicke bestanden. Trotzdem erreichte der
Hengst eine Trachtigkeitsrate von 24% pro Zyklus und 44% in der Saison. Die Autoren
folgerten daraus, daB3 dieser Defekt, dhnlich dem ,,Dag defect* bei Bullen, keinen Einfluf} auf
die Fruchtbarkeit hat. LANDIM et al. (1997) beschrieben dagegen einen Fall eines infertilen
Araberhengstes, dessen Spermienhals in der Elektronenmikroskopie ein- oder beidseitig
hervorquellendes Zytoplasma und unorganisierte Mikrotubuli aufwies. Die Spermien-
schwinze zeigten zwar normale Schlagfrequenz, aber erreichten keine Vorwirtsbewegung.
Die Autoren vermuten, daf} ein priméirer Defekt der Mikrotubulisynthese die Ursache der

Infertilitat war.

2.2.4 Konzentration

In der Humanmedizin wird bei Ejakulaten mit einer Konzentration von weniger als 10
Millionen Spermien/ml eine reduzierte Fertilitit erwartet (HOFMANN und FREUNDL,
1986). LUDWIG und FRICK (1987) weisen allerdings darauf hin, daf} zusétzlich andere
Spermaparameter untersucht werden miissen und selbst dann eine sichere prognostische
Aussage fiir den Einzelfall nicht moglich ist. Bei erhdhter Spermiendichte, der Polyzoo-
spermie, wird von einer verringerten Fruchtbarkeit und erhdhter Abortquote berichtet

(REHAN et al., 1975).
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In der Tiermedizin bietet sich im Rahmen der kiinstlichen Besamung die Mdglichkeit, die
Zusammenhdnge zwischen der Qualitidt der Besamungsdosen und der erzielten Tréachtigkeits-
raten an einem relativ grolen Zahlenmaterial zu iiberpriifen. So stellten JANUSKAUSKAS
(1999) und JANUSKAUSKAS et al. (1996) bespielsweise fest, dafl die Konzentration von
aufgetauten TG Spermaproben vom Bullen signifikant positiv mit der In-vivo-Fruchtbarkeit
korreliert. Proben mit 15 x 10° Spermien erzielten signifikant hohere Non-Return-Raten als

die mit 10 x 10° Spermien.

CORREA et al. (1997) jedoch fanden bei den untersuchten tiefgefrorenen Proben nur eine
positive Korrelation in der Gruppe der fertileren Bullen (r=0,35; p<0,05). In der Gruppe der
weniger fertilen Bullen war die Korrelation zur Konzentration jedoch negativ (r= -0,44;
P<0,01), wie auch in der Summe beider Gruppen (r=-0,11; p=0,12). Die Autoren kombi-
nierten dann noch die Spermienzahl pro Besamungsdosis mit verschiedenen Faktoren, wie
Motilitdt, normale Morphologie, intakten Akrosomen, etc. und gewannen so dhnliche Korrela-
tionskoeffizienten wie zuvor beschrieben. Sie fanden signifikante Differenzen zwischen den
Gruppen der mehr und der weniger fertilen Bullen bei den Werten der Gesamtzahl von
geschwollenen Spermien (10,2 zu 7,7 x 106) und auch bei der ,,total function sperm fraction*
(6,27zu4,0x 106), welche aus einer Multiplikation der Spermienzahl, Prozentteil der Motilitét,

normaler Morphologie und geschwollenen Spermien errechnet wird.

Bei Traberhengsten, die eine Abfohlrate von weniger als 45% erreichten, fanden LARSSON
und BANE (1987) signifikant niedrigere Spermatozoenkonzentrationen als bei Hengsten, die

hohere Abfohlraten erzielten.
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3 VERSUCHSANSATZ UND METHODEN

3.1 Methodische Voruntersuchungen zur Kovacs-Foote Farbung

Zur Uberpriifung, ob die von Kovacs und Foote urspriinglich fiir Bullen- und Eberspermien
entwickelte Farbung auch fiir unterschiedlich aufbereitete Samenproben des Hengstes ver-
wendet werden kann, weiterhin fiir die Bestimmung des optimalen Verdiinnungsgrades und
fiir die Darstellung der durch Einfrieren geschadigten Mittelstickmembran wurden zunéichst

mehrere Voruntersuchungen durchgefiihrt.

Die von Kovacs fiir den Hengst modifizierte, aber an nur 3 Hengstspermaausstrichen getestete
Firbung sicht im einzelnen folgende Schritte vor (KOVACS et al., 2000; personliche Mittei-

lung NAGY, 2000):

Der Samen wird im Verhéltnis 1:4 mit physiologischer Kochsalzlgsung verdiinnt. Ein Tropfen
dieser Mischung wird mit einem Tropfen 0,2%iger Trypanblaulosung (hergestellt aus 0,4%
iger Trypanblaulosung, Sigma T 8154, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA, verdiinnt
1:1 mit 0,9% NaCl-Ldsung) auf einem Objekttriger mit einem anderen Objekttriger gemischt

und sehr diinn ausgestrichen. Dieser wird fast senkrecht zum Luftrocknen aufgestellt.

Die Ausstriche werden fiir 2 Minuten in einer Fixierlosung, die aus 86 ml 1N HCI-Losung, 14
ml 37%-ige Formaldehydlésung und 0,2 g Neutral Rot (Sigma N 2880) angeriihrt wurde,
belassen. Diese Fixierlosung kann mehrfach verwendet werden. Es folgt ein Waschen mit

Leitungswasser und destilliertem Wasser.

Fiir jeden Féarbevorgang wird eine frisch zubereitete Giemsalosung beniitzt, bestehend aus 4

ml Giemsagrundldsung (Sigma GS-500) und 50 ml destilliertem Wasser. Diese wird in
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kleinen Farbekiivetten, mit 8 Schlitzen, gefiillt und 16 Objekttrager werden darin {iber Nacht,

fiir 15 Stunden, ohne Zudecken gefarbt.

Am nichsten Morgen werden die Ausstriche mit Leitungs- und destillierten Wasser gewa-

schen und in H,Oygeg. fiir 2 Minuten belassen, um eine bessere Differenzierung der Zellen zu

ermoglichen. Die Objekttrager werden auf Riickseite mit einem Papiertuch von den Férbe-

riickstdnden gereinigt und senkrecht zum Lufttrocknen aufgestellt. Dann deckt man die Aus-

striche mit 24 x 60 mm grofen Deckglésern und Eukitt® (O. Kindler GmbH & Co., Freiburg

i. Br.) ein. Pro Ausstrich werden 300 Spermien (1000-fache VergroBerung, Hellfeld, Olim-

mersion) ausgezihlt und in die sieben Kategorien oder Spermienklassen nach KOVACS et al.

(2000) eingeteilt (Abb. 3, Abb. 4).

,»lebende*
Spermien
mit
1) intakten 2) intakter Kopf-, 3) geschidigtem 4) abgelostem
Membranen aber geschiidigter Akrosom Akrosom
Mittelstiick-
membran
173
,»Tote
Spermien
mit
5) intakten 6) geschidigtem 7) abgelostem
Akrosom Akrosom AKkrosom

Abb. 3: Darstellung der 7 Spermienklassen der Kovacs-Foote Farbung.
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Spermien mit geschidigten Membranen (,,tote Spermien®) sind im postakrosomalen Bereich
und im Mittelstiick fiir Trypanblau durchlissig, was eine dunkelblaue Farbung ergibt. Nicht
geschidigte (,,lebende*) Spermien erscheinen im postakrosomalen Bereich hellblau und das
intakte Mittelstiick ist rosa angefarbt. Die Giemsa-Losung farbt in einem weiteren Schritt die
Akrosome an und zeigt durch unterschiedliche Farben, ob sie intakt (rosa), geschadigt

(violett) oder abgeldst (hellgrau) sind (personliche Mitteilung NAGY, 2000).

3.1.1 Einfluf} des Schockgefrierens auf das Farbeverhalten der Spermien

Zum Uberpriifen, ob die Spermien mit hellblau bzw. dunkelblau gefirbten postakrosomalen
Bereich wirklich jeweils die ,,Jlebenden bzw. ,,toten* Spermien darstellen, wurden vor der
eigentlichen Untersuchung zwei Samenproben {iberpriift (Probe 1: Warmbluthengst o, Nativ-
samen; Probe 2: Warmbluthengst 3, Samen mit Magermilchverdiinner). Beide Proben wurde
in der oben genannten Weise gefdrbt, dann ein Teil in fliissigen Stickstoff schockgefroren und
dieser im Verhiltnis 1:1 mit dem urspriinglichen Samen vermischt. Diese drei Untergruppen
(Aussgangssamen, schockgefroren, gemischt) wurden jeweils mit der Kovécs-Foote und

Bromphenolblau-Nigrosin Farbung untersucht.

3.1.2 Einfluf} der Akrosomreaktion auf die Anfirbbarkeit des Akrosoms

Zum Kontrollieren der Akrosomanfarbung wurde eine Nativsamenprobe mit Kalziumiono-
phoren (A 23187) versetzt, um eine kiinstliche Akrosomreaktion auszuldsen. Es wurden von
der Ausgangsprobe und nach '3, 1, 1 %2 und 2 Stunden Reaktionszeit Ausstriche mit der

Kovéacs-Foote Farbung angefertigt.

3.1.3 Nachweis der Immotilitit mittelstiickgeschidigter Spermien
Von drei Hengsten (Araber, Haflinger, Warmblut) wurde je ein Ejakulat vor und nach dem

Tiefgefrieren untersucht (Verdiinner nach MARTIN et al. (1979), computerassistiertes Ein-
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friergerit Ice Cube Minitiib, 0,5 ml Pailletten). Nach dem von MEYERS et al. (1995) be-
schriebenen Percoll-Verfahren wurden diese beide Proben jeweils zusétzlich in eine mehr und
eine weniger motile Fraktion aufgeteilt. Anhand von Ausstrichen mit der Kovacs-Foote Farb-
ung wurde der Anteil der komplett membranintakten Spermien und den Zellen mit Mittel-

stiickschidigungen ausgewertet.

3.1.4 Wiederholungsauszihlung

Alle Ausstriche der Arbeit wurden durch den selben Untersucher ausgewertet. Die Kovacs-
Foote Farbung ist eine neue Methode, die hier erstmals in groBeren Umfang fiir Hengstsamen
verwendet wurde. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden 10 zufillig ausgewihlte,
codierte Ausstriche nochmals ausgewertet. Es handelte sich um eine Nativsamen-Probe, zwei
flissigkonservierte mit Eidotterverdiinner, fiinf mit Magermilchverdiinner und zwei tiefge-

frorene Samenproben.

Zur Uberpriifung, daB der Ausstrich gleichmiBig ist und in verschiedenen Regionen #hnliche
Ergebnisse liefert, wurden bei allen Kovacs-Foote Ausstrichen die 300 Spermien in drei un-

terschiedlichen Bereichen des Objekttrigers ausgezihlt (a 100 Spermien).

3.1.5 Einfluf} des Samenverdiinners und der Verdiinnungsstufe

Von drei Hengsten, einem Warmblut- und zwei Araberhengsten, wurde je ein Ejakulat
verwendet. Dieser Samen wurde nach dem split-sample Verfahren in Nativsamen, mit
Magermilch- (Kenney), Eidotter- (Dimitropoulos) und Tiefgefrierverdiinner (Tischner bei
Warmbluthengst, Kenney bei Araberhengsten, je vor und nach dem Einfrieren) unterteilt

(Abb. 5). Die Zusammensetzung der Verdiinner ist im Anhang angegeben.
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Fiir die Kovacs-Foote Farbung muf3 der Samen mit physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt
werden, das Verdiinnungsverhiltnis ist jedoch bei verschiedenen Tierarten und Samenver-
diinnern unterschiedlich (4-100fach). Es wird vermutet, da3 beim Hengst die beste Verdiin-
nung diejenige von 1 Teil Samen und 4 Teilen NaCl-Losung ist. Bei eidotterhaltigem Verdiin-
ner sollte diese hoher sein, weil sonst die Eidotterpartikel den Farbstoff absorbieren und
falsch positive Ergebnisse mit vermehrt ,,membranintakten* Spermien entstehen (personliche
Mitteilung, NAGY, 2000). Deswegen wurden hier verschiedene Verdiinnungsstufen bei

unterschiedlichen Samenaufbereitungsarten getestet.

Die Differenzierbarkeit der Spermien variiert stark bei verschiedenen Ausstrichen, dies wurde
jedoch noch nie untersucht. So wurden die 5 vorher genannten Proben jeweils unverdiinnt
und im Verhéltnis 1:1, 1:4 und 1:6 mit NaCl-Losung verdiinnt gefirbt. Um ein verldBlicheres

Zahlenmaterial zu haben, wurde von jeder dieser Untergruppen je 3 Ausstriche angefertigt

(Abb. 5).

Zur Kontrolle wurden zusdtzlich von den Ausgangsproben je drei Bromphenolblau-Nigrosin
Ausstriche angefertigt. Diese insgesamt 225 Ausstriche wurden kodiert, um eine Beeinflus-
sung beim Auswerten zu vermeiden. Es wurden pro Ausstrich je 300 Spermien ausgezahlt
und in membrangeschédigt oder -intakt bei den Bromphenolblau-Nigrosin Ausstrichen und in

die 7 Klassen bei den Kovacs-Foote Farbung eingeteilt.

Bei der Kovacs-Foote Farbung wurde noch zusétzlich die Auswertbarkeit des Ausstriches

bewertet, um den idealen Verdiinnungsgrad mit NaCl-Losung zu erforschen. Der Ausstrich
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wurde bewertet aufgrund der Differenzierbarkeit der Spermienklassen, Spermienkon-
zentration und Hintergrund. Bei manchen Ausstrichen lassen sich die Spermien sehr gut
differenzieren, die Farben der einzelnen Spermienabschnitte setzen sich deutlich ab und bei
anderen ist dies nicht der Fall. Die Konzentration der Spermien auf dem Ausstrich sollte
normal sein, d.h. zu dichte, iibereinanderliegende oder sehr vereinzelte Spermien erschweren
das Auszéhlen. Der Hintergrund bei der Kovacs-Foote Farbung ist relativ schmutzig, was
auch die Auswertung erschwert, und so wurden Ausstriche mit sauberen Hintergrund besser
benotet. Aufgrund der Endbewertung der genannten Kriterien wurde der Ausstrich in 7
Notenstufen eingeordnet, von + + + als idealer Ausstrich tiber +/- bis - - - als sehr schlechter

Ausstrich.

3.1.6 Verianderung der Mittelstiickmembran nach dem Einfrieren/Auftauen

Ein zusitzliches Experiment wurde durchgefiihrt, um das regelmaBige Vorkommen und die
Haufigkeit geschéddigter Mittelstiickmembranen nach dem Tiefgefriervorgang zu untersuchen.
Von drei Hengsten (X: Araber, Y: Haflinger, Z: Warmblut) wurden je 10 Ejakulate gewonnen
und direkt vor und nach dem Tiefgefrieren Ausstriche angefertigt (Verdiinner nach MARTIN

et al. (1979), computerassistiertes Einfriergerit Ice Cube Minitiib, 0,5 ml Pailletten).

