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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Die Besamung entwickelte sich seit dem Zweiten Weltkrieg zum wichtigsten
Instrument der assistierten Reproduktion beim Rind. Vom Erfolg der Besamung
hangt bis heute die Wirtschaftlichkeit jeder Milchkuh und somit eines modernen
Milchviehbetriebes ab. Aus diesem Grund wurde immer wieder versucht, die
Erfolgsraten mit diversen Methoden zu steigern, wenngleich eine 100%ige
Erfolgsrate nicht erreichbar ist.

Ein Faktor, der den Besamungserfolg beeinflusst, bilden die im Seminalplasma
enthaltenen Prostaglandine der F-Serie (PGF,,). Diese werden bei der heute
Ublichen Verdlnnung, bei der bis zu 500 Besamungsportionen aus einem Ejakulat
hergestellt werden, ebenfalls verdinnt. Diverse Studien haben bereits versucht,
durch Substitution von Prostaglandinen zeitnah zur Besamung die Trachtigkeitsraten
zu steigern, teilweise mit Erfolg. Die Applikation erfolgte dabei sowohl systemisch als
auch lokal in den Uterus. Nur bei der lokalen Anwendung kdnnen die Prostaglandine
neben ihrer Wirkung auf das Myometrium zusatzlich auf die Spermien wirken und
neben dem passiven auch den aktiven Transport steigern.

Neben diesen Feldstudien wurde in vitro untersucht, welche Auswirkungen PGF,, auf
die Kontraktilitat des Myometriums hat. Desweiteren beschaftigten sich verschiedene
Autoren mit dem Einfluss von Prostaglandinen auf die Motilitat von Bullenspermien in
vitro. Jedoch wurden beim Rind bisher nur Studien mit Hilfe der konventionellen
Spermauntersuchung unter dem Lichtmikroskop durchgeflhrt. Eine wesentlich
objektivere Methode, die Motilitdt von Spermien zu beurteilen, stellen computer-
assisted sperm analyser (CASA) dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mit Hilfe des CASA-Systems SpermVision® den
Einfluss eines Zusatzes von PGF,y in vitro auf die Motilitatsparameter boviner

Spermien zu untersuchen.
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2 Literaturuibersicht

21 Prostaglandine

Prostaglandine sind ungesattigte Fettsaurederivate und kommen in fast allen
Geweben des Organismus vor (SCHROR und HOHLFELD 2005). Als hochwirksame
Gewebshormone sind sie an physiologischen und an pathophysiologischen
Prozessen beteiligt (LOSCHER 2010). Sie beeinflussen die physiologische Aktivitat
der glatten Muskulatur. Je nach Prostaglandinmolekil kommt es in BlutgefalRen,
Bronchien, Uterus und Darmwand zur Muskelkontraktion oder -relaxation
(LOSCHER 2010).

Pathophysiologisch  spielen  Prostaglandine  eine  wichtige  Rolle als
Entzindungsmediatoren (EBERT et al. 2009). Sie vermitteln im Rahmen der
Entzindung indirekte Schmerzen und besitzen eine zentrale pyrogene Wirkung
(LOSCHER 2010). Deshalb sind die Enzyme ihrer Synthese zu einer wichtigen
ZielgroRe der antiphlogistischen Therapie geworden (SCHOLZ 2003).

PGF,q kommt in der Veterinarmedizin aufgrund seiner luteolytischen Eigenschaften
eine grolle Bedeutung zu (KROKER 2010). Es wird in der Buiatrik sehr haufig zur
Regulation der Fortpflanzung eingesetzt. Dabei wirkt es sowohl auf die Eierstocke,
die Plazenta und den Uterus, als auch auf die Hypophyse (WEEMS et al. 2006).
Physiologisch wird PGF,4 ab dem 16./17. Tag nach der Ovulation vom Endometrium
gebildet (GINTHER 1967). In der Refraktarphase ist die Regression des Corpus
luteum jedoch nicht auslosbar. So kann die Luteolyse zur Brunstinduktion und
Brunstsynchronisation nicht vor Tag 5 nach der Ovulation induziert werden (BRAUN
et al. 1988; ROWSON et al. 1972). Weitere Indikationen sind die Abortinduktion bzw.
die Geburtseinleitung.

Im mannlichen Geschlechtstrakt spielen Prostaglandine ebenfalls eine wichtige Rolle.
Sie werden vorwiegend von der Glandula vesicularis gebildet (ELIASSON 1959).
Hohe Konzentrationen finden sich aber nur im Seminalplasma von Primaten und
Schafen (KELLY et al. 1976; BYDGEMAN u. HOLMBERG 1966). |hre genaue
Funktion an dieser Stelle ist bis heute noch nicht abschlieRend geklart (SCHROR
und HOHLFELD 2005).
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211 Chemische Struktur

Die chemische Struktur der Prostaglandine wurde erstmalig von BERGSTROM et al.
(1962) beschrieben, nachdem VOGT (1957) bereits die wesentlichen chemischen
Eigenschaften beschrieben hatte. Allen gemeinsam sind neben dem Grundgerust
aus 20 Kohlenstoffatomen die zwei Kohlenstoffseitenketten und ihr Cyclopentanring
(BERGSTROM et al. 1962). Die natiirlichen Prostaglandine besitzen auerdem eine
Hydroxylgruppe an C15 und eine trans-Doppelbindung zwischen C13 und C14
(POYSER 1973). Zusammen mit den Thromboxanen und Leukotrienen gehoren sie
der Gruppe der Eicosanoide an, da sie alle aus der Eikosatetraensaure (syn.
Arachidonséure) gebildet werden (KIETZMANN und BAUMER 20009).

Die Einteilung der verschiedenen Prostaglandine folgt dem Ldsungsverhalten und
der chemischen Struktur in die sechs Gruppen A bis F. Hinzu kommt die Anzahl an
Doppelbindungen an den Seitenketten, wonach ein-, zwei- und dreifach ungesattigte
Prostaglandine unterschieden werden kénnen (KINDAHL 1980; NARUMIYA et al.
1999). PGF,, hat demzufolge zwei Hydroxylgruppen an C9a und C11a und eine
zweite Doppelbindung zwischen C5 und C6 in cis-Stellung (POYSER 1973).

Die Prostaglandinsynthese aus ungesattigten Fettsduren findet in nahezu allen
Korperzellen statt (LOSCHER 2010), mit Ausnahme der Erythrozyten (KROKER
2010). Dabei ist die 20:4 ungesattigte Arachidonsdure das wichtigste
Ausgangsmolekul. Sie ist wie die anderen Substrate in der Phospholipidschicht der
Zellmembranen eingebaut und kommt zusatzlich in komplexen Lipiden vor.

Die Biosynthese wurde von BERGSTROM et al. (1964) und VAN DORP et al. (1964)
anhand von homogenisierten Samenblasendrisen des Schafbockes untersucht. Sie
zeigten, dass Arachidonsaure durch das Homogenat in das Prostaglandin E2
umgewandelt wird.

Prostaglandine werden nicht gespeichert, sondern nach bestimmten Stimuli neu
gebildet und sofort freigesetzt (SCHROR und HOHLFELD 2005). Dabei katalysiert
die Prostaglandinsynthetase, als ein System verschiedener Enzyme, die Bildung der
Prostaglandine. Als erster Schritt wird durch die cytosolische Phospholipase A; die
Arachidonsaure freigesetzt (CLARK et al. 1995), die als Ester der
Membranphospholipide vorliegt (GOFF 2004). Anschlieend werden durch die
Cycloxygenase und die Peroxidase in zwei Schritten die instabilen Prostaglandine H;
und G gebildet (KNISS 1999; GOFF 2004). Diese stellen Zwischenprodukte dar und

werden durch zellspezifische Synthasen und Ketoreduktasen in die Prostaglandine
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E> und F2 (URADE et al. 1995; WATANABE 2002), in Prostacycline und in
Thromboxane umgebaut (SCHOLZ 2003).

21.2 Wirkungsweise der Prostaglandine

Prostaglandine vermitteln ihre Wirkung Uber membranstandige Rezeptoren
(ROBERTSON 1986), da sie trotz ihrer hydrophoben Eigenschaften die
Plasmamembran nicht selbst permeieren kénnen (NARUMIJA und FITZGERALD
2001). Transportproteine sind fur die Freisetzung der Fettsaurederivate zustandig
(KANAI et al. 1995), damit sie auto- und parakrin ihre Wirkung entfalten kénnen
(COLEMAN et al. 1994).