Zur Uberpriifung des Vorkommens der Mittelstiickschiidigung bei einer gréBeren Anzahl von
Hengsten wurde je ein Ejakulat von 21 verschiedenen Hengsten (Hengste A-U: 18 Warmblut,
2 Araber, 1 Traber) vor und nach dem Tiefgefrieren (Verdiinner nach MARTIN et al. (1979),

Computer-Einfriergerdt) mit beiden Féarbungen gefarbt.

3.2 Hengste und Samenproben
Es wurde insgesamt 181 Besamungsdosen von 34 in der Besamung eingesetzten Hengsten

untersucht. Die Proben stammten aus der Gyndkologischen und Ambulatorischen Tierklinik
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(70 Proben) und von der bayerischen Pferdebesamungsstation Schwaiganger (111 Proben,

Tabelle 1). In den meisten Fillen handelte es sich um mit Eidotterverdiinner versetzten

fliissigkonservierten Proben, gefolgt von Proben mit Magermilchverdiinner, den nativen

Samenportionen und tiefgefrorenem (TG-) Samen.

Tabelle 1: Anzahl, Alter (Durchschnitt, Minimum, Maximum) und Rassen der Hengste und
die Art der untersuchten Samenproben.

Anzahl der Samenproben

Anzahl Alter
Rassen der in fliissigkonserviert mit TG-
Hengste | Jahren Nativ ~ Eidotter- Magermilch- Samen- | Summe
verdiinner verdiinner  portionen
Warmblut 20 7,6 (3-22) 5 83 35 4 127
Araber 8 9,8 (5-21) 8 5 2 9 24
Kaltblut 2 5,5 (5-6) - 19 2 - 21
Quarter
Horse 2 8 (6-10) 1 1 1 - 3
Vollblut 1 18 - - 4 - 4
Traber 1 16 - - 2 - 2
Summe 34 J=8,5 14 108 46 13 181

Das Volumen betrug bei Nativsamen und fliissigkonservierten Samen 15-30 ml. Das

tiefgefrorene Sperma war in 0,5 ml Pailletten (1 Ausnahme als 4 ml Makrotiib) portioniert.

Alter und Rasse der eingesetzten Hengste sind aus Tabelle 1 ersichtlich.

3.3 Untersuchungsablauf

Die Temperatur der fliissigkonservierten Besamungsdosen wurde bei Ankunft mit einem

digitalen Thermometer kontrolliert.
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3.3.1 Motilitit

Direkt nach der Besamung folgte in der Restmenge der Besamungsdosis eine Schitzung der
Spermienmotilitit von der Autorin und bis zu 6 weiteren Personen (Tierédrzten und tech-
nischen Assistenten). Die Spermien wurden in immotile, lokal motile, Kreisldufer und
vorwirtsbewegliche eingeteilt und dies als Prozentsatz ausgedriickt. Dafiir wurde ein
Samentropfen auf einem vorgewarmten Objekttrager mit einem Deckglas abgedeckt und
durch ein Mikroskop mit vorgewdrmten Heiztisch bei Phasenkontrast und 400-facher

Vergroflerung betrachtet.

Zusétzlich wurde die Motilitdt der Proben mit einem computerassistierten Samenana-
lyseprogramm (CMA Motion Analyser, V 2.0, Fa. Stromberg-Mika, 1993-1997 MTM SA,
Schweiz; Computer ARTIST Pentium I 64 KB RAM, Monitor Panasonic WV-5350) aus-
gewertet. Dafiir wurden von 3 Samentropfen jeweils 4 unterschiedliche Felder in einer
Makler-Kammer (Fa. Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) mit einem Videomikro-
graphieset (Mikroskop Olympus BH-2 , Videokamera AVT-Horn 14520, S-VHS Videore-
korder Panasonic AG-7330, Monitor Sony PVM-1442QM) auf Video aufgenommen. Alle

Samenproben wurden unverdiinnt gefilmt.

Die Einstellungsparameter der Datei ,,cma.ini* der Software wurden leicht modifiziert, um
eine korrekte Erkennung der Spermien und ihrer Bewegungen zu ermdglichen (genaue
Einstellungen siehe Anhang). Zusitzlich wurden die Spermien mit den erprobten Einstel-
lungen fiir Hengstsperma von Frau Dr. Warnke (Forschungsinstitut fiir die Biologie land-
wirtschaftlicher Nutztiere Dummerstorf) nochmals ausgewertet. Bei jeweils ca. 500 Spermien
pro Probe wurde ihre Bewegungsform (inmotil, lokal motil, Kreisldufer und vorwértsbeweg-
lich) und Geschwindigkeit erfal3t (velocity curvilinear line: VCL, straight line: VSL und

averaged path: VAP).
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3.3.2 Membranintegritit

Von der Samenprobe wurden ziigig diinne Bromphenolblau-Nigrosin Ausstriche auf ange-
warmten Objekttragern angefertigt. Die Einteilung der je 300 ausgezéhlten Spermien erfolgte
in Zellen mit durchldssiger (gefarbt), geschiadigter (teilweise angeférbt) und intakter Membran

(ungefirbt; 1000fache VergroBerung, Hellfeld, Olimmersion).

Zusitzlich wurden von allen Samenproben Ausstriche mit der Kovacs-Foote Farbung, wie
zuvor unter 3.1 beschrieben, angefertigt. Es wurde bei allen Samenproben der gleiche Ver-

diinnungsgrad (1:4 Samen zu physiologischer Kochsalzlosung) verwendet.

3.3.3 Morphologie

Der Anteil morphologisch anormaler Zellen wurde bei je 300 Spermien anhand der Kovacs-
Foote Ausstriche ermittelt. Nach dem Schema von LEIDL et al. (1971) wurden die Spermien
in normale Formen, primére (Kopf-, Mittelstiick-, Schwanz-Anomalien, Doppelmissbildun-
gen) und sekundére Missbildungen (abgeldste Kopfe, abgeloste Akrosome, Kriimmlinge)
eingeteilt. Gleichzeitig wurde die Anzahl der proximalen und distalen Zytoplasmatropfchen

ausgezihlt.

3.3.4 Konzentration
Die Bestimmung der Konzentration der Spermaprobe erfolgte durch Schiatzung und mit der

Biurker-Tirk Zahlkammer.

3.4 Insemination der Stuten
Mit diesen 181 Samenportionen wurden insgesamt 143 Stuten wihrend der Saison 2000
(Februar- August) besamt (Tabelle 2). Ein Teil der Stuten (35) stand in der Gynékologischen

und Ambulatorischen Tierklinik der LMU. Die anderen 108 Stuten, welche die Samendosen



44

von der Besamungsstation Schwaiganger zugeschickt bekamen, waren in ganz Deutschland

verteilt. Die Rassen der besamten Stuten waren jeweils die gleichen wie die der Hengste.

Tabelle 2: Stuten, die in der Klinik bzw. mit Samen von der Besamungsstation besamt
wurden, ihre Anzahl und Alter (Durchschnitt, Minimum, Maximum) und die Anzahl und Art
der Samenportionen.

Anzahl | After Anzahl der Samenportionen Dosen
der - fliissigkonserviert mit TG- pro
Stuten | Jahren | Nativ Eidotter- ~ Magermilch-  Samen- Sum- Stute
verdiinner  verdiinner  portionen| "
i 10.8 2,0
Klinik 35 (321) 14 17 26 13 70 (17
Schwaig- 9,5 1,0
anger 108 e | - 91 20 - 111 (13)
Summe | 143 | o ; 14 108 46 13 181 | @=1,3

Die 35 in der Klinik besamten Stuten wurden routineméfig einer gyndkologischen Unter-
suchung inklusive regelméafiger Follikelkontrolle (im circa 8-stiindigen Abstand) mit Hilfe
der Ultraschall-Methode unterzogen. Auf diese Weise konnte der Ovulationszeitpunkt relativ
genau bestimmt werden. Bei den meisten Besamungen (56 von 70) wurde die Ovulation

hormonell eingeleitet. Neun Stuten waren nullipar und 26 multipar (1- 8 Fohlen).

Die iibrigen 108 Stuten wurden von unterschiedlichen Tierdrzten besamt. Es konnte nur das
Datum der Besamung und der Besamungserfolg, nicht die Vorgeschichte und Ovulations-

zeitpunkt der Stute ermittelt werden.

Da aus organisatorischen Griinden eine Untersuchung der von der Besaumgsstation
Schwaiganger an die Besamungstierédrzte ausgelieferten Portionen nicht méglich war,
versandte die Besamungsstation montags, mittwochs und freitags per Nachtexpress

Parallelproben an die Klinik in Miinchen. Auf diese Weise konnten diese am nédchsten



45

Morgen ungefihr zeitgleich mit der Ankunft der Samenproben bei den Tierdrzten untersucht
werden. In den meisten Fillen konnte pro Stute jeweils nur eine Besamungsdosis beurteilt
werden, weil bei Nachbesamungen, filir die Sperma an den restlichen Wochentagen versandt

wurde, keine Parallelproben fiir die Untersuchung an die Klinik verschickt werden konnten.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SAS
System und mit dem Programm StatView® (beide von SAS Institute Inc., North Carolina,
USA). Es wurden Mittelwerte, Standardabweichungen, Korrelationskoeffizienten und

Differenzen berechnet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der methodischen Voruntersuchungen zur Kovacs-Foote Firbung

4.1.1 Einfluf} des Schockgefrierens auf das Farbeverhalten der Spermien

Mit diesem Versuch wurde iiberpriift, ob der Anteil gefarbter bzw. ungefarbter Spermien mit
dem Anteil der ,,lebenden® bzw. ,.toten” Spermien iibereinstimmt. Im Nativ- bzw. fliissigver-
diinnten Samen wurde bei der Bromphenolblau-Nigrosin und der Kovacs-Foote Farbung ein
dhnlicher Anteil an kopfmembranintakten Spermien gefunden (Tabelle 3). Nach dem Schock-
gefrieren in fliissigen Stickstoff waren in Probe 1 keine ,,lebenden‘ Spermien vorhanden, in
Probe 2 noch ca. 10%. Nach Mischen von Nativ- bzw. fliissigkonservierten und schockge-
frorenen Samen in Verhiltnis von 1:1 sank der Anteil kopfmembranintakter Spermien in
beiden Proben sowohl nach der Bromphenolblau- als auch nach der Kovacs-Foote-Farbung
auf anndhernd die Hélfte der Werte im Nativ- (bzw. fliissigkonservierten) Samen ab (Tabelle
3). Die Kovacs-Foote Fiarbung erkennt also ebenso wie die erprobte Bromphenolblau-

Nigrosin Féarbung relativ korrekt den Anteil an membranintakten Spermien.

Tabelle 3: Vergleich des Gesamtanteils der ,,lebenden®, d.h. kopfmembranintakten, Spermien
bei der Kovacs-Foote und Bromphenolblau-Nigrosin Farbung (je 2 Samenproben), in Nativ-
(Probe 1) bzw. fliissigkonservierten Samen (Probe 2), nach Schockgefrieren mit fliissigen N,
und nach Mischung 1:1.

kopfmembranintakte Spermien kopfmembranintakte Spermien
Probe 1 (%) Probe 2 (%)
Brom[.)henqlblau- Kovacs-Foote Broml?hentflblau- Kovacs-Foote
Nigrosin Nigrosin
Ausgangssamen 57,3 52 97,1 91,5
Schockgefroren 0 0 11,7 7.5
Mischung 1:1 21,6 23,5 59,1 60

4.1.2 Einfluf} der Akrosomreaktion auf das Farbeverhalten der Spermien

Ein intaktes, geschéddigtes oder abgeldstes Akrosom wird von der Kovacs-Foote Farbung

durch unterschiedliche Farben dargestellt. So wurde bei einer Samenprobe mit Calcium-




47

Ionophoren eine kiinstliche Akrosomreaktion eingeleitet, um zu iiberpriifen, ob diese Farben
wirklich dem beschriebenen Akrosomzustand entsprechen. Es wird erwartet, dafl die Akro-
some erst geschadigt werden und sich dann abldsen, sowohl bei den ,,lebenden* als auch bei

den ,,toten* Spermien, letztere werden nach ldngerer Inkubationszeit wohl {iberwiegen.

In diesem Versuch fiel bei zunehmender Einwirkungszeit der Ca-Ionophoren die Anzahl der
»lebenden® Spermien mit intakten Akrosom steil ab (Abb. 6). Der Anteil der ,,lebenden*
Spermien mit geschiddigten Akrosom stieg nach einer halben Stunde auf 6%, um danach
wieder abzufallen. Der Prozentsatz der abgeldsten Akrosome bei den ,,lebenden* Spermien
stieg stetig von 0% am Anfang, bis auf 5% nach 2 Stunden der Calcium-lonophoren-Be-
handlung. Aufgrund ihrer geringen Anzahl wurden beide letzteren und die Spermien mit
Mittelstiickschddigungen nicht in der Grafik dargestellt. Bei den ,,toten* Spermien ist der
Anteil der geschidigten und abgeldsten Akrosomen erst annidhernd gleich hoch. Zum Schluf3

tiberwiegt der Anteil von Zellen mit abgeldsten Akrosomen (Abb. 6).

% o—"leb." intakt. A.
°100 - —a—"tot" gesch. A.
—@—"tot" ohne A.
15
S
s 80 -
o
(%)
3 60
o
< 40 -
20 -
0 2o <> - O

nativ 1/2 1 11/2 2
Stunden nach Ca- Behandlung

Abb. 6: Akrosombeschaffenheit nach Behandlung mit Ca- Ionophoren bei drei
Spermienklassen der Kovacs-Foote Farbung (,,lebende* Spermien mit intakten Akrosom,
»tote® Spermien mit geschéddigten bzw. ohne Akrosom).
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4.1.3 Nachweis der Immotilitit mittelstiickgeschadigter Spermien

Je ein Ejakulat von drei Hengsten (jeweils vor und nach Tiefgefrieren) wurde durch ein
Percoll-Verfahren in eine motilere und weniger motile Fraktion getrennt. Vor der Percoll-
Behandlung betrug die Vorwartsmotilitdt 25-50%. In der angereicherten Fraktion erreichte
diese dann einen Prozentsatz von 40-65% und in der weniger motilen Fraktion betrug sie 5-

15%.

Beim Vergleich der Membranintegritit und den Mittelstiickschadigungen aus den beiden
Fraktionen zeigte sich, dal} in der motilen Fraktion sich viele membranintakte und wenige
mittelstliickgeschédigte Spermien befanden. In der weniger motilen Fraktion war das Verhalt-

nis umgekehrt (Abb. 7). Diese Verteilung fand sich bei allen 6 Proben.

% 50 m intakte Membranen
| O Mittelstiickschadigungen
8 40
S
o)
& 30 -
@
o©
3 20 ~
C
<
10 -
0 _
vor Percoll motile Fraktion weniger motile
Fraktion

Abb. 7: Anzahl der Spermien mit intakten Membranen, bzw. Mittelstiickschadigungen bei 6
Samenproben vor Percoll-Verfahren und den beiden Fraktionen nach Percoll.

4.1.4 Wiederholungsauszihlung

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Kovacs-Foote Firbung wurden 10 zufillig
ausgewidhlte, codierte Ausstriche zweimal ausgewertet. Die Abweichungen zwischen beiden
Auswertungen variierten von 0,3 bis 6% in den jeweiligen Spermienklassen nach Kovacs-

Foote (Abb. 8).



49

—eo—Klasse 1
—0—Klasse 2
100 - —A— Klasse 6
—>¢«—Klasse 7
80 -
~— *
60 - / X~

o &
40 - g
&~

% ausgezahlte Spermien

207A\A Pé @
= 00

[N 7
I AW
I A
1 B

1
7

0 +O=0Q+— — 2 O=+O0+—+—
[v] Ko} © Ko} © e} © e} ® Qo © Q (© e} © Q © o @© o]
~ ~ N N [sp] ™ < < {o] Yo} © © N~ N~ [ce] [ee} [e)} [e)} o o
2 2
Proben

Abb. 8: Abweichungen der Spermienprozentzahlen bei der Wiederholungsauswertung (b) im
Vergleich zur ersten Auszdhlung (a) in vier verschiedenen Spermienklassen nach der Kovéacs-
Foote Farbung (Klasse 1: intakte Kopf- und Mittelstiickmembran; 2: intakte Kopf-,
geschédigte Mittelstiickmembran; 6: geschidigte Kopfmembran und Akrosom; 7: geschédigte
Kopfmembran, abgelostes Akrosom).

Bei allen Ausstrichen, auch in den folgenden Kapiteln, wurden dreimal je 100 Spermien an
unterschiedlichen Bereichen des Objekttriigers ausgezihlt. Dies dient der Uberpriifung, daB
der Ausstrich gleichmédBig ist und an den verschiedenen Stellen dhnliche Ergebnisse liefert. Es

gab keine Unterschiede zwischen den 3 einzelnen Teilwerten in den verschiedenen Spermien-

klassen der Kovacs-Foote Fiarbung (p>0,05).

4.1.5 Einfluf} des Samenverdiinnerns und der Verdiinnungsstufe

Von den drei Hengsten wurde jeweils 5 unterschiedliche Samenaufbereitungsarten untersucht:
Nativsamen, fliissigkonserviert mit Magermilch- und Eidotterverdiinner, mit Tiefgefrier-
verdiinner vor und nach dem Einfrieren. Zur Uberpriifung des besten Verdiinnungsgrades mit
physiologischer Kochsalzlosung, wurden 4 unterschiedliche Grade getestet (unverdiinnt, 1

Portion Samen: 1 Portion NaCl, 1:4 NaCl, 1:6 NaCl).
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Wenn man die Anzahl der komplett membranintakten (sowohl Kopf- als auch Mittelstiick-
membranen) Spermien betrachtet, gibt es Unterschiede zwischen den NaCl-Verdiinnungen
(Abb. 9). Nicht mit NaCl-Losung verdiinnter Samen zeigte bei allen Aufbereitungsarten den
groBten Anteil an intakten Spermien. Mit Ausnahme der Proben mit Magermilchverdiinner

fiel bei steigendem Verdiinnungsgrad der Prozentsatz der membranintakten Zellen ab.

% W unverdinnt

80 - m 1:1 mit NaCl
c 1:4 mit NaCl
) 0 1:6 mit NaCl
£
o C
%) b
£ a
f‘g a
= b
o
o]
IS
(0]
=

I
Nativ Magermilch Eidotter vor TG nach TG

Abb. 9: Anzahl der membranintakten Spermien von allen 3 Hengsten bei 5 verschiedenen
Samenaufbereitungsarten und mit je 4 Verdiinnungsstufen mit physiologischer NaCl-Losung
(Nativsamen, mit Magermilchverdiinner, mit Eidotterverdiinner, vor dem Tiefgefrierprozess,
nach dem Tiefgefrierprozess). Jede Séule zeigt den durch 2700 ausgezéhlten Spermien
ermittelten Wert (bei unterschiedlichen Buchstaben innerhalb der Aufbereitungsartgruppen
Differenz p<0,05).

Die hochste Anzahl von membranintakten Spermien in den Untergruppen ohne NaCl-
Verdiinnung hatten die Proben mit Eidotterverdiinner (66,8%), gefolgt von denen als
Nativsamen (63,4%), mit Tiefgefrierverdiinner vor dem Einfrieren (61,8%), mit Mager-

milchverdiinner (44,0%) und mit Tiefgefrierverdiinner nach dem Auftauen (35,5%). Bei den

drei einzelnen Hengsten waren die Ergebnisse analog (nicht dargestellt).

Auch wenn man die Mittelwerte der komplett membranintakten Spermien der 4 NaCl-
Verdiinnungsgruppen betrachtet, zeigen sich Unterschiede in den verschiedenen Aufberei-
tungsarten (Abb. 10). Bei dem Nativsamen, den Proben mit Eidotterverdiinner und denen vor

dem Tiefgefrieren ist die Anzahl der intakten Spermien am hdchsten. Die Auswertung der
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gleichen Proben mit der Bromphenolblau-Nigrosin Farbung zeigt eine dhnliche Tendenz
hinsichtlich der Haufigkeit an membranintakten Spermien, die Bromphenolblau-Nigrosin
ergab jedoch hohere Werte als die Kovacs-Foote Farbung. Diese Differenz war mit Ausnahme

der Nativsamenproben signifikant (p<0,05; Abb. 10).

% m Kovacs- Foote
70 - o0 Bromphenolblau- Nigrosin

N w B n (o2}
o o o o o
I I I I I

Membranintakte Spermien
>

o
|

Nativ Magermilch Eidotter vor TG nach TG

Abb. 10: Mittelwerte der membranintakten Spermien nach der Kovacs-Foote und
Bromphenolblau-Nigrosin Farbung bei unterschiedlichen Samenaufbereitungsarten
(Nativsamen, mit Magermilchverdiinner, mit Eidotterverdiinner, vor dem Tiefgefrierprozess,
nach dem Tiefgefrierprozess, bei unterschiedlichen Buchstaben Differenz p<0,001).
Betrachtet man die Unterschiede zwischen den verschiedenen NaCl-Verdiinnungsgraden fiir

alle Aufbereitungsarten zusammen, so sieht man eine Verminderung der membranintakten

Spermien bei ansteigendem Verdiinnungsgrad (Abb. 11).
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Abb. 11: Mittelwerte der membranintakten Spermien nach Kovacs-Foote Farbung, alle
Aufbereitungsarten zusammen, nach dem Verdiinnungsgrad mit physiologischer NaCl-
Losung sortiert (bei unterschiedlichen Buchstaben Differenz p<0,05).

Die Mittelstiickschddigungen steigen dagegen bei hoheren NaCl-Verdiinnungsgraden an, mit
Ausnahme bei den Proben nach dem Tiefgefrieren (Abb. 12). Die Mittelwerte der Mittel-
stiickschddigungen der Proben ohne Tiefgefriervorgang sind relativ niedrig: 2,8% bei Nativ-
samen, 5,3% bei Magermilch-, 2,2% bei Eidotter- und 4,9% beim Tiefgefrierverdiinner. Nach

dem Auftauen werden dagegen durchschnittlich 16,1% mittelstiickgeschiddigte Spermien ge-

zdhlt. Dieser Anstieg ist in jeder NaCl-Untergruppe deutlich zu sehen (p<0,01).
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Abb. 12: Anzahl der mittelstiickgeschiddigten Spermien von allen 3 Hengsten bei 5
verschiedenen Samenaufbereitungsarten und mit je 4 Verdiinnungsstufen mit physiologischer
NaCl-Losung (Nativsamen, mit Magermilchverdiinner, mit Eidotterverdiinner, vor dem
Tiefgefrierprozess, nach dem Tiefgefrierprozess). Jede Séule zeigt den durch 2700
ausgezdhlten Spermien ermittelten Wert (bei unterschiedlichen Buchstaben innerhalb der
Aufbereitungsart Differenz p<0,05).

Der Anteil der geschéddigten und abgelosten Akrosomen der ,,toten Spermien éndert sich bei
unterschiedlichen Aufbereitungsarten und Verdiinnungsstufen mit NaCIl-Losung praktisch
nicht. Durch den Tiefgefrierprozess steigt bei einem Hengst der Anteil von geschiadigten

Akrosomen (um 4,6%) und bei beiden anderen der Prozentsatz von abgeldsten Akrosomen

um 0,2% und 11,6%.

Da die Auswertbarkeit der Kovacs-Foote Ausstriche sehr variiert, wurde getestet, welche
Verdiinnungsstufe mit NaCI-Losung sich bei den unterschiedlichen Aufbereitungsarten fiir
diesen Aspekt am besten eignet. In der Note wurden hauptséchlich die Differenzierbarkeit der
Spermienklassen, aber auch die Konzentration und die Sauberkeit des Hintergrundes mit
eingeschlossen. Die Proben des Nativsamens, mit Magermilch- und Eidotterverdiinner lassen
sich generell besser auswerten als die mit Tiefgefrierverdiinner (Abb. 13). Bei den ersten
beiden Aufbereitungsarten ergaben die Ausstriche mit einer NaCl-Verdiinnung von 1:1 und

1:4 die besten Benotungen. Die Verdiinnung von 1:1 mit NaCIl-Losung erzielte bei den
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Proben mit Eidotterverdiinner die durchschnittlich beste Benotung. Bei den Tiefgefrierver-
diinnern ergaben die hoheren Verdiinnungsstufen mit NaCl bessere Ergebnisse (Abb. 13).
Es gab jedoch auch Unterschiede zwischen den Hengsten. Die Spermien des Warmblut-
hengstes lielen sich besser auswerten, als die der beiden Araberhengste. Der Einflu3 der
Aufbereitung war bei den einzelnen Hengsten aber vergleichbar mit dem Ergebnis der
Gesamtauswertung. Wenn man fiir alle Aufbereitungsarten eine einheitliche Verdiinnung

beniitzen mochte, ist somit die von 1:1 oder 1:4 Teilen zu empfehlen.

Noten
441

++ o—Q '/\>

o

Nativ Magermilch Eidotter vor TG nach TG
unver./1:1/1:4/1:6| unver./1:1/1:4/1:6 | unver./1:1/1:4/1:6| unver./1:1/1:4/1:6| unver./1:1/1:4/1:6

Abb. 13: Benotung der Auswertbarkeit des Ausstriches (Differenzierbarkeit der
Spermienklassen, Dichte, Sauberkeit) bei 5 verschiedenen Samenaufbereitungsarten
(Nativsamen, mit Magermilchverdiinner, mit Eidotterverdiinner, vor dem Tiefgefrierprozess,
nach dem Tiefgefrierprozess), mit je 4 Verdiinnungsstufen mit physiologischer NaCl-Losung
(unverdiinnt, 1:1 mit NaCl, 1:4 mit NaCl, 1:6 mit NaCl). Jeder Punkt ist die ermittelte
Benotung von 2700 ausgezédhlten Spermien.

4.1.6 Veranderung der Mittelstiickmembran nach dem Einfrieren/Auftauen
Es wurde tiberpriift, ob der drastische Anstieg von Mittelstiickschiddigungen nach dem

Einfrieren regelméBig bei jedem Ejakulat eines Hengstes vorkommt. Bei den je 10
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untersuchten Ejakulaten von drei Hengsten (X, Y, Z) fand sich jedes Mal ein Anstieg von
Mittelstiickschiddigungen nach dem Einfrieren (Abb. 14, 15, 16). Die Anzahl dieser Schidi-
gungen und der prozentuale Anstieg ist unterschiedlich hoch. Die Steigerung variiert von
3,2% (Ejakulat 7, Hengst Z) bis 2125% (Ejakulat 2, Hengst Y), ausgedriickt als Verhiltnis zu

den Zellen vor dem Einfrieren.
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Abb. 14: Anzahl der Mittelstiickschddigungen bei Hengst X vor und nach dem Tiefgefrieren
(vor, nach TG) bei 10 Ejakulaten.
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Abb. 15: Anzahl der Mittelstiickschddigungen bei Hengst Y vor und nach dem Tiefgefrieren
(vor, nach TG) bei 10 Ejakulaten.
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Abb. 16: Anzahl der Mittelstiickschadigungen bei Hengst Z vor und nach dem Tiefgefrieren
(vor, nach TG) bei 10 Ejakulaten.

Bei weiteren 21 Hengsten (A- U) wurde je ein Ejakulat vor und nach dem Einfrieren unter-
sucht. Auch hier zeigte sich bei allen ein Anstieg von Mittelstiickschiddigungen nach dem
Einfrierprozess (Abb. 17). Diese Zunahme variiert von 33,8% (Hengst I) bis 4300% (Hengst

U), ausgedriickt als Verhéltnis zu den jeweiligen Schidigungen vor dem Einfrieren.

4.2 Vergleich der Ergebnisse der computerassistierten Motilititsanalyse mit denen der
Schatzung

Um die mit verschiedenen Voreinstellungen des Computeranalysesystems (siche 3.3.1)
erzielten Ergebnisse miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden diese als Abweichung von
den Schétzwerten der Autorin dargestellt. Letztere wurden mit 0% gleichgesetzt und die
Differenz zu den Ergebnissen der Computerauswertung als positive oder negative Werte

ausgedriickt .

Die Prozentsitze der vorwirtsbeweglichen Spermien glichen sich bei beiden Computer-
methoden. Thre Werte wichen allerdings nach oben und unten von den Schétzwerten ab. Das
Dummerstorf-Verfahren zeigte maximal bis zu 32,1% weniger bzw. bis 29,8% mehr Vor-
wirtsbeweglichkeit an als die Schitzung. Die eigene Methode ergab als Maximalwert eine

Differenz von bis zu 34,2 % unterhalb und 35,7% oberhalb der personlichen Schétzung.
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Wenn man die Abweichung als solche, unabhéngig von ihrer Richtung betrachtet, so liegt ihr

Durchschnitt bei der Dummerstorf-Methode bei 9,8% vorwirtsbeweglichen Spermien. Die

eigene Einstellung wies durchschnittlich eine Differenz von 10,9% Vorwértsbeweglichkeit

zur Schitzung auf.

Abw eichung von
subjektiver Schatzung
(% vorw artsmotile)

20 +

10

Subjektiver Schitzwert O

30 +

.\/\ /J\ N /\

—e— Dummerstorf

eigene Einstellung

-10 1
20 -

-30 -

it

[N

Wit
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300.000-555.000
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Abb. 18: Abweichungen der Vorwértsmotilitdtswerte der Dummerstorf- und eigener Methode
vom Schétzwert (= 0%) bei hoher Spermiendichte (iiber 150.000 Spermien/pl).