Bei den Oberflachenrezeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(NARUMIYA und FITZGERALD 2001), die je nach Affinitat in finf Haupttypen
eingeteilt werden und sieben Untereinheiten besitzen (NARUMIYA et al. 1999). Sie
unterscheiden sich im Weg der intrazellularen Signaltransduktion. Je nach
Rezeptorsubtyp werden Secondmessengersysteme aktiviert oder inaktiviert. Die
Adenylatcyclase und die Phospholipase C sorgen fur die unterschiedlichen
Effektormechanismen in den verschiedenen Geweben (NARUMIYA et al. 1999).
PGF», bindet an den FP-Rezeptor. Uber eine aktivierte Untereinheit des G-Proteins
kommt es zur Aktivierung der membranstandigen Phospholipase C. Diese wiederum
katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Diacylglycerol
und Inositol-1,4,5-trisphosphat (NARUMIYA et al. 1999). Anschlie3end folgt eine
intrazellulare  Calciumerhéhung, welche bei entsprechendem Anstieg zum
programmierten Zelltod fuhren kann (KERR et al. 1972). Dieser Prozess ist an der
Luteolyse beteiligt.

Die Freisetzung von Calciumionen kann die Kontraktion einer glatten Muskelzelle zur
Folge haben. Diese Signalkaskade entspricht der ersten Kategorie an
Prostaglandinrezeptoren, die kontraktiien Rezeptoren. Des Weiteren gibt es
relaxierende und inhibitorische Prostaglandinrezeptoren. Hier kommt es durch den
intrazellularen Anstieg an cAMP zur Relaxation bzw. zur Inhibition einer Relaxation
durch Absenken des cAMP-Gehaltes (NARUMIYA et al. 1999; NARUMIYA und
FITZGERALD 2001).

Ein weiterer Weg, die Wirkung der Prostaglandine zu regulieren, ist deren Elimination
aus dem Organismus. Der Metabolismus erfolgt sehr schnell in Lunge, Leber und

Niere. Die Metaboliten, darunter vorwiegend 15-Keto-13,14-dihydro-PGF,,, werden
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mit dem Urin ausgeschieden. Die Halbwertszeit von PGFy4 ist mit maximal einer
Minute sehr kurz (GRANSTROM und KINDAHL 1982; GOFF et al. 1984; LEWIS
2003), weil naturliche Prostaglandine bereits bei der ersten Passage der Lunge bzw.
Leber zu 90 % durch Enzyme abgebaut werden.

Wie schnell die unterschiedlichen Prostaglandine eliminiert werden, hangt davon ab,
wie gut sie durch die Plasmamembran der Lungenzellen transportiert werden (KANAI
et al. 1995). Dies verleitet zu der Annahme, dass Prostaglandine vorwiegend am Ort
ihrer Entstehung ihre Wirkung entfalten (NARUMIYA et al. 1999). So bewirkt das
endometriale PGF,,, welches beim Rind direkt Uber die Vena uterina vom
Endometrium zum Zielort transportiert wird, die Luteolyse, ohne dass bereits ein
grolRer Anteil bei der Lungenpassage eliminiert wird. Bei der Stute wird das
systemisch sezernierte PGF,, langsamer verstoffwechselt und kann so eine
systemische Wirkung entfalten (HANDLER und AURICH 2009).

Die ab den 1970er Jahren entwickelten synthetischen Analoga Cloprostenol,
Tiaprost, Fenprostalen, Luprostiol, Fluprostenol und Etiproston haben eine hdhere
Spezifitat und eine wesentlich langere Halbwertszeit (GRUNERT und ZERBE 1999).
Diese betragt nach KROKER (2010) zwischen 1 und 34 Stunden und bewirkt, dass
die synthetischen Praparate wesentlich langer therapeutisch wirksam sind.
AuRerdem haben sie den Vorteil, dass weniger unerwunschte Nebenwirkungen
auftreten. Natlrliches Dinoprost belastet den Kreislauf in Form von Puls- und
Atemfrequenzerhdhung und kann bei Uberdosierung zu Atemnot, Vomitus, Salivation
und Ataxie des Tieres fuhren. Die synthetischen Agonisten fordern dagegen weniger
die Kontraktion der glatten Muskulatur und fuhren deshalb erst bei vielfacher

Uberdosierung zu unerwiinschten Nebenwirkungen (KROKER 2010).
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2.2 Prostaglandine im Ejakulat

Die amerikanischen Gynakologen KURZROK und LIEB (1930) beschrieben die
Wirkung von menschlicher Samenflussigkeit auf den Uterus. Derselbe Uterus
reagierte nach Kontakt mit verschiedenen Ejakulaten unterschiedlich: bei einem mit
Kontraktionen, bei einem anderen relaxierte er sich. GOLDBLATT (1933) und VON
EULER (1934) beschrieben ebenfalls die veranderte Aktivitat von glatter Muskulatur
nach einer Behandlung mit Seminalplasma.

Den Begriff ,Prostaglandine® fuhrte VON EULER (1936) ein. Er isolierte die
ungesattigten Fettsauren aus dem Ejakulat und aus Extrakten der Prostata des
Menschen und spater auch einiger Tierarten. Er hielt diese Fettsauren flr
Bestandteile des Prostatasekretes und gab ihnen deshalb ihren Namen.
BERGSTROM et al. (1962) und NUGTEREN et al. (1966) klarten die molekulare
Struktur auf. Man wies aulierdem Prostaglandine in anderen Geweben nach.
BERGSTROM et al. (1964) und VAN DORP et al. (1964) beschrieben zeitgleich die
Biosynthese aus essentiellen Fettsauren.

Als primaren Syntheseort identifizierte ELIASSON (1959) die Glandula vesicularis,
indem er die verschiedenen Fraktionen des Ejakulates vom Schafbock einzeln
untersuchte. Dieses Ergebnis konnten GEROZISSIS et al. (1982) bei vasektomierten
Mannern bestatigen. Die Biosynthese der von STURDE (1971) so bezeichneten
~opermaprostaglandine” wird durch Androgene gesteuert.

Letztendlich besitzen Prostaglandine viele unterschiedliche Wirkungen, die eine
physiologische Bedeutung im Rahmen der Reproduktion haben. Im Seminalplasma
und im gesamten mannlichen und weiblichen Geschlechtstrakt wurden fast alle
Prostaglandine nachgewiesen. Es handelt sich jedoch oft um Zwischenstufen, die
ohne Enzymaktivitat weiter umgebaut werden, weil sie sehr instabil sind (URADE et
al. 1995). So sind wahrscheinlich alle nachgewiesenen Prostaglandine A und B nur
Artefakte und haben keine physiologische Funktion (JONSSON et al. 1975). Aber
auch die Funktion der E- und F-Prostaglandine im Ejakulat ist nicht abschlieRend

geklart.

2.21 Endogener Prostaglandingehalt

Im menschlichen Seminalplasma gibt es mindestens 17 verschiedene Prostaglandine
(MANN und LUTWAK-MANN 1981). Ihre Konzentration betragt hier bis zu 300 pg/ml.

In vielen anderen Geweben ist sie mit ca. 1 ug/g fast vernachlassigbar (STURDE und
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GLOWANIA 1974). Im Seminalplasma stellen PGE{ und PGE; den quantitativ
groRten Anteil der Prostaglandine (BYDGEMAN und SAMUELSSON 1964). Dies
zeigt die Zusammenstellung von MANN und LUTWAK-MANN (1981) in Tabelle 1.
Aktuelle Arbeiten beziehen sich heute noch auf die Uber 30 Jahre alten

Untersuchungen und Werte (JOSEPH et al. 2013).