Beide Computereinstellungen sind als gleichwertig einzustufen. Sie korrelierten gut mit-

einander (r=0,923) und mit der Schitzung (r=0,812 fiir Dummerstorf und r=0,779 zur eigenen

Einstellung, alle Werte mit p<0,001).

Es wurde zusétzlich liberpriift, ob die Ergebnisse der Computermethoden durch bestimmte

Faktoren beeinflu3t werden. So wurden die Samenproben jeweils nach Verdiinnungsart,

Spermienmotilitit und Hengsten gruppiert. Beide Methoden wurden innerhalb jeder Gruppe

miteinander verglichen. Zusitzlich wurde jede Methode einzeln gepriift, ob sie bei bestim-

mten Faktoren divergierende Ergebnisse aufwies. Bei der Gruppierung nach Verdiinnungsart

(Nativ, Eidotterverdiinner, Magermilchverdiinner, tiefgefrorener Samen) zeigten sich keine

Differenzen (p>0,05).
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Um den moglichen Einfluf3 der Spermiendichte abzukldren, wurden 3 Gruppen mit unter-
schiedlichen Konzentrationen untersucht (bis 75.000, 75.000-150.000, iiber 150.000 Sper-
mien/pl). Hier zeigten sich nur in der Gruppe von iiber 150.000 Spermien/ul Unterschiede

zwischen beiden Computereinstellungen (p<0,05, Abb. 18).

Weiterhin wurde eine Untergruppierung anhand der geschitzten Vorwértsmotilitdt (unter
30%, 30-55%, iiber 55%) vorgenommen. Beim Vergleich der Schitzwerte mit denen, die per
Computer ermittelt wurden, zeigten sich im Bereich der Vorwirtsmotilitit von 30-55%
geringe Abweichungen der Mittelwerte. In den niedrigeren Motilitétsbereichen (<30%
geschitzte Vorwirtsmotilitit) errechneten die Computermethoden im Durchschnitt hohere
Werte als die Schitzung. Dagegen lagen ihre Mittelwerte in der hoheren Motilitétsgruppe
(>55%) unter dem subjektiven Wert (Abb. 19). Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen

beider Computereinstellungen waren nicht signifikant.

W Dummerstorf
@eigene Einstellung

Abweichung von subjektiver
Schatzung (% vorwartsmotile)

<30% 30-55% >55%
vorwirtsmotile vorwirtsmotile vorwartsmotile
Spermien Spermien Spermien

Abb. 19: Abweichung der Mittelwerte der Dummerstorf- und der eigenen Computermethode
vom Mittelwert der Schitzung; Aufgeteilt in drei Vorwirtsbeweglichkeits-Gruppen (bei
unterschiedlichen Buchstaben Differenz p<0,05).

Bei der Gruppierung nach Hengsten, von denen je mindestens 5 Proben untersucht wurden,

ergaben die Dummerstorf- und die eigene Methode bei 2 Hengsten (Hengst 7 und 10) deutlich
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unterschiedliche Werte (p<0,05). Die Werte der eigenen Einstellung lagen meistens oberhalb

der Ergebnisse der Dummerstorf-Methode und der Schitzung.

Mit beiden Computereinstellungen wurde auch die Geschwindigkeit der motilen Spermien
gemessen: Velocity straight line (VSL), velocity averaged path (VAP) und velocity curvili-
near line (VCL). Bei allen Geschwindigkeitsparametern korrelierten die Messungen der
Dummerstorf— Methode und der eigenen Einstellung gut (VSL: r=0,91; VAP: r=0,88; VCL:
r=0,81; alle mit p<0,001). Die eigene Methode ergab jedoch meist niedrigere Werte als die

Dummerstorf-Einstellung (bei VSL und VAP p<0,05; bei VCL p<0,001).

Bei der computerassistierten Motilitdtsanalyse und bei der Schiatzung wurden zusitzlich zur
Vorwértsmotilitdt auch der Prozentsatz der Kreisldufer und der lokal motilen Spermien
ermittelt, zusammengerechnet also die Summe der motilen Spermien. Bei dieser Summe
korrelierten die Werte der beiden Computermethoden gut miteinander (r=0,96) und zur
Schétzung (r=0,83 fiir Dummerstorf und r=0,82 fiir eigene Einstellung, alle mit p<0,001). Die

eigene Methode ermittelte meist niedrigere Werte als das Dummerstorf-Verfahren (p<0,001).

Fiir die folgenden Berechnungen wurden die mit der Dummerstorf-Einstellung gewonnenen
Ergebnisse verwendet, da sie im Durchschnitt weniger von den Schitzwerten abwichen (9,8%
zu 10,9%), seltener stark divergierende Werte zeigte und die Methode seit ldngerem etabliert

1st.

4.3 Subjektive Beurteilung der Spermienmotilitit durch mehrere Personen im Vergleich
zur computerassistierten Motilititsanalyse
Jede Samenprobe wurde subjektiv von ein bis sieben Untersuchern auf ihre Motilitdt beurteilt,

durchschnittlich von 2,9 + 1,5 Personen pro Portion. Es handelte sich um Tierdrzte, die hdufi-



61

ger Hengstsperma beurteilten (Autorin: A und zwei Tierdrzte der Pferdeabteilung der Klinik:
B, C), sechs Tierdrzte anderer Abteilungen, die selten oder nie Hengstsperma beurteilt haben
(D-I) und 3 technische Assistentinnen, die routineméaBig (J) bzw. selten (K, L) Hengstsperma
untersuchten. Es wurde nicht jede Samenprobe von allen Personen untersucht. Einige Unter-
sucher schétzten fast alle 181, andere nur 6 Proben (Abb. 20). Die Schitzwerte wurden als
Abweichung von dem jeweiligen Ergebnis der Dummerstorf Methode dargestellt, um sie
vergleichen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde, dhnlich wie bereits unter 4.2 beschrieben,
das Resultat der Computermethode als 0% dargestellt und die Differenz der Schitzwerte zu

diesem ,,Richtwert™ als positive oder negative Werte ausgewiesen.

Die Schitzungen der Untersucher lagen teils unter-, teils oberhalb der Computerwerte und
wichen unterschiedlich stark ab (Abb. 20). Bei einigen Untersuchern lagen die Ergebnisse
hauptséchlich in der Ndhe des Computerwertes (Tierdrzte der Pferdeabteilung: A, B, C; ein
Tierarzt anderer Abteilung: F und routinierte technische Assistentin: J). Die Schitzwerte
anderer, weniger routinierten Untersucher waren sehr weit entfernt und lagen hauptsichlich
oberhalb (technische Assistentinnen: K, L) bzw. unterhalb (Tierdrzte G, E) des Computer-

wertes.

Die maximalen Einzelabweichungen zum Computerwert waren 54,9% nach unten (Unter-
sucher E) und 45,3% nach oben (Untersucher L). Die Mittelwerte der Abweichungen der

einzelnen Untersucher bewegten sich zwischen 10 und 15% (Tabelle 4).

Die Untersucher wurden aufgrund ihres Erfahrungs- bzw. Ausbildungsstands in drei Gruppen
gruppiert: Tierdrzte der Pferdeabteilung (A, B, C), Tierdrzte aus anderen Abteilungen (D-I)

und technische Assistentinnen (J-L).
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Tabelle 4: Mittelwerte der Abweichungen der Schitzwerte zur Computerauswertung und
deren Standardabweichungen fiir jeden Untersucher.

Anzahl der Durchschnittliche Abweichung
Untersucher Schétzungen zur Computerauswertung
(n=) (% vorwéartsmotile Spermien)
e A 181 9,8+7,4
ierdrzte der
Pferdeabteilung B 107 12,1+9,5
C 22 12,3£8,4
D 52 13,5£9,6
L E 43 14,8 £ 12,8
Tierdrzte F 0 14,0 £ 10,8
aus anderen
Abteilungen G 1 154+5,9
H 10 11,7£9,0
I 6 6,1 73
: J 24 12,7+ 10,5
technische K 16 N
Assistentinnen 145+ 124
L 11 22,4+12,4

Die Mittelwerte der Schdtzungen wurden anhand des Wertes der Dummerstorf-Methode in
Gruppen von unter 30%, 30-55% und {iber 55% vorwértsmotile Spermien eingeteilt (Abb.
21). Die Untersucher der Pferdeabteilung befanden sich mit ihren Schéitzungen im niedrigen
Motilitétsbereich im Durchschnitt oberhalb des Computerwertes, bei mittleren Motilitdten in
der Néhe und bei hoher Motilitédt unterhalb des Computerwertes. Die Mittelwerte der Schat-
zungen der Tierdrzte anderer Abteilungen lagen in allen drei Motilitdtsgruppen unterhalb des
Computerwertes, dies umso ausgepragter, je motiler die Samenprobe war. Die technischen
Assistentinnen schétzten im Durchschnitt bei niedrigen und hohen Motilititen einen héheren
Prozentsatz an vorwiértsmotilen Spermien als die Computeranalyse, besonders deutlich zu

sehen im Bereich von weniger als 30% motilen Spermien.

Zwischen allen Gruppen, sowohl innerhalb der Motilitdtsgruppen als auch zwischen den
Untersuchergruppen, gab es statistische Unterschiede (p<0,05). Ausnahmen sind die mittlere

und hochste Motilitdtsgruppe der Tierdrzte anderer Abteilungen zwischen denen keine signi-
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fikanten Unterschiede vorhanden waren. Andere Ausnahmen sind die Werte der Tierdrzte der
Pferdeabteilung zu denen anderer Abteilungen, die in der niedrigsten und in der hdchsten

Motilitétsgruppe keine statistische Differenzen aufwiesen (p>0,05, Abb. 21).

=N
)]
]

<30% 30-55% >55% M Tierarzte der
vorwéirtsmotile vorwértsmotile vorwértsmotile Pferdeabteilung
Spermien Spermien Spermien

-
o

O Tierarzte anderer
Abteilungen

Htechn.
Assistentinnen

)]
I

o
"

(% vorwartsmotile)
n

Abweichung der Schatzung
zur Computerauswertung

N
o
I

-15 4

Abb. 21: Abweichung der Mittelwerte der Schiatzungen der Untersuchergruppen zur
Computerauswertung sortiert nach verschiedenen Vorwirtsmotilitidtsbereichen
(Computerwerte).

Es wurde weiterhin gepriift, ob die Abweichung der Schitzung zur Computerauswertung von
der Spermienkonzentration der Probe abhéngig ist. Dazu wurden die Proben in drei Gruppen
eingeteilt: unter 75.000, 75.000- 150.000 und iiber 150.000 Spermien/pl und die Mittelwerte
der Schitzungen dargestellt (Abb. 22). Die durchschnittlichen Schéitzungen der Untersucher
der Pferdeabteilung wichen wenig vom Computerwert ab. Bei niedriger Konzentration wurde
eine hohere Motilitét geschdtzt als mit der Computermethode und bei mittlerer und hoherer
Konzentration eine eher geringere Vorwértsmotilitdt. Die Mittelwerte der Schitzungen der
Tierdrzte aus anderen Abteilungen lagen in allen drei Dichtegruppen unterhalb des Computer-
wertes, besonders deutlich in den Gruppen der niedrigsten und hdchsten Spermienkonzentra-
tion. Die technischen Assistentinnen schitzten bei Samenproben mit einer Konzentration
unter 75.000 Spermien/ul einen Durchschnittswert der deutlich tiber dem der Computerme-

thode lag. Bei mittlerer Spermiendichte lag ihr durchschnittlicher Schatzwert in der Ndhe und
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bei hoher Konzentration wieder oberhalb der Computeranalyse. Zwischen allen einzelnen

Gruppen gab es Unterschiede (p<0,05).

<75.000 75.000-150.000 >150.000 H Tierarzte der
Spermien/pl Spermien/pl Spermien/ul Pferdeabteilung
O Tierarzte anderer

Abteilungen
Etechn.

Assistentinnen

N
a
]

-
o
I

a
I

l

]
a
I

Abweichung der Schatzung zur
Computermessung (% vorwartsmotile)

N
o
L

Abb. 22 : Abweichung der Mittelwerte der Schéitzung der verschiedenen Untersuchergruppen
zur Computerauswertung sortiert nach Spermiendichte.

In einer weiteren Analyse wurden je 5 Samenproben ausgewahlt, die 2 extreme Faktoren
kombinierten: Niedrige Spermienkonzentration/niedrige Motilitét; Niedrige Konzentration/
hohe Motilitit; Hohe Spermienkonzentration/niedrige Motilitdt und hohe Spermienkonzen-
tration/hohe Motilitét (niedrige bzw. hohe Motilitit: <20% bzw. >55% vorwértsmotile
Spermien; niedrige bzw. hohe Konzentration: <60.000 bzw. ca. 200.000 Spermien/ul). Im
Folgenden werden diese Gruppen 1, 2, 3 und 4 genannt. In der Abb. 23 siecht man in der
Gruppe 1 (geringe Motilitdt und Konzentration), da3 die Schiatzungen der Untersucher der
Pferdeabteilung ober- und unterhalb, die der Tierdrzte aus anderen Abteilungen nur unterhalb
und die der technischen Assistentinnen nur oberhalb des Computerwertes liegen. Ein &hnli-
ches Verteilungsmuster ist auch bei geringer Konzentration und hoher Motilitit (Gruppe 2) zu
sehen, nur lagen die Werte eher tiefer. Bei hoher Konzentration und niedriger Motilitat (Grup-
pe 3) ndherten sich die Schétzungen aller drei Untersuchergruppen stark dem Computerwert.

Bei hoher Spermienkonzentration und hoher Motilitit (Gruppe 4) lagen praktisch alle Schitz-
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werte der Untersucher unterhalb der Computeranalyse. Bei den beiden letzten Gruppen (3 und
4) gab es keine Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchergruppen (p>0,05). In den
beiden ersten Gruppen - mit geringer Konzentration - gab es teilweise Unterschiede zwischen
den Untersuchergruppen (p<0,05). Die Werte der Tierdrzte der Pferdeabteilung zeigten keine
Unterschiede unter den verschiedenen Konditionen. Nur die Werte der Gruppe 2 (geringe
Konzentration/hoher Motilitét) wichen von denen der Gruppe 3 (hohe Konzentration/geringe
Motilitdt) ab (p<0,05). Die Schitzungen der Tierdrzte anderer Abteilungen fiithrten zu abwei-
chenden Werten zwischen den Gruppen 3 und 4. Die technischen Assistentinnen kamen

jeweils zwischen den Gruppen 1/4, 2/3 und 2/4 zu abweichenden Ergebnissen (p<0,05, Abb.

23).
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Abb. 23 : fiinf einzelne Schitzwerte der Untersuchergruppen bei Samenproben, die
Extremwerte bei Dichte und Motilitdt aufwiesen.
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Da anzunehmen ist, daf} die Motilitdtsschitzungen auch von der Geschwindigkeit der Sper-
mien beeinflult wird, wurde die velocity curvilinar line (VCL) der Computerauswertung fiir
die Untersuchung dieser Zusammenhénge beniitzt. Die VCL beschreibt die tatsdchliche Be-
wegung der Spermien und wird als sichtbare Aktivitdt vom Untersucher erkannt. Es wurden
Proben, die laut Computerauswertung eine identische Vorwartsmotilitit (<30% bzw. 30-
55%), aber unterschiedliche Spermiengeschwindigkeit (extrem niedrige bzw. extrem hohe)
aufwiesen, miteinander verglichen. Die Untersucher der Pferdeabteilung schétzten hierbei
vergleichbare Werte in der langsamen wie schnellen Gruppe (p>0,05). Auch die Schiatzungen
der Tierédrzte anderer Abteilungen wurden nicht durch die Spermiengeschwindigkeit be-
einflusst (p>0,05). Bei den technischen Assistentinnen fiihrten die Schitzungen in der Gruppe
unter 30% Vorwirtsmotilitidt unabhidngig von der VCL zu dhnlichen Ergebnissen. Bei Vor-
wiartsmotilitdten von 30 bis 55% wurde bei langsameren Spermienpopulationen eine hohere
Motilitét geschitzt als von der Computermethode und bei schnelleren eine niedrigere Motilitét

(p<0,05).

Im Gesamtmaterial, das die Werte aller Untersucher umfalt, korrelierte die geschétzte Vor-
wiartsmotilitdt mit allen drei vom Computer gemessenen Geschwindigkeitsarten. Die beste
Korrelation ergab sich mit der VSL (r=0,51), gefolgt von der VAP (r=0,41) und der VCL

(r=0,26; alle p<0,001).

Es wurde weiterhin iiberpriift, ob die Aufbereitungsart des Spermas (Eidotterverdiinner,
Magermilchverdiinner, Nativ, tiefgefrorenes Sperma) einen Einflul auf die Schitzergebnisse
der beteiligten Untersucher hat. Die Untersucher der Pferdeabteilung schétzten bei den Proben
mit Ei- und Magermilchverdiinner durchschnittlich etwas unterhalb des Computerwertes und
bei den nativen und tiefgefrorenem Sperma eher oberhalb (Abb. 24). Der Durchschnittswert

der Schitzungen der Tierdrzte anderer Abteilungen lag immer unterhalb des Computerwertes.



68

Die technischen Assistentinnen ordneten im Durchschnitt die Samenprobe einer hoheren
Vorwértsmotilitdt zu als die Computermethode, mit Ausnahme der nativen Proben. Die
Schatzwerte der verschiedenen Untersucher unterschieden sich bis auf drei Ausnahmen in

allen Aufbereitungsgruppen (p<0,05).
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Abb. 24: Mittelwerte der Schitzungen der Untersuchergruppen bei Samenproben mit
unterschiedlicher Aufbereitungsart.

Zusitzlich zu dem Prozentsatz der vorwértsbeweglichen Spermien wurde derjenige der
ortsbeweglichen Spermien und der Kreisldufer bestimmt. Im Gesamtmaterial korrelierte der
von den Untersuchern ermittelte Prozentsatz der ortsbeweglichen Spermien relativ schlecht
mit dem der Computerauswertung (r=0,23; p<0,001). Auch die Korrelation zwischen den
Prozentsétzen der Kreislaufer war nicht gut (r=0,36; p<0,001). Im Gegensatz dazu war die
Korrelation zwischen beiden Vorwirtsmotilititen besser (r=0,71; p<0,001). Auch die Summe
der drei Motilitdtsarten korrelierte gut zwischen der Schitzung und der Computerauswertung

(r=0,75; p<0,001).

Bei getrennter Betrachtung der Resultate der Untersuchergruppen korrelierten die Schétz-

ungen zwar auch signifikant (p<0,05) mit den Ergebnissen der jeweiligen Computeraus-
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wertung, doch in unterschiedlichem AusmaB. Bei den Untersuchern der Pferdeabteilung
waren die Korrelationen fiir vorwértsbewegliche Spermien r=0,76, ortsbewegliche r=0,22,
Kreislaufer r=0,36, Summe der Motilititen r=0,80. Bei den Tierdrzten anderer Abteilungen
und bei den technischen Assistentinnen betrugen die Korrelationen r=0,71; 0,30; 0,36; 0,73

bzw. r=0,62; 0,28; 0,58; 0,73.

4.4 Vergleich Schiitzen- Auszihlen der Spermienkonzentration

Die Konzentration der Spermien pro pl Samen wurde sowohl anhand des durchschnittlichen
Abstandes der Spermien im mikroskopischen Priparat geschitzt als auch mit der Biirker-
Tiirk-Kammer ausgezahlt (Abb. 25). Beide Auswertungen korrelierten gut miteinander
(r=0,84; p<0,005). Im Durchschnitt lag der geschitzte Wert 25.900 Spermien/pl unterhalb

von dem gezidhlten (p<0,001).
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Abb. 25: geschitzte und gezdhlte Werte der Spermienkonzentration (Spermien/ul).



70

4.5 Membranintegritit von Spermien aus Besamungsdosen

4.5.1 Spermienkopfmembranen

Als membranintakte Spermien in der Bromphenolblau-Nigrosin Farbung wurden vollkommen
ungefarbte Spermien definiert. Bei der Kovacs-Foote Farbung waren dies die Spermien der
Klasse 1 (siehe 3.1), die intakte Kopf- und Mittelstiickmembranen und intaktes Akrosom

aufwiesen.

Der Anteil von intakten Spermien bei beiden Farbemethoden korrelierte gut miteinander
(r=0,84; p<0,001). Jedoch ermittelte die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung bei fast allen
Proben (171 von 181) einen hdheren Wert an membranintakten Spermien als die Kovécs-
Foote Féarbung - durchschnittlich 12,5 Spermien mehr pro 100 ausgezéhlte Zellen (p<0,001).
Die Werte der membranintakten Spermien in den Besamungsdosen variierten von 20 bis 96,3
je 100 Zellen, bestimmt mit der Bromphenolblau-Nigrosin Farbung bzw. von 8,3 bis 88 je

100 Zellen ermittelt anhand der Kovacs-Foote Féarbung.

Es wurde untersucht, ob diese Spermien in Bezug zu der Motilitdt der Samenprobe stehen
(Tabelle 5). Der Anteil der membranintakten Spermien nach der Kovacs-Foote Fiarbung
korrelierte durchgehend besser mit den Motilitéten als der mit der Bromphenolblau-Nigrosin
Féarbung ermittelte Prozentsatz. Bei der Vorwirtsmotilitidt war die Korrelation zur computer-
ausgewerteten Motilitét besser als zu der eigenen Schétzung, bei der Summe der Motilititen

hingegen war das Verhiltnis umgekehrt.
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Tabelle 5: Korrelation (r) der membranintakten Spermien mit der Motilitdt in Abhéngigkeit
von der Farbung (p<0,001).

Vorwirtsmotilitit Summe der Motilitéiten
Firbung _ 3
it Computeraus e Computeraus
wertung wertung
Bromphenolblau- 0,50 0,58 0,67 0,62
Nigrosin
Kovacs-Foote 0,58 0,64 0,84 0,74

Die Korrelationen zwischen dem Anteil membranintakter Spermien und den Geschwindig-
keitsparametern VCL, VAP und VSL war deutlich geringer (Bromphenolblau-Nigrosin:

r=0,20; 0,18 bzw. 0,21 und Kovéacs-Foote: r=0,22; 0,24 bzw. 0,22; p<0,05).

Es wurde tiberpriift, ob die beiden Farbemethoden bei verschiedenen Samenaufbereit-
ungsarten vergleichbare Ergebnisse liefern. Bei fliissigkonservierten Samenproben mit
Eidotter- und Magermilchverdiinner und bei tiefgefrorenem Sperma korrelierten die
Ergebnisse beider Farbemethoden gut miteinander (p<0,001), bei nativem Sperma weniger
gut (p<0,05; Tabelle 6). Die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung ergab einen héheren
Prozentsatz an membranintakten Spermien als die Kovacs-Foote Farbung. Diese Differenz
betrug ca. 10- 20% (p<0,001). Nur bei den nativen Proben ergaben beide Farbemethoden fast

gleiche Ergebnisse (p=0,11; Tabelle 6).
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Tabelle 6: Mittelwerte (%) der membranintakten Spermien ermittelt mit der Bromphenolblau-
Nigrosin und Kovacs-Foote Farbung und deren Korrelationen, bei verschiedenen
Samenaufbereitungsarten.

. Eidotter- | Magermilch- | Tiefgefrorenes
Nativ . .
verdiinner | verdiinner Sperma
Mittelwerte | Bromphenolblau-
membran- Nigrosin 80,1 75,6 74,3 49,5
intakter
S )
p‘zﬁ}glen Kovacs-Foote | 77.8 61,2 64,8 29,7
Korrelation Bromphenolblau-
Nigrosin zu Kovacs-Foote (=) 0,64 0,82 0,84 0,93

Die Korrelation der membranintakten Spermien zu der computerermittelten Vorwértsmotilitat
war bei nativem Sperma schlecht und statistisch nicht signifikant (p>0,05) und zwar sowohl
bei der Bromphenolblau-Nigrosin als auch der Kovéacs-Foote Farbung. Bei aufbereitetem
Samen war die Korrelation mittel bis gut (Tabelle 7). Meistens korrelierte der Anteil der
membranintakten Spermien, der mit der Kovacs-Foote Farbung ermittelt wurde, besser mit
der Motilitit als die entsprechenden Werte nach Auswertung der Bromphenolblau-Nigrosin

Férbung.

Tabelle 7: Korrelationen zwischen dem Anteil der membranintakten Spermien und der
computerausgewerteten Vorwartsmotilitit in Abhidngigkeit von der Farbemethode und der
Autbereitungsart (alle p<0,05, auB8er bei * p>0,05).

Korrelationen : Eidotter- Magermilch- | Tiefgefrorenes
Nativ . .
(r=) verdiinner verdiinner Sperma
Bromphenolblau-
Nigrosin zu -0,18* 0,61 0,44 0,82
Vorwértsmotilitét
Kovacs-Foote *
zu Vorwirtsmotilitat -0,06 0,67 0,64 0,77

Ausgehend von der Annahme, daf3 alle motile Spermien intakte Membranen haben, miifite der

Prozentsatz aller motilen Spermien annidhernd mit dem der membranintakten Spermien
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identisch sein. Die entsprechende Auswertung zeigte, dal dieser Zusammenhang bei der
Kovacs-Foote Farbung besser gegeben ist als bei der Bromphenolblau-Nigrosin Fiarbung

(Abb. 26). Das gilt unabhéngig von der Aufbereitungsart.
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Abb. 26: Mittelwerte der membranintakten Spermien und der Gesamtmotilitit bei
unterschiedlichen Samenaufbereitungsarten.

4.5.2 Mittelstiickmembran

Im Gegensatz zu herkdmmlichen Supravitalfarbungen wie Bromphenolblau-Nigrosin, die nur
die Integritdt der Kopfmembranen bestimmen, kann die Kovacs-Foote Farbung zusitzlich
auch Spermien mit unbeschéidigter oder beschidigter Mittelstiickmembran unterscheiden. Im
vorhergehenden Kapitel wurde das Vorkommen der komplett intakten Spermien untersucht,
in diesem Kapitel das der Spermien mit intakter Kopf-, aber geschéddigter Mittelstiick-
membran (Spermienklasse 2 nach Kovécs-Foote). Je nach Probe kamen diese zuletzt ge-
nannten Spermien unterschiedlich hiufig vor, von 0 bis 49% der ausgezdhlten Spermien,

durchschnittlich 7,9 £ 6,9%.



74

Das Vorkommen der mittelstiickgeschiadigten Spermien variierte je nach Aufbereitungsart des
Samens (Tabelle 8). Der Anteil solcher Spermien war in aufbereiteten Samen signifikant
(p<0,05) hoher als im Nativsperma, wobei das Ausmal} der Schiadigungen nach dem Tief-

gefrierprozel3 besonders hoch war.

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anteile der kopfmembranintakten,
aber mittelstiickgeschidigten Spermien (Spermienklasse 2 nach Kovéacs-Foote) bei unter-
schiedlichen Aufbereitungsarten.

. Eidotter- Magermilch- | Tiefgefrorenes
Nativ . .
verdiinner verdiinner Sperma
Anteil der Spermien a b b ¢
Klasse 2 (%) 1,8+0,8 8,6 £7,1 6,6 +6,4 14,4 +4.9

Werte mit unterschiedlichen Buchstaben unterschieden sich signifikant (p<0,05).

Es wird angenommen, dall Spermien mit geschiadigter Mittelstiickmembran unbeweglich sind.
In dieser Untersuchung war ihr Anteil sowohl mit der Vorwéartsmotilitdt (r=-0,37 zur eigenen
Schétzung, r=-0,41 zur Computerauswertung) als auch mit der Gesamtmotilitit negativ kor-

reliert (r=-0,58 bzw. r=-0,54; alle p<0,001).

Bei den in der Klinik gewonnenen Proben wurde untersucht, ob, unabhédngig von der Art der
Verarbeitung, die Aufbewahrungszeit des Samens, d.h. die Zeitspanne zwischen Samenge-
winnung und Untersuchung, einen Einfluss auf die Membranschddigung hatte. Der Prozent-
satz der Spermien mit geschidigter Mittelstiickmembran betrug bei Proben mit einer Aufbe-
wahrungszeit unter 12 Stunden 2,8%, bei 12-36 Stunden alten Proben 5,3% und bei einer
Zeitspanne iiber 36 Stunden 10,9% (Abb. 27). Der Anteil geschidigter Spermien war nach 36
stiindiger Aufbewahrungszeit signifikant hoher (p<0,05) als nach 12 stiindiger Aufbewahr-

ung.
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Gleichzeitig sank mit langerer Aufbewahrungszeit der Anteil der komplett membranintakten
Spermien ab (Abb. 27). Dabei zeigte die Kovacs-Foote Farbung niedrigere Werte von in-
takten Spermien als die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung. Sie hatte meistens eine bessere

Korrelation zur Vorwirts- und Gesamtmotilitét als die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung

(Tabelle 9).
mm intakt Bromphenol
—intakt Kovacs
EE %eschédigtes Mittelstlck
80 - —A— Gesamtmotilitat
S —O—Vorwartsmotilitat
=
g
n A
X 604
40 Q)
20 -
0 e 1 I
<12h 12-36h >36h

Abb. 27: Membranintakte Spermien nach Bromphenolblau-Nigrosin (intakt Bromphenol) und
Kovacs-Foote Farbung (intakt Kovacs), Spermien mit geschidigter Mittelstlickmembran und
geschitzter Vorwérts- und Gesamtmotilitdt bei verschiedenen Aufbewahrungszeiten der
Samenproben der Klinik.
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Tabelle 9: Korrelationen (r) zwischen membranintakten Spermien nach der Bromphenolblau-
Nigrosin und Kovacs-Foote Farbung zu den geschitzten Motilitdten bei verschiedenen Aufbe-

wahrungszeiten der Proben (p<0,05, auler bei * p>0,05).