Tabelle 1:  Prostaglandingehalte im Ejakulat des Mannes in pg/ml

Prostaglandine Mittelwerte Quelle
PGE+ und PGE; 63,2 BRUMMER und GILLESPIE 1972
PGE; 25 BYGDEMAN und SAMUELSSON 1966
PGE; 23 BYGDEMAN und SAMUELSSON 1966
PGE, und PGE; 73,2 TEMPLETON et al. 1978
PGE; 55 BYGDEMAN und SAMUELSSON 1966
PGE+, PGE; und PGE; 52,6 BYGDEMAN und ELIASSON 1969
19-OH PGE und
19-OH PGE, 267,0 TEMPLETON et al. 1978
PGF1q 3,6 BYGDEMAN und SAMUELSSON 1966
PGF2q 4,4 BYGDEMAN und SAMUELSSON 1966
PGF 2,1 TEMPLETON et al. 1978
19-OH PGF 18,3 TEMPLETON et al. 1978
PGAs (A, Az, By, B) 10,5 BYGDEMAN und ELIASSON 1969
19-OH PGA und
19.0H PGB 29,9 BYGDEMAN und ELIASSON 1969

Erste Versuche, Prostaglandine im Ejakulat von Bullen nachzuweisen, waren
erfolglos (EULER 1934; ELIASSON 1959). Entsprechend konnte nach Kontakt mit
Seminalplasma auch kein Effekt auf die glatte Muskulatur oder den Blutdruck
nachgewiesen werden. Erst VLACHOS et al. (1973) bestimmten die Konzentrationen
an PGF4 und PGF,. Gleichzeitig suchte VOGLMAYR (1973) nach Vorkommen von
PGFy, (Tabelle 2).
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Tabelle 2:  Prostaglandingehalte im Ejakulat des Bullen in ng/ml

Tierart Prostaglandine Messwerte Quelle
PGF; 40
Bulle VLACHOS et al. 1973
PGFq 250
Milchviehbulle PGFq 0,17 + 0,02 VOGLMAYR 1973
Bull PGE;, 395 + 225 MAI und KINSELLA
ulle
PGE, 487 + 407 1980
PGFyq 1,93
Wasserbiiffel REDDY et al. 1982
PGE, 2,40
Schwarzbunte
PGFyq 1,17 LEDWOZYW et al. 1986
Bullen
Bulle PGE 5-10 SHORE et al. 2003
Fleischrassebullen PGF2q 0,273 £ 0,029
JAEGER 2005
Milchviehbullen PGF2q 0,210 £ 0,018

Es fallt auf, dass die Konzentrationen in bovinem Seminalplasma nur einen Bruchteil

der

beim Menschen gefundenen

Konzentrationen

ausmachen. Nur die

Menschenaffen und der Schafbock haben eine ahnlich hohe Konzentration von

Prostaglandinen wie der Mensch. In Tabelle 3 sind die Prostaglandingehalte im

Ejakulat verschiedener Tierarten zusammengestellt.
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Tabelle 3:  Prostaglandingehalte im Ejakulat ausgewahlter Tierarten

Tierart Prostaglandine Messwerte Quelle
PGE; 390 pg/mi
Chimpanse KELLY et al. 1976
PGE, 5 pg/ml
PGE; 420 pg/ml
Rhesusaffe KELLY et al. 1976
PGE; 84 ug/mi
PGE; 28 ug/mli
PGE2q 3,2 ug/ml
BYDGEMAN u. HOLMBERG
Schafbock PGE; 2,0 pg/mi
1966
PGF1q 5,0 ug/ml
PGF2q 2,3 ug/ml
Schafbock PGE 0,5 bis 20 pg/ml SHORE et al. 2003
Eber PGF2q 58,9 + 4,4 pg/ml CHENG et al. 2003
PGE,
Eber PGFq <0,01 pg/ml POYSER 1974
PGA,
PGFq 14,5+ 18,8
Hengst CLAUS et al. 1992
ng/ml
PGE
Hengst 0,03 pg/mi POYSER 1974
PGF
PGE 0,08 pg/mi
Rammler POYSER 1974
PGF2q <0,03 pg/ml
PGE; 1 ng/ml
Ratte VENTURA u. FREUND 1973
PGF4 0,5 ng/ml

Da Prostaglandine eine hohe biologische Aktivitat besitzen, sind sie bereits in sehr
geringen Konzentrationen wirksam (BERGSTROM et al. 1968). Deshalb diirfen sie

im bovinen Seminalplasma nicht vernachlassigt werden. AufRerdem machten

POULOS et al. (1973) auf die Veranderungen in der Phospholipidmembran boviner

Spermien aufmerksam, die wahrend der Passage durch den Nebenhoden auftreten.

Die Folge ist eine relativ hohe Konzentration an Arachidonsaure, die fur die Synthese

von Prostaglandinen genutzt werden kann. Beobachtungen von JAEGER (2005)
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unterstreichen diese Annahme. Er bestimmte die Konzentration an PGFy, in
verdinntem Sperma. Diese unterscheidet sich nur wenig von der in unverdinntem
Sperma. Es muss deshalb zu einer Neusynthese wahrend des
Verdlinnungsprozesses gekommen sein. Spermatozoen sind jedoch laut SCHLEGEL
et al. (1981) nicht zur Neusynthese von Prostaglandinen fahig.

Bei der ldentifizierung der Prostaglandine stellt sich die Frage, ob es sich um
Metabolite handelt, die nach der Ejakulation durch Dehydratisierung oder
Isomerisierung entstehen (URADE et al. 1995). Die ersten Messungen wurden nicht
mit einer einheitlichen Methode durchgefihrt. Zudem war man anfangs noch nicht in
der Lage, unterschiedliche Klassen der Prostaglandine zu differenzieren. Aus diesen
Grunden kann die GroRenordnung der Werte zwar als aussagekraftig angesehen
werden, die Ergebnisse verschiedener Autoren sind jedoch nicht direkt vergleichbar.
Physiologische Schwankungen in der individuellen Zusammensetzung, die dadurch
entstehen, dass die Sekretion des Ejakulates nicht geregelt, sondern ausgeldst wird
(PETZOLDT 2001), und saisonale Unterschiede (GOTTREICH et al. 1996) sind nicht
berucksichtigt.

222 Funktion und Bedeutung der Prostaglandine im Ejakulat

Viele Untersuchungen beschaftigen sich mit dem endogenen Gehalt an
Prostaglandinen im Sperma und dessen Einfluss auf den Befruchtungserfolg beim
Menschen. Es ergeben sich signifikante Korrelationen zwischen einer sonst nicht
erklarbaren Infertilitat und niedrigen PGE>-Konzentrationen (HAWKINS und LABRUM
1961; BYDGEMAN et al. 1970; COLLIER et al. 1975). STURDE (1968) zeigte
zusatzlich, dass in sterilen Ehen ein niedriger Prostaglandingehalt eine proportional
niedrige Spermiendichte nach sich zieht. Dies erlaubt den Schluss, dass der
Prostaglandingehalt im Ejakulat einen direkten Einfluss auf die Fertilitat hat. Die oben
beschriebenen Korrelationen mussen jedoch wegen der Schwankungen der
physiologischen Konzentration von PGE; (TEMPLETON et al. 1978) hinterfragt
werden. Die genauen Aufgaben der Spermaprostaglandine sind in vielerlei Hinsicht
weiter unklar (SCHROR und HOHLFELD 2005), eine Differenzierung der Wirkung
auf folgende Gebiete ist jedoch moglich (PETZOLDT 2001):

- auf den mannlichen Geschlechtstrakt

- auf die weiblichen Reproduktionsorgane

- auf die Spermatozoen
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2.2.21 Auswirkungen auf den mannlichen Geschlechtstrakt

Es sei noch einmal angemerkt, dass der Grofteil der im Seminalplasma enthaltenen
Prostaglandine aus der Glandula vesicularis stammt (GEROZISSIS et al. 1982) und
keinen Kontakt mit Hoden oder Nebenhoden hat. CENEDELLA (1975) beschreibt
einen Einfluss entsprechender Prostaglandinkonzentrationen auf die Aktivitat der
glatten Muskulatur im Samenleiter. Konzentrationen von 0,2 bis 200 ng/ml
verstarkten die Kontraktionen nach Zugabe von Norepinephrin in isolierten
Samenleitern verschiedener Nagetiere (HEDQUIST und VON EULER 1972).
Aulerdem beeinflussen Prostaglandine, wie bereits VON EULER (1936) vermutete,
laut CENEDELLA (1975) die Entleerung der akzessorischen Geschlechtsdrisen.

Im Hoden konnten verschiedene Arbeiten eine Cyclooxygenase 2-Aktivitat in
Leydigzellen vom Goldhamster (FRUNGIERI et al. 2006) und bei ausgewachsenen
Ratten nachweisen (WINNALL et al. 2007). Diese Prostaglandine kdnnen neben
anderen Bestandteilen wie Steroidhormone, proteinische Hormone und
Wachstumsfaktoren eine Wirkung auf den Hoden und Nebenhoden ausuben
(PETZOLDT 2001). FRUNGIERI et al. (2006) fanden entsprechende Rezeptoren fur
PGF2q. Zu der Funktion der Prostaglandine im Hoden gibt es jedoch nur wenige
Untersuchungen.

BARTKE et al. (1976) wiesen einen negativen Einfluss verschiedener Prostaglandine
auf die Testosteronproduktion im Maushoden nach, ebenso SAKSENA et al. (1973).
Letztere beschrieben einen verminderten Testosterongehalt im Plasma nach PGFy,-
Gaben. Neben der direkten Reduktion der Testosteronsynthese durch
Prostaglandine, fuhrt zusatzlich der verminderte Blutfluss zu einer Schadigung der
Testosteron produzierenden Zellen und somit zu einem verminderten
Blutplasmagehalt (EIK-NES 1964).

Systemisch verabreicht verursachen Prostaglandine einen starken Abfall der
Spermatogenese bei Hund und Ratte (SINGH und DOMINIC 1986; MOSKOVITZ et
al. 1987) und die Qualitat der Spermatozoen leidet unter der Anwesenheit von
Prostaglandinen im Hoden (BARKAY et al. 1984; KNUTH et al. 1989). Diese Effekte
konnten allerdings beim Eber nicht gezeigt werden. 10 mg PGFy,, kurz vor der
Absamung intramuskular verabreicht, hatte weder Auswirkungen auf die
quantitativen Parameter des Spermas, noch auf die Libido. Die Untersuchungen
erfolgten im Rahmen einer Langzeitbehandlung tUber 16 Wochen (ESTIENNE und
HARPER 2004).

11
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2.2.2.2 Auswirkungen auf die weiblichen Reproduktionsorgane

Zu einer erfolgreichen Befruchtung bedarf es vieler einzelner Schritte. Einige sind:

- die Samenubertragung

- der Transport der Gameten zum Ort der Befruchtung

- die Ovulation

Die Prostaglandine besitzen einen starken Einfluss auf die Kontraktionsbereitschaft
des Uterus, wie bereits bei ihrer Entdeckung beschrieben wurde (KURZROK und
LIEB 1930). Zu den gleichen Ergebnissen kamen COCKRILL et al. (1935). Die
parakrine Wirkung von PGF,, im Ejakulat (LANGENDIJK et al. 2002a) wird zusatzlich
autokrin verstarkt, indem Ostrogene im Seminalplasma eine Freisetzung von PGF2,
aus dem Uterusepithel induzieren (CHENG et al. 2003; CLAUS et al. 1987). Bei der
naturlichen Bedeckung wird so die Kontraktion der glatten Muskulatur im Uterus
induziert (PATIL et al. 1980, HIRSBRUNNER et al. 2003), um den passiven
Transport der Spermien positiv zu beeinflussen (MUNSTER et al. 2008).

Bei systemischer Gabe von PGF,, reagiert der Uterus des Rindes analog.
Verschiedene Autoren konnten unabhangig vom Zyklusstand eine erhohte
Kontraktilitat (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 1987) und den damit verbundenen
intrauterinen Druckanstieg nachweisen (HIRSBRUNNER et al. 2003).

Dieser Effekt lasst sich auch in vitro nachweisen. PATIL et al. (1980) untersuchten
Proben von Rinderuteri und CHENG et al. (2001) Streifen von Schweineuteri. In
beiden Arbeiten konnte mit verschiedenen Mengen an PGF,, die Aktivitat des
Myometriums gesteigert werden. EILER et al. (1989) kamen mit Fenprostalen zu
dem gleichen Ergebnis, allerdings konnten sie in vivo beim Rind keinen Effekt
nachweisen.

NAAKTGEBOREN et al. (1973) und HAWK (1975) fanden darutber hinaus, dass die
Kontraktionen sich nur in einem kleinen Zeitraum um die Ovulation von der Zervix in
Richtung der Eileiter fortsetzen. Wahrend der Ubrigen Zeit im Zyklus verlaufen sie in
entgegengesetzter Richtung. Insgesamt belegen mehrere Studien fur verschiedene
Tierarten die positiven Auswirkungen auf den passiven Spermientransport durch die
gesteigerte Kontraktilitat, beim Kaninchen SPILMAN und HARPER (1973) und
HAWK et al. (1982), beim Schaf EDQUIST et al. (1975) und beim Schwein
LANGENDIJK et al. (2002b) und WILLENBURG et al. (2003). Beim Menschen
konnte ebenfalls durch die Gabe von PGF,, neben der Aktivitat des Myometriums

der passive Transport von Spermien gesteigert werden (BYGDEMAN et al. 1979).
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Im Hinblick auf folgende Trachtigkeiten ist die postpartale Involution des Uterus sehr
wichtig. Der physiologischen Prostaglandinsynthese kommt dabei eine grolde
Bedeutung zu. Der Blutprostaglandinspiegel von Kihen ist am Tag der Geburt stark
erhoht und erreicht mit einem ungestorten Puerperium ca. am Tag 15 post partum
wieder Basalniveau (KONIGSSON et al. 2002). Bei Stérungen der physiologischen
Involution z.B. in Form einer Retentio secundinarum mit einhergehender puerperaler
Metritits ist der Prostaglandinspiegel vor allem in den ersten 10 Tagen deutlich hdher
und bleibt bis zum Ende der Infektion Gber dem Basalniveau (KONIGSSON et al.
2002). Nach LINDELL und KINDAHL (1983) kann durch den Einsatz verschiedener
PGFyq-Praparate post partum die Aktivitat des Myometriums positiv beeinflusst und
so die postpartale Involution geférdert werden. YOUNG und ANDERSON (1986)
konnten ebenfalls durch exogenes PGF,, puerperal verabreicht die Fruchtbarkeit
steigern. Es gibt jedoch viele Arbeiten, die keine Wirkung nachweisen konnten
(MORTON et al. 1992; TIAN und NOAKES 1991, ARMSTRONG et al. 1989).
Insgesamt bleibt somit der Einsatz von PGF,4 im Puerperium umstritten.

Jedoch spielen andere Wirkungen von PGF,, auf die weiblichen
Reproduktionsorgane eine wichtige Rolle. ZOR et al. (1970) waren die ersten, die
einen Einfluss von PGF,, bei der Ovultation erkannten. In diversen Arbeiten
verhinderten die Autoren den Ovulationsprozess bei mehreren Tierarten durch
Indomethacin, welches die Synthese von Prostaglandinen hemmt (SIROIS et al.
2004; GAYTAN et al. 2002). Durch die Gabe von Prostaglandinen konnte
anschlieBend die Ovulation wieder ausgelést werden (GAYTAN et al. 2002). Somit
war nachgewiesen, dass Prostaglandine eine wichtige Rolle im physiologischen
Ovulationsprozess spielen. Bereits ESPEY (1994) verglich die Ovulation mit einer
Entzindungsreaktion, bei der die Cyclooxygenase-2 durch den Anstieg des
Luteinisierenden Hormons (LH) induziert wird (SIROIS et al. 2004).

ARBEITER und ARBEITER (1985) Dberichteten ebenfalls von einer
ovulationsauslésenden Wirkung von Prostaglandinen bei der Stute. Sie verwendeten
fur ihre Untersuchungen Alfaprostol. Die Auswirkungen kénnen jedoch auch in einer
erhohten Ansprechbarkeit der Hypophyse auf das Gonadotropin Releasing-Hormon
begrundet sein, wie sie von RANDEL et al. (1996) beschrieben wurde. Es kommt
dabei zu einer vermehrten Ausschuttung von LH und in der Folge zur Ovulation,
jedoch nicht zu einer Verklirzung des Puerperiums (RANDEL et al. 1996). CRUZ et
al. (1997) steigerten mit Alfaprostol die LH-Konzentration im Blut des Rindes und in
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der Feldstudie von LOPEZ-GATIUS et al. (2004) konnte ebenfalls durch Cloprostenol
die Ovulationsrate verbessert werden.

Das Seminalplasma ruft zusatzlich lokale Reaktionen hervor. In der Zervix und der
Vaginalschleimhaut kommt es nach dem Coitus zu einer Entziindungsreaktion,
welche u. a. gekennzeichnet ist durch die Einwanderung von Leukozyten und einer
Induktion der Cyclooxygenase-2 (COX-2). Diese Reaktion findet bei jeder naturlichen
Samenubertragung statt und ist untrennbar mit einer erfolgreichen Bedeckung
verbunden. Das Prostaglandin E2 wurde dabei als wichtigster Faktor identifiziert
(JOSEPH et al. 2013), von welchem humanes Seminalplasma hohe Konzentrationen
enthalt (TEMPLETON et al. 1978). ESKIN et al. (1973) schreiben den
Prostaglandinen bei der Uberwindung des Zervikalschleims durch die Spermatozoen
eine weitere lokale Wirkung zu. Es kann jedoch auch in diesem Zusammenhang
nicht unterschieden werden, ob es sich um eine parakrine Wirkung der
Prostaglandine im Ejakulat oder eine autokrine Wirkung der durch die COX-2 neu
gebildeten Prostaglandine handelt, da die Untersuchungen in vitro durchgefuhrt

wurden.

2.2.2.3 Wirkungen auf die Spermien

Der direkte Einfluss der verschiedenen Komponenten des Seminalsplasmas auf die
Funktion der Spermien ist laut PETZOLDT (2001) gering, vor allem bei der
naturlichen Verpaarung. Bei der Besamung dagegen kommt es durch die
hochgradige  Verdinnung des Ejakulates zu einer Anderung der
Hormonkonzentration im Vergleich zum Natursprung, so dass die Wirkung der
physiologisch vorkommenden Prostaglandine wegfallen kann, zumal diese nicht
routinemaRig substituiert werden (WEITZE und PETRUNKINA 2007).