Laseruneszeit Membranintakte
g 8 Spermien nach | Vorwirtsmotilitit | Gesamtmotilitit
(Stunden) .
Farbung
Bromphenolblau-
3 s 0,33* 0,75
<12 Stunden Nigrosin ’ >
(n=22)
Kovacs-Foote 0,29* 0,88
Bromphenolblau-
! s 0,46 0,82
12-36 Stunden Nigrosin ’ ’
(n=30)
Kovacs-Foote 0,54 0,92
Bromphenolblau-
3 s 0,56 0,81
>36 Stunden Nigrosin ’ ’
(n=18)
Kovacs-Foote 0,44 0,86

Zur Untersuchung, ob es rassespezifische Unterschiede beim Vorkommen der Mittelstiick-
schiddigungen gibt, wurden die Hengste nach Rassen bzw. Typ, in Araber, Warmblut und
Kaltblut gruppiert. Die Proben der Traber-, Vollblut- und Quarter Horse Hengste wurden
nicht mit einbezogen, da ihre Anzahl jeweils unter 4 lag. Der durchschnittliche Anteil der
mittelstiickgeschddigten Spermien war bei allen drei Rassen nahezu gleich, namlich 7,9 +
7,2% bei den Araberhengsten, 8,1 £ 7,2% bei den Warmbliitern und 7,9 £ 6,1% bei den

Kaltbliitern.

4.5.3 Kopfkappenmembran
Mit der Kovéacs-Foote Farbung kann auch die Beschaffenheit der Koptkappe bestimmt
werden, d.h. ob das Akrosom intakt, geschidigt (bzw. in Ablosung begriffen) oder abgeldst

ist. Spermien mit intaktem postakrosomalen Bereich, die als ,,lebende* Spermien eingeteilt
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werden (siche 3.1), hatten meistens auch eine intakte Koptkappe. Nur 0,1% hatten eine ge-
schidigte Kopfkappe und bei 0,05% hatte sich das Akrosom abgeldst. Dagegen waren bei den
Spermien mit durchldssigem postakrosomalen Bereich (,,tote” Spermien) die Akrosome

meistens geschadigt (bei 73,7%) oder abgelost (25,3%).

Die Proportion der Akrosombeschaffenheiten von den ,,toten* Spermien dnderte sich je nach
Aufbereitungsart des Samens (Tabelle 10). Die Anzahl der Spermien mit intaktem Akrosom
war in allen vier Aufbereitungsarten gleich niedrig. Der Anteil der Zellen mit geschiadigter
Kopfkappe war in nativem und mit Magermilchverdiinner versetzten Sperma signifikant
niedriger als bei Samen mit Eidotterverdiinner und nach dem Tiefgefriervorgang. Spermien
mit abgelostem Akrosom traten am wenigsten bei eidotterversetzten Samen, signifikant
héufiger dagegen in tiefgefrorenen Samen und am haufigsten bei magermilchverdiinnten und

nativen Samen.

Tabelle 10: Anteile der Spermien (in %) mit intaktem, geschddigtem oder abgelostem Akro-
som von allen ,,toten* Spermien bei unterschiedlichen Aufbereitungsarten (p<0,05 bei unter-
schiedlichen Buchstaben in gleicherZeile).

Aufbereitungsart/ Nativ Eidotter- Magermilch- | Tiefgefrorener
Akrosombeschaffenheit verdiinner verdiinner Samen
Intaktes Akrosom 1,4 1,1* 0,8" 0,9%
Geschidigtes Akrosom 60,6° 79,3° 63,3" 70,2°
Abgeldstes Akrosom 38,0° 19,6° 35,9° 28,9¢




4.6 Spermienmorphologie

Die Samenproben wiesen durchschnittlich 9,7 £ 5,0 % primédre und 6,5 £4,5% sekundire

Spermienanomalien auf (Tabelle 11).

Tabelle 11: Prozentuales Vorkommen der Spermienanomalien in den Besamungsdosen.

Kopfanomalien 6,2+33

Schwanzanomalien 24+33

I (f;)r;omalien Mittelstiickanomalien 0,6 £0,7
Doppelmissbildungen (0,4 +0,7

andere 0,1+0,5

Sekundire Anomalien |Krimmlinge 4,5+38
(%) andere 2,0+27
Zytoplasmatropfchen | Proximale 6,172
(%) distale 2,1+35

Der Anteil von primédren Schwanzanomalien korrelierte negativ mit dem der ,,lebenden*
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Spermien nach der Kovacs-Foote Farbung (r=—0,26) und hatte einen negativen Einfluss auf

die VCL (r=-0,16). Auch der Anteil der Kriimmlinge verhielt sich entgegengesetzt zu den mit

dem Computer ausgewerteten Motilitdtsparametern (VCL: r= -0,14; Vorwértsmotilitit: r=—

0,24; p<0,05). Ein Zusammenhang mit dem Vorkommen ,,lebender* Spermien war dagegen

nicht festzustellen.

Der Anteil der Mittelstiickanomalien korrelierte nicht mit dem Prozentsatz geschiadigter

Mittelstiickmembranen nach der Kovacs-Foote Farbung (p>0,05). Zwischen den restlichen

Samenparametern und dem Anteil von morphologischen Anomalien konnten keine nennens-

werte Korrelationen gefunden werden (p>0,05).
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4.7 Beziehungen zur Fertilitit

Bei der Analyse der Befruchtungsergebnisse wurden die Stuten zunichst getrennt betrachtet,

da bei denen, die in der Klinik besamt wurden, verldBlichere und genauere Daten {iber Be-

samungszeitpunkt und Ovulation bekannt waren, als bei denen, die mit Proben der Besam-

ungsstation Schwaiganger besamt wurden.

4.7.1 Spermaproben von den Besamungen in der Klinik

4.7.1.1 Trachtigkeitsergebnisse der Stuten

In der Gynédkologischen Tierklinik wurden 35 Stuten in insgesamt 51 Rossezyklen einfach

oder mehrfach besamt (Tabelle 12). Die Samenproben der 3 anovulatorischen Zyklen wurden

von den folgenden Auswertungen (4.7.1.2) ausgeschlossen.

Tabelle 12: Anzahl der Rossezyklen mit Einfach- bzw. Mehrfachbesamungen und der

erzielten Trichtigkeiten.
Anzahl der Zyklen mit
Summe der .o . .
Rossezyklen Samenproben Tréachtig- keiner anovulatori-
P keit Trachtigkeit schen Follikel
Einfach- 35 35 12 21 2
besamungen
Doppel- 14 28 6 8 .
besamungen
Dreifach- 1 3 1 . -
besamung
Vierfach- 1 4 i i 1
besamung
Summe 51 70 19 29 3

Die Stuten ovulierten in den Zyklen, bei denen hCG verabreicht wurde, durchschnittlich 38,9

+ 12,8 Stunden nach der hCG Injektion.
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4.7.1.2 Einfluf} der Samenqualitit auf die Fruchtbarkeit

Da die Fruchtbarkeit, gemessen an den Tréachtigkeitsergebnissen der Stuten, neben der
Samenqualitét von einer Reihe anderer Faktoren abhingig ist (Fruchtbarkeit der Stute,
Besamungszeitpunkt, Anzahl der Besamungen, etc.), wurden die Beziehungen zwischen
Samenqualitdt und Fruchtbarkeit unter moglichst standarisierten Bedingungen iiberpriift. Fiir
die Analyse wurden nur die Fille herangezogen, in denen es nach einmaliger Besamung in
einem Rossezyklus zu einer Trachtigkeit kam bzw. nicht kam. Dariiber hinaus wurden in
einem zweiten Schritt die Konzeptionsraten, die mit ,,sehr guten* und ,,sehr schlechtem*

Spermaparametern erzielt wurden, verglichen.

Von den 12 Samenproben, mit denen bei einmaliger Besamung eine Trichtigkeit erzielt
wurde (Gruppe A), waren 5 native, 4 fliissigkonservierte und 3 tiefgefrorene Proben. Sie
hatten durchschnittlich bessere Samenwerte als die restlichen 21 Proben, die bei einmaliger
Besamung zu keiner Tréchtigkeit fiihrten (Gruppe B, Tabelle 13). Die grofiten Unterschiede
waren bei den Vorwirtsmotilititen zu sehen. Bei den membranintakten Spermien, besonders
deutlich bei der Kovécs-Foote Farbung, wies die erste Gruppe eine hohere Anzahl auf. Bei
den Spermiengeschwindigkeiten war der grofte Unterschied bei der VCL zu sehen (Tabelle
13). Diese tendenziellen Unterschiede in der Samenqualitdt waren allerdings in keinem Fall

signifikant.

Anormale Spermien, mit Mittelstiickmembranschiddigungen, Kopfanomalien, proximalen
Zytoplasmatropfchen oder Kriimmlinge, waren in den Proben der Gruppe der trachtigen
Stuten (A) in geringerem Anteil vorhanden als in der Gruppe der nicht trichtigen Stuten (B,
Tabelle 14). Dagegen waren mehr vorwirtsbewegliche Spermien pro Besamungsdose
(bestimmt per Computeranalyse) bei den Proben der ersten als bei der zweiten Gruppe. Alle

Differenzen waren nicht signifikant (p>0,05).
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Tabelle 13: Qualitit der Samenproben (§ £ s) , mit denen nach einmaliger Besamung eine
Trachtigkeit erzielt (Gruppe A) bzw. nicht erzielt wurde (Gruppe B).

Vorwirtsmotilitit ,lebende* Spermien ST
o 0 geschwindigkeiten
) ) (um/sec)
Gruppe Bromphenol- .
. . | Computer- blau- LSO
subjektiv . . Foote VCL | VAP | VSL
auswertung] Nigrosin »
" Féarbung
Férbung
_ 46,7 46,9 71,2 61,5 190,7 | 110,3 | 86,8
A (n=12) +22,0 +17,5 +18,1 +232 +57,0 | £34,7 | £28.2
_ 35,9 36,7 66,0 53,9 176,4 | 98,4 | 73,0
B (n=21) +20,2 +17,6 +20,3 +25,1 +73,5 | £44,6 | £284
Differenz der
Mittelwerte 10,8 10,2 7,6 143 | 11,9 | 13,8

Tabelle 14: Qualitit der Samenproben (€ + s) , mit denen nach einmaliger Besamung eine
Trachtigkeit erzielt (Gruppe A) bzw. nicht erzielt wurde (Gruppe B).

Mittelstiick- Morphologische Anomalien (%) Vorwirtsbew
Grupne membran- e egliche
PP Schidigungen Kopf- smml; Proxima © Spermien/
(%) anomalien Krimmlinge Zytf)p asma- | pose (x 10°)
tropfchen
A (n=12) 6,6 +6.4 7,2+32 39+2.1 6,5+58 1,7+17
B (n=21) 7,9 +7,0 7,6 £32 6,6 +55 6,7 +54 0,6 +0,5
Differenz der
Mittelwerte -1,3 - 04 - 2,7 - 0,2 11

Auf eine Darstellung der individuellen Befruchtungsergebnisse der Hengste wurde wegen der

geringen Zahl an Besamungsdosen pro Hengst verzichtet.
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4.7.2 Spermaproben von der Besamungsstation Schwaiganger

4.7.2.1 Trachtigkeitsergebnisse der Stuten

Bei den 108 Stuten, die Samen von der Besamungsstation zugeschickt bekamen, konnte aus
organisatorischen Griinden nicht ermittelt werden, wann die Stuten in Bezug zum Ovulations-
zeitpunkt besamt wurden. Die Station Schwaiganger verschickte 500 Samenproben fiir die
Verwendung bei diesen 108 Stuten, die in insgesamt 227 Rossezyklen besamt wurden

(Tabelle 15).

Tabelle 15: Anzahl der Rossezyklen mit Einfach- bzw. Mehrfachbesamungen und der
erzielten Trichtigkeiten.

Anzahl der Zyklen
Summe der .
Rossezyklen Samennroben mit ohne
P Trachtigkeit Trachtigkeit
Einfach- 79 79 25 54
besamungen
Doppel- 81 162 18 63
besamungen
Dreifach- 26 78 12 14
besamungen
Vierfach- 29 116 15 14
besamungen
Fiinffach- 7 35 6 1
besamungen
Sechsfach- 5 30 1 4
besamungen
Summe 227 500 77 150

Aus organisatorischen Griinden konnten jedoch nur 111 Samenproben untersucht werden.
Von diesen wurden 47 fiir eine einmalige Besamung in einer Rosse verwendet. Dabei wurden

17 Trachtigkeiten erzielt, in 30 Zyklen kam es zu keiner Befruchtung.

4.7.2.2 Einfluf} der Samenqualitit auf die Fruchtbarkeit
Ebenso wie bei den Besamungen in der Klinik wurden fiir diese Auswertung nur Samen-

proben verwendet, bei denen es bei einmaliger Besamung in einem Rossezyklus zu einer
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Tréachtigkeit kam bzw. nicht kam. Bei den 47 einmaligen Besamungen in einer Rosse wurden
die Samenparameter der 17 Proben, die zu einer Trachtigkeit fithrten, mit den 30 anderen
Proben, die keine Triachtigkeit erreichten, verglichen (Tabelle 16, 17). Die erste Gruppe hatte
durchschnittlich hohere, jedoch statistisch nicht signifikante Werte bei der Vorwértsmotilitét
und den ,,lebenden* Spermien. Bei den Spermiengeschwindigkeiten hatte nur die VCL hohere
Werte in der Gruppe, mit deren Samenproben eine Konzeption erreicht wurde. Bei den
Motilitétsparametern VAP und VSL waren die Werte der Gruppe A dagegen geringgradig
niedriger als die der Gruppe B (Tabelle 16). Statistisch konnte diese Tendenz zu einer
besseren Spermaqualitit in der Gruppe mit erfolgreicher Besamung jedoch in keinem Fall

abgesichert werden.

Tabelle 16: Qualitit der Samenproben (& * s) , mit denen nach einmaliger Besamung eine
Tréachtigkeit erzielt (Gruppe A) bzw. nicht erzielt wurde (Gruppe B).