Jedoch zeigte JAEGER (2005) mit Hilfe von Verdlinnungsreihen, dass die
Konzentration trotz der Verdunnung ahnlich der des nativen Ejakulates erhalten
bleibt. Es muss also eine Neusynthese von Prostaglandinen stattgefunden haben.
JOHNSON und ELLIS (1977) fanden passend dazu eine geringe
Prostaglandinsynthase—Aktivitat im Spermienschwanz bei der Ratte. Andere Autoren
erzielten davon abweichende Ergebnisse. SCHLEGEL et al. (1981) konnten beim
Menschen keine Neusynthese von Prostaglandinen in vitro durch Spermatozoen

nachweisen.
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Eine gewisse Menge an Prostaglandinen ist fur eine ausreichend gute Motilitat
unbedingt notwendig (SCHLEGEL et al. 1981) und diese wiederum ist
Voraussetzung fur den aktiven Transport der Spermien durchs weibliche Genitale
(MAES et al. 2003). Endogene Prostaglandinkonzentrationen gehen daher direkt mit
der Befruchtungsfahigkeit einher. Allerdings besitzen stark erhéhte Konzentrationen,
wie sie im Rahmen von Entzindungen auftreten, toxische Wirkungen auf die
Spermienzellen (COHEN et al. 1977).

Wie Prostaglandine ihre Wirkung auf jede einzelne Spermienzelle entfalten, wurde
von SHIMIZU et al. (1998) aufgedeckt. PGE+ und PGE; bewirken einen Anstieg der
Kalziumkonzentration im Zytoplasma von Spermien. Auf diese Weise wird vermutlich
durch die Prostaglandine und das Progesteron in der Follikelflissigkeit die
Akrosomreaktion ausgeldst (SHIMIZU et al. 1998) und die Befruchtungsbereitschaft
der Spermien gesteigert (AITKEN et al. 1986). EP3 ist der Rezeptor, der den
Kalziuminflux vermittelt (NARUMIYA et al. 1999). Er wurde erstmalig von
SCHAEFER et al. (1998) auf humanen Spermien nachgewiesen. Obwohl auch ein
Rezeptor fur PGFy,, identifiziert wurde (SHIMIZU et al. 1998), bleibt dieser Effekt bei
PGF,, aus (AITKEN et al. 1986). Vergleichbare Untersuchungen beim Bullen gibt es

bisher nicht.
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23 Zusatz von Prostaglandinen zur Besamungsportion bzw. Applikation
zum Besamungszeitpunkt
Es gibt viele Untersuchungen Uber die Auswirkungen von exogen eingesetzten
Prostaglandinen zum Zeitpunkt der Besamung. Im Rahmen von klinischen
Feldstudien wurden Prostaglandine den Tieren entweder systemisch appliziert oder
lokal mit der Besamungsportion in den Uterus instilliert. Zur Verifizierung des
Erfolges dieser MalRnahmen dienten Trachtigkeitsraten, Wurfgrélien und weitere
klinische Parameter. Auflerdem ist es mittels in vitro-Verfahren maoglich, die
Auswirkungen der zugesetzten Prostaglandine auf verschiedene Parameter der

Spermienmotilitat zu erfassen.

2.31 Auswirkungen auf das Konzeptionsergebnis

Die oben beschriebenen Wirkungen von PGF,, auf die Kontraktilitdit des Uterus
(LANGENDIJK et al. 2002b) und die Motilitat der Spermien (SCHLEGEL et al. 1981)
veranlassten verschiedene Autoren dazu, bei der Besamung mittels simultaner

Gaben von PGF;,4 das Konzeptionsergebnis zu beeinflussen.

2311 Systemische Applikation

Die Arbeit von GABRIEL et al. (2011) beschreibt die Auswirkungen auf die
Trachtigkeitsrate sowohl nach intramuskularer Injektion als auch nach intrauteriner
Instillation von PGF2, unmittelbar nach der Besamung. Durch die systemische
Applikation von 25 mg Dinoprost lie® sich weder bei Farsen noch bei pluriparen
Kihen eine signifikante Steigerung der Konzeptionsrate im Vergleich zur
Kontrollgruppe erzielen.

In der indischen Feldstudie von PATTANIK et al. (2010) wurde 80 Milchkihen und
Farsen 0,25 mg Cloprostenol intramuskular injiziert, die Tiere einer Kontrollgruppe
erhielten keine Injektion. Die Besamung fand 15 Minuten spater statt. Sie erreichten
damit eine Verbesserung der Trachtigkeitsrate am 45. bis 60. Tag post
inseminationem. Dieser Unterschied war allerdings im Vergleich zur Kontrollgruppe
nicht signifikant.

KAUFFOLD et al. (2009) verwendeten 0,5 mg Cloprostenol und verabreichten es 115
Milchkihen und Farsen der Rasse Deutsche Holstein intramuskular. Eine

Kontrollgruppe von 105 Milchkihen erhielt ein Placebo. Mit dieser Dosis blieb ein
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Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls aus. Auferdem ermittelten
KAUFFOLD et al. (2009) die Ovulationsrate, indem sie 24 Stunden nach der
Besamung alle Tiere transrektal sonografisch kontrollierten. Jedoch konnte kein
Einfluss der Behandlung mit Cloprostenol auf den Ovulationszeitpunkt festgestellt
werden.

Die Dissertation von JAEGER (2005) beschreibt Versuche zu beiden
Applikationswegen. In einem Versuch zur intramuskularen Injektion verwendete er 25
mg Dinoprost-Tromethamine, das unmittelbar nach der Besamung gegeben wurde.
Das Probandenkollektiv bestand aus zwei Gruppen, die unterschiedlich zur
Applikation vorbereitet wurden. Zur ersten Gruppe gehorten Kreuzungsfarsen, die
mittels Cosynch plus CIDR (LAMB et al. 2001) synchronisiert wurden. Die zweite
Gruppe bestand aus zunachst nicht-synchronisierten Milchkiihen der Rassen
Deutsche Holstein und Jersey. Bei Tieren aus dieser Gruppe, die nicht in die Brunst
kamen, wurde zusatzlich ein Ovsynch-Programm nach PURSLEY et al. (1995)
duchgefihrt. Zur Auswertung wurde am 35. Tag post inseminationem mittels
transrektaler Sonografie oder am 45. Tag mittels transrektaler Palpation die
Trachtigkeit festgestellt. So konnte JAEGER (2005) eine gesteigerte Trachtigkeitsrate
sowohl bei den Kreuzungsfarsen, als auch bei den Milchkihen erzielen und einen
positiven Einfluss der intramuskularen Applikation des natlurlichen PGFyq
nachweisen.

LOPEZ-GATIUS et al. (2004) fiihrten die im Folgenden beschriebenen drei Versuche
mit intravendser Gabe von 0,5 mg Cloprostenol nach Besamung durch. Sie hatten
strenge Auswabhlkriterien bezlglich des Gesundheitsstatus und der Korperkondition
aller Versuchstiere. Alle Tiere mit einem gestorten Puerperium in Form einer
puerperalen Metritis oder einer Retentio secundinarum wurden ebenso von der
Studie ausgeschlossen wie die Tiere nach konservativer Geburtshilfe und nach einer
Zwillingsgeburt. Stoffwechselprobleme, Mastitiden, Lahmheiten und samtliche
Abweichungen der Geschlechtsorgane von der physiologischen Norm bei der
transrektalen Palpation, die wahrend der Untersuchungen auftraten, waren weitere
Ausschlusskriterien. AulRerdem wurden nur Tiere mit einem Body Condition Score
zwischen 2 und 3,5 fur die Studie herangezogen. Ausgewertet haben sie neben den
Trachtigkeitsraten nach Erst- und Zweitbesamung auch die Ovulationshaufigkeit und

den Einfluss der Jahreszeit.
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In Versuch 1 wurden 379 gesunde Holstein-Friesian Kuhe, die mittels zweimaliger
Cloprostenol-Gabe und anschlieBendem Ovsynch (PURSLEY et al. 1995)
synchronisert wurden, um den Tag 50 post partum besamt. Sie wurden in zwei
Versuchsgruppen unterteilt: Gruppe 1 wurde in der kalten und Gruppe 2 in der
warmen Jahreszeit vorgestellt.