Vorwirtsmotilitit »lebende Spermien Spermiengeschwindi
(%) (%) gkeiten (um/sec)
Mittelwerte Bromphenolblau- | Kovacs-
. .. | Computer- . .
subjektiv Nigrosin Foote VCL | VAP | VSL
auswertung . =
Féarbung Féarbung
_ 38,2 44,7 76,5 64,4 212,4 | 110,3 | 85,2
A (0=17) +18,5 +17,9 +12,1 +13,2 +539 | £252 | £20,2
_ 36,5 40,9 74,5 60,1 206,6 | 110,9 | 86,7
B (n=30) +21,8 +21,9 +15.2 +17,0 150:4 132,’2 +27,7
Differenz der
Mittelwerte 1,7 3,8 2,0 4,3 58 | -0,6 | -1,5

Die Anzahl der Spermien mit geschadigtem Mittelstiick war bei den Samenproben der Gruppe
A geringgradig niedriger (p>0,05) als in der Gruppe B (Tabelle 17). Die iibrigen Anomalien

wichen ebenfalls nur unwesentlich (p>0,05) in den beiden Gruppen voneinander ab.
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Tabelle 17: Qualitit der Samenproben (§ £ s) , mit denen nach einmaliger Besamung eine
Trachtigkeit erzielt (Gruppe A) bzw. nicht erzielt wurde (Gruppe B).

Mittelstiick- Morphologische Anomalien (%) Vorwirtsbew
Grupne membran- e egliche
PP Schidigungen Kopf- . : Proximale Spermien/
(%) anomalien e Zytf)plasma- Dose (x 10°)
tropfchen
A (n=17) 6,3+39 6,2 £33 35+26 5,2+82 4,9 +32
B (n=30) 8,9+556 4,9 +20 4,1+29 4,6 +74 5,2+41
Differenz der _2.6 13 ~0,6 0.6 03

Mittelwerte

Da auf Grund der kleinen Fallzahlen statistisch abgesicherte Zusammenhéinge zwischen

Samenqualitédt und erzielter Triachtigkeit nicht herstellbar waren, wurden die oben genannten

Tendenzen mit Hilfe einer weiteren Analyse auf ihre Aussagefihigkeit tiberpriift. Um eine

grofBere Fallzahl fiir die Auswertung zur Verfiigung zu haben, wurden die 47 Proben von

einmaligen Besamungen der Station Schwaiganger mit den 33 Proben der Einfachbesam-

ungen der Klinik, insgesamt 80 Proben, in einer Gruppe zusammengefaBt. Zum Uberpriifen

eines moglichen EinfluBes der einzelnen Samenparameter auf die Fruchtbarkeit wurden diese

Proben nach den einzelnen Qualitdtsmerkmalen sortiert. So wurden bei jedem Parameter die

10% besten Proben mit den 10% schlechtesten Proben (jeweils 8 Proben) auf ihre Tréachtig-

keitsergebnisse hin verglichen (Tabelle 18).

Beim Vergleich der Tréachtigkeitsergebnisse, die mit den 8 besten bzw. den 8 schlechtesten

Spermaproben erzielt wurden, ist bei der Mehrzahl der fiir die Auswertung beniitzten Sperma-

parameter ein leichter Trend zugunsten der besseren Spermaqualitit zu sehen (Tabelle 18).

Auf Grund der geringen Fallzahlen sind konkretere, statistisch abgesicherte Aussagen jedoch

nicht moglich.
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Tabelle 18: Hierarchisierung nach einzelnen Samenparametern der 80 Samenproben, die bei
einmaliger Besamung pro Rosse in der Klinik und Station Schwaiganger verwendet wurden.
Anzahl der Stuten, die von den jeweils 10% besten und 10% schlechtesten Proben (jeweils

n=8) trachtig wurden.

8 besten Proben 8 schlechtesten Proben
Samenparameter SpemmmTEe Tréachtige SpemmaTETE Tréachtige
von: bis: ST von: bis: SIS
_ (von 8) . (von 8)
Vorwirtsmo Schétzung 70 4 0- 10 2
tilitﬁt Computer_
(%) auswertung 65,3- 74,7 4 1,9- 13,8 0
Spermien- VCL 268.,4-367,7 3 49-118,7 1
geschwindig VAP 151,3- 202,7 2 32,9- 58,8 1
keiten
(nm/sec) VSL 116,3- 140,4 2 23,2-42.4
»Lebende®  Bromphenolblau- | ¢¢ o 5 2 20- 45,3 1
Spermien Nigrosin
(%) Kovacs-Foote 80,3- 86,3 4 8,3- 26 2
Mittelstiickschidigungen (%) 0,3-1,7 3 17,3-21,3 1
Kopfanomalien (%) 2-2,7 5 11,3-15 4
Kriimmlinge (%) 0- 0,7 2 8,7-21 1
Proximale Zyt?(;):;lsmatropfchen 0-0.7 ) 14.3-333 4
Anteile der abgelosten Akrosome
bei den ,,toten* Spermien (%) 0-8,1 2 44,0- 39,2 3
Vorwiirtsbewegliche
Spermien/Dose (x 10%) 1,5-4.9 S 0,02- 0,1 0

Deswegen wurde eine weitere Auswertung vorgenommen, bei der die Tréchtigkeitsergebnisse

der Spermaproben, die hinsichtlich der 3 Qualitdtsmerkmale Vorwirtsmotilitit, ,,lebende*

Spermien (ermittelt durch Kovacs-Foote Farbung) und Anzahl vorwértsmotiler Spermien/

Dose am besten waren, mit den Proben, die bei der Kombination dieser drei Kriterien am

schlechtesten abschnitten, verglichen wurden.

Die 8 besten Proben hatten eine Vorwértsmotilitdt (geschitzt und per Computeranalyse er-

mittelt) von liber 50%, einen Anteil von ,,lebenden‘ Spermien von iiber 64% in der Kovéacs-
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Foote Firbung und iiber 6,3 x 10® vorwirtsmotile Spermien pro Besamungsdose. Von diesen

8 auf diese Weise definierten besten Proben wurden 7 Stuten trachtig.

Die 8 schlechtesten Proben wiesen eine Vorwirtsmotilitdt von unter 20%, einen Anteil von
,lebenden* Spermien von weniger als 22% und weniger als 1,3 x 10° vorwirtsmotile Sper-
mien pro Besamungsdose auf. Mit diesen schlechtesten Proben wurden nur 2 der 8 Stuten

trachtig.
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5 Diskussion

Die moglichen Zusammenhénge zwischen Samenqualitét und Fruchtbarkeit sind nach wie vor
ungeklart, aber wegen ihrer praktischen Bedeutung Gegenstand vieler Untersuchungen. Man
ist sich dartiber einig, dal3 es keinen einzelnen Samenparameter gibt, der die Fertilitatsrate
hervorsagen kann. Allerdings geht man davon aus, da3 durch die Kombination mehrerer
Spermaparameter, vor allem der Motilitdt und Membranintegritit, bessere Korrelationen zur
Fruchtbarkeit herstellbar sind (DIAZ und DIAZ, 1989; MAGISTRINI et al., 2001;
WABERSKI et al., 1999). Da in der Literatur die Kovacs-Foote Farbung als eine besonders
gut geeignete Methode zur Uberpriifung der Membranintegritit der Spermien bei Bulle und
Eber beschrieben worden ist, wurde in der vorliegenden Arbeit zunichst untersucht, ob diese
Féarbemethode auch fiir Hengstsamen anwendbar ist. Neben diesen methodischen Unter-
suchungen wurde im zweiten Abschnitt iiberpriift, ob und welche Beziehungen zwischen den

so ermittelten Spermaparametern und der Fruchtbarkeit von Hengsten bestehen.

Die Kovéacs-Foote Farbung kann im Gegensatz zu herkdmmlichen Vitalfirbungen wie bei-
spielsweise die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung nicht nur den ,,Lebend/Tot*- Status der
Spermien anzeigen, sondern auch Information liber den Akrosomzustand und die Schidigung
der Mittelstiickmembran liefern. Auf Grund der unterschiedlichen Anfarbung der einzelnen
Spermienstrukturen haben KOVACS und FOOTE (1992) bei Bulle und Eber eine Eingrup-
pierung der Spermien in sieben Klassen (siehe 3.1) vorgenommen. Dies ist, wie die eigenen

Untersuchungen zeigten, auch fiir Hengstspermien in reproduzierbarer Form moglich.

Anhand der Percoll-Separation konnte belegt werden, da3 Spermien mit geschédigter Mittel-
stickmembran immotil sind, wie schon von NAGY et al. (1999) fiir Bullenspermien vermutet
wurde. Der Anteil der Spermien, die eine intakte Beschaffenheit des Akrosoms und gleich-

zeitig des postakrosomalen Bereichs und der Mittelstiickmembran aufweisen, war geringer,
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als derjenige der membranintakten Spermien, der durch die Bromphenolblau-Nigrosin
Féarbung ermittelt wurde. Auch war die Korrelation zwischen dem mit der Kovacs-Foote
Féarbung ermittelten Anteil membranintakter Spermien und der Motilitdt der Spermien besser

als bei der Bromphenolblau-Nigrosin Farbung (siche Abb. 27).

Weiterhin zeigte sich, da3 die Kovacs-Foote Farbung auch fiir die Untersuchung von kon-
servierten Samenproben geeignet ist, und zwar sowohl fiir fliissigverdiinnte als auch tiefge-
frorene Proben. Bei langerer Aufbewahrungszeit des Samens nehmen Schiadigungen der
Mittelstiickmembran deutlicher zu als die der Kopfmembran. Auch nach dem Einfrierprozess
wurden ein deutlich hoherer Anteil der Mittelstiickschddigungen bei noch intakten Kopf-
membranen beobachtet. Dies deutet darauf hin, dal} die Mittelstiickmembran sensibler und als
erstes auf duflere Reize wie Kilteeinwirkung reagiert. Die unterschiedliche Sensibilitit und
Farbstoffdurchldssigkeit der Membranen ist mdglicherweise darauf zuriickzufiihren, daf3 die
Plasmamembran des Spermiums verschiedene Baumuster im Kopf- und Mittelstiickbereich
hat (SINOWATZ, 2001). So entsteht laut ROVAN (2001) der Eindruck, ,,als ob von einer
Zelle in den unterschiedlichen Regionen unterschiedliche Funktionen unabhéngig von-

einander ausgeiibt werden konnen®.

Eine weitere methodische Frage, die in der vorliegenden Arbeit bearbeitet wurde, betrifft die
Ermittlung des geeignetsten Verdiinnungsgrades mit NaCl-Losung fiir die Kovacs-Foote
Féarbung. Bei steigender Verdiinnungsreihe nahm der Anteil der kopfmembranintakten Sper-
mien deutlich ab. Insbesondere war dies bei den Proben mit eidotterhaltigem Verdiinner zu
beobachten. Bei der Suche nach einer Erklarung stellt sich die Frage, ob die Eidotterpartikel
den Farbstoff absorbiert haben (pers. Mitteilung, NAGY, 2000) und so bei unverdiinnten
Proben filschlich eine erhohte Anzahl von membranintakten Spermien lieferten, oder ob die

NaCl-Losung die Spermien geschéidigt hatte und so bei starkeren Verdiinnungen mehr
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geschédigte Spermien gezahlt wurden. Vermutlich handelt es sich um das Zusammenwirken
beider Mechanismen, da einerseits auch im Nativsamen bei hoherem Verdiinnungsgrad
weniger intakte Spermien auftraten, was nur durch Schiadigung durch die NaCl-L&sung und
nicht durch Farbstoffabsorbtion erkldrbar ist. Andererseits wurden in der unverdiinnten
Gruppe der Proben mit Eidotterpartikeln mehr kopfmembranintakte Spermien gezihlt, als bei
der unverdiinnten der Nativsamenproben vom gleichen Ejakulat, was mit der Farbstoffab-
sorbtion erkldrbar wire. Deswegen und aufgrund der subjektiv besseren Auswertbarkeit,
erscheinen die NaCl-Verdiinnungsstufen 1:1 und 1:4 fiir die Untersuchung von Hengst-

spermien empfehlenswert.

Insgesamt gesehen hat sich gezeigt, da3 die Kovacs-Foote Farbung leicht erlernbar ist und
weiterhin den Vorteil hat, daB} sie preisgiinstige Farbemittel verwendet und nur ein Lichtmi-
kroskop bendtigt. Dariiber hinaus ist sie die einzige lichtmikroskopische Methode, die das
Mittelstiick farbt. Bei Bullenspermien liefert die Kovacs-Foote Farbung vergleichbare Er-
gebnisse wie die mit Flowzytometrie ausgewerteten Fluoreszensfarbungen (pers. Mitteilung,
NAGQGY, 2001), gleichzeitig ist sie weniger aufwendig. Allerdings ist die Durchfiihrung
Kovacs-Foote Farbung komplizierter und langwieriger als die Bromphenolblau-Nigrosin
Féarbung. Die Verwendbarkeit der Kovacs-Foote Farbung in der Praxis der kiinstlichen Be-
samung beim Pferd wurde anhand von 181 Samenproben iiberpriift. Sie erbrachte selbst bei

unterschiedlich konservierten Proben zuverldssige Ergebnisse.

Wie schon vielfach durch andere Untersuchungen belegt wurde, gibt es gro3e individuelle
Schwankungen bei der Bestimmung einzelner Parameter der Spermaqualitét. Dies gilt
insbesondere fiir die Motilitét, die geschétzt oder per Computeranalyse bestimmt werden
kann. In der vorliegenden Studie wurden je nach Erfahrung des Untersuchers in der Beur-

teilung von Hengstsperma unterschiedlich gute Korrelationen zwischen den Schitzwerten und
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der Computerauswertung ermittelt. Bei erfahreneren Tierdrzten ergab sich eine durchschnitt-
liche Korrelation von r=0,76, bei Tierirzten, die seltener Hengstsamen untersuchten, lag diese
bei r=0,71 und bei den technischen Assistentinnen betrug sie r=0,62. Diese Korrelationen

waren geringer als die von LEIDL et al. (1987) bei Bullensperma ermittelten (r=0,81).

Diese individuell bedingten Schwankungen haben neben anderen Ursachen zu Folge, daf3
Schitzwerte verschiedener Labors nur bedingt vergleichbar sind. Auch die Ergebnisse der
computergestiitzten Motilitdtsbestimmung unterliegen verschiedenen methodisch bedingten
Einwirkungen. Hengstspermien werden aufgrund ihrer geringen GroBe leicht mit Eidotter-
partikeln verwechselt (ZIEGLER, 1991). Dartiiber hinaus beeinflussen auch unterschiedliche
Einstellungen des Computeranalyseprogramms die Ergebnisse. Diese Einstellungen werden
bei den verdffentlichten Artikeln in der Regel jedoch nicht angegeben. Hinzu kommt, daf3 alle
Methoden nur einen kleinen Ausschnitt der Gesamtmenge der Spermien auswerten. Diese und
andere methodische Variationen sind der Grund dafiir, daf} die Ergebnisse verschiedener La-

boratorien nur bedingt vergleichbar sind.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung mdglicher Zu-
sammenhénge zwischen den ermittelten Qualititsdaten einer Samenprobe und dem Ergebnis
der Besamung. Da die Konzeptionsergebnisse nicht nur von der Qualitdt der Samenportion,
sondern auch von der Fruchtbarkeit der Stute und schlieBlich ganz erheblich vom sogenannten
Besamungsmanagement (wie Anzahl und Zeitpunkt der Inseminationen) abhéngig sind, ist es
schwierig, die Zusammenhénge von Spermaqualitdt und Fruchtbarkeit zu ermitteln. Dies gilt
fiir die Verhéltnisse beim Pferd um so mehr, weil die Fallzahlen im Vergleich zur Rinderbe-
samung duflerst gering sind. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dal Besamungshengste schon
aufgrund ihrer Samenqualitdt vorselektiert sind, also nicht die gesamte biologische Bandbreite

der Spermaparameter vorhanden ist (McDONALD und PINEDA, 1989).
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Um die genannten Variationsursachen soweit als moglich auszuschalten, wurden in dieser
Arbeit nur die Félle fiir die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen Samenqualitidt und
Befruchtungsergebnis herangezogen, in denen Stuten nur einmal pro Rosse besamt wurden.
Trotz dieser Selektion und Standardisierung der Félle konnte in der Gruppe der Stuten, die
konzipierten, keine eindeutig bessere Spermaqualitit als in den Féllen, in denen es nicht zur
Konzeption kam, gefunden werden (Tabelle 13, 14, 16, 17). Es waren lediglich Tendenzen fiir
bessere Werte, insbesondere bei der Vorwértsmotilitdt und dem Anteil membranintakter
Spermien nach der Kovacs-Foote Farbung zu beobachten (Tabelle 13, 16). Bei der Mehrzahl
der liberpriiften Qualitdtsmerkmalen konnte zwar wieder ein Trend zu besseren Werten in der
Gruppe der erfolgreichen Besamung festgestellt werden, allerdings waren diese Unterschiede

auch bei dieser Form der Auswertung nicht signifikant.

Um diese Tendenzen auf ihre Aussagekraft hin zu iiberpriifen, wurden in einem weiteren
Schritt die besten und schlechtesten 10% der Proben, aufgeschliisselt nach einzelnen
Qualitdtskriterien wie Vorwértsmotilitét, etc. auf ihre Zusammenhinge mit den Tréachtig-
keitsergebnissen hin verglichen (Tabelle 18). Auch hier ergaben sich fiir die Mehrzahl der
ausgesuchten Spermaparameter geringgradig bessere Werte bei erfolgreicher Besamung, die

Unterschiede konnten aber ebensowenig statistisch belegt werden.

SchlieBlich bestdtigte sich, da3 durch die gleichzeitige Verwendung mehrerer Qualitéts-
kriterien eine deutlichere Korrelation zu den erwarteten Besamungsergebnissen herstellbar ist
(HAFEZ, 1989; WABERSKI et al., 1999). Die entsprechende Auswertung unter Einbezug der
biologisch als besonders relevant angesehenen Qualititsmerkmale Vorwértsmotilitit, Mem-
branintegritét (ermittelt durch Kovécs-Foote Farbung) und Anzahl vorwéartsmotiler Spermien

pro Besamungsdose ergab, dall 7 von 8 Stuten, die mit den so definierten besten Samenpor-
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tionen inseminiert worden waren, trichtig wurden, wohingegen mit den 8 schlechtesten

Proben nur 2 von 8 Stuten konzipierten.

Schlussfolgerungen:

Die Kovacs-Foote Farbung ist eine praktikable Methode zur Beurteilung der Membran-
integritit von Hengstsperma, die mehr und zuverlédssigere Informationen als herkdmmliche
Vitalfarbungen wie die Bromphenolblau-Nigrosin Farbung liefert. Insbesondere durch die
Féarbung des geschédigten Mittelstiick zeigt sie frithzeitiger und sensibler einen Qualitéts-

verlust des Samens an.

Es bestitigte sich, daB3 auf Grund eines einzigen Merkmals der Spermaqualitit eine Vor-
hersage der Fertilitdt von Hengstsamen nicht moglich ist. Dies gilt auch fiir die hier {liberpriifte
Kovécs-Foote Farbung. Die Kombination der Qualititsmerkmale Prozentsatz vorwértsmotiler
Spermien, Anteil membranintakter Spermien ermittelt mit der der Kovacs-Foote Farbung und
Anzahl vorwirtsmotiler Spermien pro Besamungsdose 146t im Vergleich dazu eine zuver-

lassigere Aussage iiber die voraussichtlichen Konzeptionsergebnisse erwarten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die gebrduchlichsten Methoden zur Qualitdtsbestimmung
von Hengstsamen zu vergleichen und zu {iberpriifen, ob durch den Einsatz der Kovacs-Foote-

Féarbung die Vorhersage der Befruchtungsfahigkeit verbessert werden kann.

Um die neuartige Kovacs-Foote- Farbung auf ihre Verwendbarkeit bei Pferdesamen hin zu
testen, wurden zunichst methodische Voruntersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurde das
Férbeverhalten der Spermien nach Schockgefrieren, provozierter Akrosomenreaktion und
Verdiinnung mit NaCl getestet, sowie die Immotilitdt mittelstiickgeschidigter Spermien
mittels des Percollverfahrens nachgewiesen. Zur Reproduzierbarkeit der Farbemethode

wurden Wiederholungszéhlungen durchgefiihrt.

Zum Vergleich der iiblichen Methoden zur Motilititsbestimmung von Samenproben wurden
die Schitzwerte von sieben Personen den Werten, die mit Hilfe zweier spezieller Computer-

programme ermittelt wurden, gegeniibergestellt.

Zur Uberpriifung der mdglichen Zusammenhinge zwischen Samenqualitit und Fruchtbarkeit
wurden insgesamt 80 Besamungsdosen, die bei 80 Einfachbesamungen pro Rosse zum Ein-
satz kamen, untersucht. Die Qualitdt der Samenportionen wurde anhand der iiblichen Para-
meter und der oben erwihnten Methoden beurteilt. Die so erhobenen Werte wurden mit den

aus diesen Belegungen erzielten Trachtigkeiten in Bezug gesetzt.

Es zeigte sich, daB3 die Kovacs-Foote Farbung auch bei Hengstsamen reproduzierbare Er-
gebnisse liefert und dal3 diese Farbemethode die Unversehrtheit der Spermienmembran

differenzierter darstellt, als die bereits etablierte Bromphenolblau-Nigrosin Farbung, da sie
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auch Aussagen iiber die Integritit der Kopfkappe und der Membran des Mittelstiicks zulaft.
Sie erwies sich auch fiir die Untersuchung von fliissigkonservierten und tiefgefrorenen

Samenproben des Hengstes als geeignet.

Beim Vergleich der Samenportionen, die eine Trachtigkeit erreichten, mit denjenigen, die
keine Konzeption erzielten, ergaben sich fiir die einzelnen Qualitdtsmerkmale bei erfolg-
reicher Insemination tendenziell bessere Werte (p>0,05). Die Parameter mit der relativ besten
Aussagekraft hinsichtlich der Fertilitdt waren die Vorwértsbeweglichkeit und der Anteil der
membranintakten Spermien nach der Kovacs-Foote Farbung. Bei der Gegeniiberstellung der
Befruchtungserfolge der 10% (8) besten und der 10% (8) schlechtesten Spermaproben, je-
weils gemessen an den einzelnen Parametern, ergaben sich wiederum fiir die beiden Qualitits-
merkmale Vorwértsmotilitdit und Membranintegritét die relativ besten Zusammenhénge mit
der Fertilitit. Die Unterschiede in den erzielten Trichtigkeiten waren allerdings nicht signi-
fikant (jeweils 4 Triachtigkeiten bei Inseminationen mit den 8 besten Proben und jeweils 2
Trachtigkeiten mit den 8 schlechtesten Proben). Ein deutlich besserer Zusammenhang zwi-
schen Samenqualitit und Konzeptionsergebnissen wurde bei der gleichzeitigen Verwendung
der drei Merkmale Vorwartsbeweglichkeit, Membranintegritdt und vorwirtsbewegliche Sper-
mien/Besamungsdosis erkennbar. Die Insemination mit den so definierten acht besten Portio-
nen fiihrte in 7 von 8 Féllen zum Erfolg, wihrend mit den acht schlechtesten Dosen nur in 2

von 8 Fillen eine Trichtigkeit erzielt wurde.

Insgesamt zeigte sich, daf3 die hier liberpriifte Kovacs-Foote Farbung fiir die Beurteilung der
Membranintegritit von Hengstspermien besser geeignet ist als die herkdmmlichen Supravital-
farbungen. Bei gleichzeitiger Verwendung mit den Qualitétskriterien Spermienmotilitét und
Anzahl motiler Spermien in der Besamungsdosis 148t sie relativ zuverldssige Aussagen tliber

die Befruchtungsfihigkeit einer Besamungportion zu.
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7 SUMMARY

w»Evaluation of stallion semen —particularly motility and membrane integrity- and rela-

tionship to fertility*

The aim of the present study was to compare the common evaluation methods of stallion
semen. The new Koviacs-Foote stain was tested upon its capability to improve the prediction

of fertility.

Methodical tests were carried out to ascertain the validity of the Kovéacs-Foote stain for
stallion semen. The reaction of the sperm to shockfreezing, artificially induced acrosome
reaction and dilutions with NaCl-solution were investigated. The Percoll separation method
proved that sperm with damaged midpiece are immobile. Repeated counts of stained smears

were performed to test the repeatability.

For the evaluation of sperm motility the subjective results of seven persons were compared

with two computerassisted methods.

The relationship between sperm quality and fertility was examined in 80 semen samples that
were used for single insemination in mares. The common parameters were evaluated with the

methods described and compared with the fertility achieved.

It could be demonstrated that the Kovacs-Foote stain provides repeatable results with native,
fresh diluted and deep- frozen stallion semen samples. This method offers more detailed in-
formation than the Bromphenolblue- Nigrosin stain, such as acrosome status and membrane

integrity of head and midpiece.
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Semen samples, which resulted in a pregnancy after a single insemination, had a slightly
better quality than the other semen samples (p>0.05). The most useful parameters were: pro-
gressive motility and the percentage of spermatozoa with an intact plasma membrane
(Kovacs-Foote stain). After ranking the 80 semen samples according to single parameter, in-
seminations performed with the 10% (8) highest and 10 % (8) lowest ranked semen samples
only resulted in slightly different pregnancy rates. Again the parameter progressive motility
and percentage of intact plasma membrane showed the relatively best correlations (4 pregnan-
cies were obtained with the 8 best samples and 2 with the 8 worst samples for each parame-
ter). A combination of three parameters (progressive motility, total number of spermatozoa
with progressive motility and percentage of spermatozoa with intact plasma membrane) pro-
vided a more reliable prognosis of the single cycle pregnancy rate. When all semen samples
were ranked on the combination of these 3 parameters, 7 out of 8 mares inseminated became
pregnant by the top 8 semen samples, whereas using the 8 lowest ranked samples, only in 2

out of 8 inseminations gained a pregnancy.

In conclusion, the Kovécs-Foote staining method provides more reliable information than
common vital stains, regarding the quality of semen samples of stallions. With the combina-
tion of the quality parameters motility and number of motile sperm per dosis, this staining

method allows a relatively reliable statement about the fertility of a insemination sample.
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ANHANG

Verwendete Samenverdiinner

Frischsamenkonservierung
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Kenney- Magermilchverdiinner (nach KENNEY et al., 1975):

Magermilchpulver

Glucose

Natriumbikarbonat (8,4%)
Gentamicinsulfat (50mg/ml)
Aqua bidest.

Frischsamenkonservierung

24¢
49 ¢
2,0 ml
2,0 ml
92,0 ml

Dimitropoulos- Eidotterverdiinner (nach VAN DER HOLST, 1984):

Losung I:

e Glucose

e Fruktose

e Aqua bidest.

Losung II:

e Natriumcitrat
Glycin
Sulfanilamid
Aqua bidest.

12¢g
12¢g
600 ml

20g
94 ¢
35¢g
1000 ml

300 ml Losung I + 500 ml Lésung 1T + 200 ml Eidotter vermischen und 20 min bei 600 g
zentrifugieren. Der Uberstand ist der gebrauchsfertige Verdiinner.



Tiefgefrierverdiinner nach TISCHNER (1979):

e Aqua dest. 100 ml
e Lactose I1g
e EDTA 0,l¢g
e Natriumcitrat 89 mg
¢ Natriumbicarbonat 8 mg
e FEidotter 1,6 g
e Glycerol 3,5ml
e Penicillin 50 i.u.
e Streptomycin 50 mg

Tiefgefrierverdiinner nach MARTIN et al. (1979):

Verdiinner I (Zentrifugationsverdiinner):

e Glucose 6g

e Dinatrium- EDTA 0,37 g
e Natriumzitrat x 2 H,O 0,375 ¢
e Natriumbikarbonat 0,12 ¢g
e Streptomycin 0,05¢g
e Penicillin 501 E.
e Aqua dest. 100 ml
Verdiinner I1:

e Laktose (11%) 50 ml
e Verdiinner I 25 ml
e Eidotter 20 ml
e Orvus-Es-Paste

(Equex STM, Nova Chemical Sales) 0,8 ml
e (Glyzerin Sml

Tiefgefrierverdiinner nach KENNEY et al. (1975):

Verdiinner I (Zentrifugationsverdiinner):

e Glukose 49 ¢

e Magermilchpulver 24¢

e Penicillin G 0,06 g

e Streptomycin 0,075 g

e Aqua dest. ad 100 ml

Verdinner I1:

e Verdiinner I 75 ml
e Glyzerin 5ml

e Orvus-Es-Paste 0,8 ml
e Eidotter 20 ml
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Verwendete Einstellungen fiir das computergestiitzte Motilititsanalysesystem (CMA

Motion Analyser, Stromberg-Mika):

Parameter Einstellung Eigene
»Dummerstorf* Einstellung
Anzahl Bilder 32 32
Mindestbildzahl 14 15
Vielfache Bildgrundfrequenz 1 1
Min. Flache (pix) 25 40
Max. Flache (pix) 400 299
Schwellwert Objektsuche (pix) 5 5
Objekte hell hell
Geschwind.-Klassenbreite (um/sec) 5 2
Geschwind.-grenze immotil (um/sec) 10 12
Geschwind.-grenze lokal motil (um/sec) 25 25
Verdiinnung 1 1
Eichungsfaktor 322 712,663
Korrektur ja ja
Richtung ja ja
Zeilensprung 2 2
Distanz (pix) 31 31
Anzahl Relaxationen 7 7
Pause 2 2
Tukeyfenster
Max. Radius (um) 10 30
Min. Fliche unbewegliche (pix) 25 10
Max. Flache unbewegliche (pix) 150 160
Schwanzdetektion ja ja
Empfindlichkeit 1,1 1,1
XA YA, XE, YE 30, 30, 576, 545 30, 30, 737, 545
Schwanzsuche anwenden auf immotile Objekte | immotile Objekte
GroBe Fenster 15 15
Anzahl Dilatationen/Erosion 4 3
Suchschwelle Schwanz 6 10
Minimale Schwanzgrof3e 10
Doppelter Schwellwert ja ja
Benutzerklassifikator ausfiihren ja ja
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