FUr Versuch 2 wurden 248 gesunde Kuhe derselben Herde herangezogen, die
zwischen Tag 90 und 120 post partum eine naturliche Brunst zeigten und sich in der
ersten bis dritten Laktation befanden. Sie wurden nur in der kalten Jahreszeit von
Oktober bis April in die Studie aufgenommen.

In Versuch 3 arbeiteten LOPEZ-GATIUS et al. (2004) mit 183 Holstein-Friesian
Kdhen auf einem benachbarten Betrieb mit ahnlichem Management. Es wurden nur
primipare Tiere verwendet, welche im Sommer von Mai bis September zur
Besamung vorgestellt wurden und bereits zuvor schon mindestens zwei Mal erfolglos
besamt worden waren.

LOPEZ-GATIUS et al. (2004) kommen zu dem Ergebnis, dass 500 ug Cloprostenol
direkt nach der Besamung systemisch verabreicht, die Ovulation bei Milchkiihen
fordert und die Doppelovulationsrate steigert. Die Cloprostenol-Gabe hatte bei durch
Hitze gestressten Tieren einen 4,2-fachen Anstieg der Ovulationsrate zur Folge. Bei
wiederholt brinstigen Milchkihen konnte die Trachtigkeitsrate gesteigert werden. Bei
Kldhen ohne Fertilitatsprobleme konnten sie keinen Effekt nachweisen.

Durch die Applikation von Cloprostenol konnten PRINZEN et al. (1991) eine
verbesserte Trachtigkeitsrate erzielen. Sie hatten 15,2 Prozent mehr tragende Kihe
in ihrem Feldversuch nach intravendser Gabe von 0,05 mg Cloprostenol im Vergleich
zur Gabe eines Placebos in ihrer Kontrollgruppe. 0,2 ml Esrumate® wurden mit Aqua
bidest auf insgesamt 2 ml verdinnt und direkt nach der Besamung injiziert. Die Tiere
der Kontrollgruppe erhielten 2 ml Aqua bidest. als Placebo. Nur Kihe und Farsen,
die zur Erstbesamung anstanden, nahmen an der Studie teil. Die Besamung wurde
von einem Besamungstechniker durchgefuhrt. Tiere mit zu hohen Progesteronwerten
wurden nicht in den Versuch einbezogen. So konnten sie eine Zwischenbrunst
ausschlieRen. Allerdings gaben PRINZEN et al. (1991) keine Werte fur den
Progesterongehalt an und sprechen lediglich von einem ,Normbereich fur Brunst".
Zehn von insgesamt 400 Tieren lagen Uber diesem ,Normbereich® und schieden

deshalb aus.

18



Literaturtibersicht

Ein Jahr spater konnten ARCHBALD et al. (1992) mit Dinoprost bei intramuskularer
Applikation keinen Effekt feststellen. Sie trafen eine Auswahl an Milchkuhen, indem
sie zunachst transrektal nach einem Corpus luteum suchten und gleichzeitig den
Progesteronwert im Blut bestimmten. Kihe mit Corpus luteum und einem P4-Wert
Uber 1 ng/ml wurden mit 25 mg PGFy, intramuskular behandelt. Nur die Tiere,
welche 72 bis 80 Stunden spater in Brunst kamen, nahmen an dem Versuch teil. Das
so definierte Probandenkollektiv wurde in Versuchs- und Kontrollgruppen aufgeteilt.
Die Tiere einer Versuchsgruppe wurden besamt und erhieltene eine Injektion von 25
mg Dinoprost intramuskular.

Das gleiche Prostaglandin verwendeten zuvor MORRISON et al. (1988). lhre
Versuchstiere waren 68 Kreuzungsfarsen Angus x Hereford und 46 pluripare
Chianinakihe. Diese wurden besamt und mit der gleichen Dosierung intramuskular
behandelt. Als Ergebnis konnte kein signifkanter Unterschied in der Trachtigkeitsrate
festgestellt werden.

MORRISON et al. (1988) zahlten zusatzlich die Spermien im Eileiter bei 14
pluriparen Kuhen der Nutzungsrichtung Fleisch, die alle nicht laktierten und einen
physiologischen Zyklus aufwiesen. Diese wurden 16 Stunden nach der Besamung
und Dinoprost-Injektion geschlachtet. MORRISON et al. (1988) fanden auch bei
diesem Versuch keinen Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe,
der PGFy, verabreicht worden war.

PENA et al. (1998) erzielten beim Schwein durch Injektion von Dinoprost in die
Submucosa der Vulva bessere Ergebnisse. Sie injizierten in Spanien von Juli bis
September den Schweinen bei der Besamung 5 mg Dinoprost. Die Kontrollgruppe
erhielt die gleiche Menge einer Kochsalzlésung. Der Unterschied war sowohl bei der
Wurfgrof3e als auch bei der Non-Return-Rate der Sauen statistisch signifikant.

PENA et al. (2001) untersuchten den Effekt von 37,5 ug Cloprostenol auf die
Fruchtbarkeit von Sauen, ebenfalls in Spanien im Sommer von Juli bis September.
Es wurden zwei Injektionen beim Absetzen und direkt nach der Besamung in die
Labien gemacht. Die Fruchtbarkeit konnte auf diese Weise gesteigert werden, da
27,93 % mehr Sauen in der ersten Woche nach dem Absetzen rauschig wurden als
in der Kontrolle. Allerdings konnten weder die Trachtigkeitsraten noch die
Wurfgrofien signifikant gesteigert werden.

Dagegen konnten KIRKWOOD et al. (2007) diesen Effekt von PENA et al. (1998)

nicht bestatigen. Ebenfalls in Spanien und in ltalien nutzten sie fur ihre Versuche
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Schweine, welche 7 Tage nach einer 21-tagigen Saugeperiode rauschig wurden. Die
Versuchstiere wurden zweimal im Abstand von 24 Stunden mit handelsublichem
Ebersperma besamt und erhielten beide Mal 175 pg Cloprostenol intramuskular
verabreicht. Dies entspricht der empfohlenen Dosis zur Geburtseinleitung beim
Schwein. Sie konnten jedoch keinen signifikanten Effekt in allen Versuchsgruppen
nachweisen. Nur in Italien war die Abferkelrate nach Cloprostenolinjektion hoher.

BADER et al. (1999) unternahmen einen ahnlichen Versuch an 346 Warmblutstuten.
Die Stuten erhielten nach spontaner oder induzierter Ovulation entweder 5 mg
Dinoprost intramuskular oder ein Placebo synchron zur Besamung. 18 Tage spater
wurde die Trachtigkeitsuntersuchung durchgefuhrt. Die Injektion von PGF,, zeigte
wahrend der gesamten Besamungssaison keinen Effekt auf die Trachtigkeitsrate.

HAWK et al. (1982) und SPILMAN und HARPER (1973) konnten beim Kaninchen
und EDQUIST et al. (1975) beim Schaf durch systemische Applikation verschiedener
Mengen an PGF,, die Kontraktionsbereitschaft des Uterus in vivo steigern. Sie
verbesserten so den passiven Spermientransport und fanden eine grof3ere Anzahl an

Spermien im weiblichen Geschlechtstrakt.

Die Autoren kommen also insgesamt zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen. Die
systemische Gabe von PGF,, zeitgleich zur Besamung hat je nach Versuchsaufbau
und Tierart teils einen positiven Effekt auf die Reproduktionsdaten, teils nicht. Tabelle
4 gibt eine Ubersicht der durchgefiihrten Arbeiten zum Effekt systemischer Gaben

von PGF;, bei der Besamung und ihrer Ergebnisse.
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Tabelle 4:  Klinische Studien zum Effekt systemischer Gaben von PGFy,, bei der
Besamung (x kein Effekt, + positiver Effekt)
Studie Tierart PGF Applikation | Dosis/Tier | Effekt
GABRIEL et Milchklihe
Dinoprost i. m. 25 mg *
al. 2011 und Farsen
PATTANIK et Milchkihe
Cloprostenol i. m. 0,25 mg t
al. 2010 und Farsen
KAUFFOLD
Milchkihe Cloprostenol i. m. 0,5 mg +
et al. 2009
JAEGER
Farsen Dinoprost i. m. 25 mg +
2005
JAEGER
Milchkihe Dinoprost i. m. 25 mg +
2005
LOPEZ-
GATIUS Milchkihe Cloprostenol i. V. 0,5 mg +
et al. 2004
PRINZEN et Farsen und
Cloprostenol i v. 0,05 mg +
al. 1991 Klhe
ARCHBALD
Milchkihe Dinoprost i. m. 25 mg t
et al. 1992
MORRISON
Fleischrinder Dinoprost i. m. 25 mg +
et al. 1988
PENA Schweine Submucosa
Dinoprost 5 mg +
et al. 1998 (Sommer) der Vulva
PENA Schweine
Cloprostenol Labien 37,5 ug +
et al. 2001 (Sommer)
KIRKWOOD
Schweine Cloprostenol i. m. 0,175mg t/+
et al. 2007
BADER
Stuten Dinoprost i. m. 5 mg *
et al. 1999
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2.3.1.2 Lokale Applikation

GABRIEL et al. (2011) beschreiben die Ergebnisse eines Versuchs mit lokaler
Applikation von PGF,q direkt in die Gebarmutter. Sie instillierten einen halben Milliliter
sterile Kochsalzlésung, die 0,25 mg Dinoprost enthielt, mit Hilfe einer
Inseminationspipette innerhalb einer Minute nach der Besamung. Insgesamt 505
pluripare  Kuhe und Farsen nahmen an dem Versuch teil. Die
Trachtigkeitsuntersuchung fand 8 bis 10 Wochen nach der Besamung mittels
transrektaler Palpation statt. Bei den Versuchstieren konnte so eine Trachtigkeitsrate
von 66 % erreicht werden gegenuber von 59 % bei Tieren einer Kontrollgruppe,
denen eine Kochsalzlésung ohne PGFy, instilliert worden war. Dieser Unterschied
war allerdings nicht signifikant.

Bei JAEGER (2005) blieb ein ahnlich positiver Effekt auf die Trachtigkeitsrate aus. Er
verwendete aber nur einen Bruchteil der Konzentrationen von GABRIEL et al. (2011).
Er versetzte Portionen von 0,5 ml verdinnten Spermas von zwei verschiedenen
Angusbullen mit 0, 500 und 5000 pg/ml Dinoprost-Tromethamine wahrend des
Verdlinnungsprozesses. Dies entspricht einer 2- bis 20-fach hoheren Konzentration
an Prostaglandinen als laut JAEGER (2005) physiologisch im Ejakulat vorkommt. Mit
den so hergestellten Portionen mit durchschnittlich 10 x 10° Spermien/ml wurden 420
Kreuzungsrinder der Nutzungsrichtung Fleisch besamt. Es konnte am errechneten
Kalbetermin kein Unterschied der Konzeptionsraten zwischen den drei
Konzentrationen festgestellt werden.

Andere Autoren fuhrten ahnliche Untersuchungen beim Schwein durch, ebenfalls mit
sehr unterschiedlichen Ergebnissen.

So experimentierten KIRKWOOD et al. (2007) neben der systemischen Applikation
auch mit der intrauterinen Gabe von Cloprostenol. Sie nutzten flur ihre Versuche
Schweine in Spanien und in ltalien, welche 7 Tage nach einer 21-tagigen
Saugeperiode brunstig wurden. Die Versuchstiere wurden zweimal im Abstand von
24 Stunden mit handelsublichem Ebersperma besamt. Jedoch erhohten sie fir die
lokale Applikation die Dosis an Cloprostenol auf das 3-fache, um durch Ruckfluss
von Sperma auftretende Verluste auszugleichen. In diesem Versuch erhielten die
Kontrolltiere keine Hormongaben. Es ergaben sich keine Effekte im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

KOS und BILKEI (2004) besamten Uber 2300 Sauen, aufgeteilt in eine

Versuchsgruppe und eine Kontrollgruppe, in 11 Ferkelerzeugerbetrieben in der
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Slovakei. Die Kontrollgruppe wurde ohne PGF,,-Zusatz besamt, bei den Tieren der
Versuchsgruppe wurden der Besamungsportion 5 mg Dinoprost zugesetzt. So
konnten sie die Konzeptionsrate und die Abferkelrate im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant steigern.

HORVAT und BILKEI (2003) erzielten durch den Einsatz von PGF,, signifikant
bessere Trachtigkeitsraten und grolRere Wirfe. Bei wiederholt umrauschenden
Sauen in einem 2000 Sauen umfassenden Ferkelerzeugerbetrieb in Ungarn
versetzten sie die Besamungsportionen mit 5 mg Dinoprost-Trometamol. Die Tiere
der Kontrollgruppe wurden ohne PGF,, besamt. 22 bis 25 Tage spater wurde die
Trachtigkeitsrate mittels transrektaler Sonografie ermittelt.

Auch WILLENBURG et al. (2003) simulierten eine Situation der verminderten
Fertilitat, indem sie Schweine mit Konzentrationen von nur 0,5 x 10° Spermien pro 80
ml nur ein Mal besamten. Die Versuchsgruppe erhielt Besamungsportionen, welche
mit 5 mg Dinoprost versetzt waren. Das Ergebnis war, dass im Vergleich zur
Kontrollgruppe die Anzahl der Foten gesteigert wurde und zusatzlich die Frequenz
der Uteruskontraktionen in den 2 Stunden nach der Besamung erhdht war. Diese
wurden mittels einem MIKRO-TIP® Katheter gemessen, der in den Uterus eingefihrt
wurde. Auf diese Weise konnten die Druckveranderungen wahrend einer Kontraktion
aufgezeichnet werden.

PENA et al. (2000) konnten durch Zusatz von 5 mg PGFy, zum Inseminat den
sommerlichen  Reproduktionsleistungsrickgang auffangen. Beim  Vergleich
verschiedener Fruchtbarkeitsparameter im Jahreslauf fiel auf, dass die Zugaben von
5 mg PGF,, (Dinoprost) im Inseminat nur von Juli bis September eine hdhere
Abferkelrate nach sich zogen. Der Unterschied war allerdings nicht signifikant - nach
PENA et al. (2000) eine Folge der gesteigerten Abortrate im Sommer. Dagegen
konnten sie unabhangig von der Jahreszeit mit den PGF24-Gaben die Non-return-rate
reduzieren und die WurfgroRRe steigern.

KOZUMPLIK und MARTINEK (1986) verwendeten Cloprostenol fur ihre
Untersuchungen. Sie versetzten Besamungsportionen von 100 ml mit jeweils 500 ng
Cloprostenol und besamten damit pluripare Sauen. KOZUMPLIK und MARTINEK
(1986) konnten damit jedoch keine Verbesserung der Trachtigkeitsraten oder der
Wurfgrolde erzielen.

Ahnliche Versuche fiihrten andere Autoren bei weiteren Tierarten durch. BADER et

al. (1999) applizierten Warmblutstuten PGF2, sowohl intramuskular als auch
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intrauterin. Sie verdunnten 0,5 mg Dinoprost mit 1,9 ml isotonischer Kochsalzlésung
und mischten diese Ldosung unter die Besamungsportion. In der Kontrollgruppe
wurde nur NaCl-Lésung als Placebo verwendet. Die Trachtigkeitsraten waren in den
Gruppen mit PGF,,-Zusatz nicht signifkant hoher.

SPILMAN und HARPER (1973) besamten Hasinnen mit Sperma, welches mit PGFyq
versetzt war. Nach 2,5 bis 3 Stunden ligierten sie den Eileiter, um danach die
Eizellen zu gewinnen und zu untersuchen. Bei den mit Zugabe von PGF,, besamten
Hasinnen fanden sie mehr befruchtete Eizellen im Ovidukt.

Beim Schaf versuchten GUSTAFSSON et al. (1975) und EDQUIST et al. (1975) zu
klaren, ob sich PGF,y positiv auf den Spermientransport in der Gebarmutter des
Schafes auswirkt und inwieweit sich deren Befruchtungsfahigkeit steigern lasst. Sie
konnten die Kontraktilitdt der Gebarmutter steigern, was mit einer groéfReren
Spermienzahl im Ovidukt einherging.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch die intrauterine Gabe von
Prostaglandinen vor allem beim Schwein positive Effekte erzielt werden. Zur
Erlangung ahnlicher Erfolge beim Rind fehlen Feldstudien mit grolen Kuhzahlen. In
Tabelle 5 sind die Ergebnisse der verschiedenen Studien zum Effekt einer

intrauterinen Applikation von PGFy4 bei der Besamung zusammengefasst.
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Tabelle 5:  Klinische Studien zum Effekt einer intrauterinen Applikation von PGFq
bei der Besamung (Applikation 1 = separate Gabe bei der Besamung
und 2 = Zusatz zum Inseminat; + kein Effekt, + positiver Effekt)

Prosta- Applika-
Studie Tierart Dosis Effekt
glandin tion
GABRIEL
Milchkihe Dinoprost 1 0,25 mg *
et al. 2011
JAEGER
Fleischrinder Dinoprost 2 0,5&5ng *
2005
KIRKWOOD
Schweine Cloprostenol 2 0,525 mg +
et al. 2007
KOS und
BILKEI Schweine Dinoprost 2 5 mg +
2004
HORVAT und
Schweine
BILKEI Dinoprost 2 5 mg +
(Umrauscher)
2003
WILLENBURG
Schweine Dinoprost 2 5mg +
et al. 2003
PENA
Schweine Dinoprost 2 5 mg +
et al. 2000
KOZUMPLIK
und Schweine
. Cloprostenol 2 5ng +
MARTINEK (pluripar)
1986
BADER
Stuten Dinoprost 2 0,5 mg *
et al. 1999
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2.3.2 Auswirkungen in vitro
2.3.21 Endogene Prostaglandine

MAI und KINSELLA (1980) fanden keine Korrelation zwischen dem PGE—Gehalt im
Ejakulat und der Motilitdt der Spermien beim Bullen. Zum gleichen Ergebnis kamen
DIMOV und GEORGIEV (1977) beim Schafbock. Sie untersuchten den
Zusammenhang zwischen dem Prostaglandingehalt und der Konzentration, der
Motilitat und der Befruchtungsfahigkeit der Spermien.

SCHLEGEL et al. (1981) wiesen dagegen beim Mann eine negative Korrelation
zwischen PGF,.-Gehalt und der Motilitat nach. Sie fanden bei Mannern mit einer
gestorten Fertilitdt immer eine erhohte Konzentration an PGF,,. Gleichzeitig
beschrieben sie das Phanomen, dass die Beweglichkeit der Spermatozoen nach
Inkubation mit dem Enzym Prostaglandin-15-Hydroxydehydrogenase drastisch
nachlie®. HAYASHi et al. (1988) konnten die gleichen Beobachtungen bei Spermien
von Mausen machen. Sie beschrieben eine verminderte Motilitdt und eine reduzierte
In-vitro-Fertilisationsrate nach Inhibition der Prostaglandinsynthese. Die gleichen
Inhibitoren verringerten die Akrosomreaktion beim Meerschweinchen. Wohingegen
eine Zugabe von PGFy, und PGE; diesen Effekt wiederum reduzierte (JOYCE et al.
1987).

Daraus wird ersichtlich, dass PGF,, in physiologischen Konzentrationen eine
wesentliche Voraussetzung fur die ausreichende Motilitat der Spermien (SCHLEGEL
et al. 1981) und die Ausldosung der Akrosomreaktion ist (SHIMIZU et al. 1998), aber
in zu hoher Konzentration, wie sie vor allem im Rahmen von Entziindungen auftreten
kann, auch toxisch wirkt (COHEN et al. 1977).

2.3.2.2 Exogene Prostaglandine
2.3.2.21 Rind

ABBITT et al. (1977) verdunnten Ejakulate von Bullen mit Verdunner, dem zuvor
PGF,, in Form eines Trishydroxymethylaminomethan-Salzes zugefligt wurde. So
erzielten sie Konzentrationen von 75 bzw. 225 bzw. 675 uyg PGF,, pro ml. Diese
Konzentrationen sind im Schnitt 10°-fach hoher als die natiirliche. AnschlieRend
lagerten sie das verdunnte Ejakulat mit 60 Millionen beweglichen Spermien pro ml in
flussigem Stickstoff bei —180 °C.

26



Literaturtibersicht

Nach 3 Monaten tauten sie die eingelagerten 0,5 ml Portionen in 12 Sekunden bei 35
°C auf. Die Motilitatsparameter wurden direkt nach dem Auftauen und nach 2
Stunden bei 38 °C erfasst.

ABBITT et al. (1977) kamen zu dem Ergebnis, dass mit steigender PGFy4-
Konzentration die Motilitat abnimmt. Dabei hatten 75 ug PGF,4 pro ml einen geringen
Effekt. Ab einer Konzentration von 225 pg PGF,, pro ml war die Motilitat unter dem
Phasenkontrastmikroskop deutlich schlechter. Sie kamen zu dem Schluss, dass die
Konzentrationen von 225 ug PGFyq pro ml und mehr die Vorwartsbeweglichkeit
herabsetzen. Zusatzlich hatten die 2 Stunden Inkubation bei 38 °C einen
signifikanten Einfluss.

HASHIZUME et al. (1984) wahlten eine wesentlich geringere Konzentration, deren
Grollenordnung der naturlichen entsprach. Sie inkubierten verdinntes Bullen- und
Eberejakulat mit 0, 1, 10 und 1000 ng/ml PGFy, fir 3 Stunden bei 37°C. Neben den
Motilitatsparametern erfassten sie zusatzlich den Sauerstoff- und Fruktoseverbrauch
und die produzierte Menge an Laktat. Ihre Versuche zeigten jedoch keinen Einfluss
von PGF,, auf die Motilitat und den Metabolismus der Spermien.

RAMANA et al. (1989) untersuchten Ejakulate von Buffeln der Rasse Murrah. Sie
verdunnten die Ejakulate bei 37 °C, so dass sie 10 Millionen Spermien pro ml
enthielten. Die verwendeten Prostaglandine PGE; und PGF,, wurden teils einzeln,
teils zugleich zu 5 ml Portionen zugegeben. Ziel war es, eine physiologische
Konzentration von insgesamt 5 ng/ml zu erreichen, wie sie REDDY et al. (1982)
bestimmt hatten. Die Proben lagerten anschliefend bei 4 °C. Alle 24 Stunden wurde
eine Probe aus der Lagerung genommen und 3 Tage lang der Anteil
vorwartsbeweglicher, lebender und veranderter Spermien erfasst.

Mit der Lagerzeit nahm in allen Proben die Anzahl vorwartsbeweglicher Spermien ab.
Jedoch zeigten nach 72 Stunden die Versuchsgruppen mit exogen zugesetzter
Kombination PGE, und PGF,, eine signifikant hohere Motilitatsrate als die
Kontrollgruppe. Da dieser Effekt allein mit PGF,, nicht nachzuweisen war, schrieben
RAMANA et al. (1989) ihn dem PGE; zu.

FAYED (1996) gewann sein Probenmaterial aus der Cauda epididymidis von frisch
geschlachteten Bullen. Nach der Aufreinigung verdiunnte er die Proben auf 50
Millionen Spermien pro ml. AnschlieRend versetzte er das gewonnene Bullenejakulat
mit 0, 300, 600 und 1200 pg/ml PGF,4 in Form von Dinoprost-Tromethamine und
inkubierte es fur 4 Stunden bei 37 °C.
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Nach 0, 1, 2 und 4 Stunden untersuchte er einen Tropfen der Probe unter dem
Mikroskop. Zusatzlich bestimmte er den Gehalt an Transaminasen (ALT und AST) im
Medium und machte die gleichen Untersuchungen mit Methylxanthinen.

Mit zunehmendem PGF,,-Gehalt wurde die Motilitat geringer und war nach 2
Stunden mit 600 und 1200 pg/ml PGFyq bei 0 %. Hohe Konzentrationen an
exogenem PGF,, reduzieren demzufolge die Beweglichkeit der Spermien stark.
Zusatzlich kam es laut FAYED (1996) zu einer erheblichen Schadigung der
Plasmamembran, da die Konzentration an Transaminasen im extrazellularen Medium
anstieg. Bei einer Konzentration von 300 ug/ml PGFy, blieb ein ahnlich schadlicher
Effekt aus.

Die neuesten Studien, die Bullenejakulat in vitro mit PGF,, versetzten, stammen aus
den Jahren 2005 und 2006. JAEGER (2005) verwendete eine 2- bzw. 20-fach
hohere Konzentration als er im Ejakulat des Bullen gemessen hatte. Fur sein
Experiment nutzte er die Ejakulate von zwei Angusbullen. Er stellte daraus 0,5 ml
Portionen mit einer Spermiendichte von 10’ Spermien pro ml her. Dies entspricht der
Halfte der normalen Konzentration einer Besamungsportion. Nach der Zugabe von 0,
500 und 5000 pg/ml Dinoprost-Tromethamine wurden die Proben tiefgefroren.

Direkt nach dem Auftauen bei 35 °C und nach einer Inkubation bei 38 °C fur 3
Stunden hat JAEGER (2005) den Anteil physiologischer und beweglicher Spermien
bestimmt. Die exogene Zugabe von PGF,, hatte weder einen Effekt auf die Motilitat
noch auf die Anzahl normaler Spermien in den Proben.

KARAHAN et al. (2006) nutzten Ejakulate von drei gesunden ausgewachsenen
Brown Swiss Bullen. Nach der Zugabe der zehnfachen Menge an Verdunner stellten
sie zwolf Portionen & 0,5 ml pro Ejakulat her. Sechs dieser Proben versetzten sie bei
einer Temperatur von 37 °C mit 0, 125, 250, 500, 1000 und 1500 ug Etiproston und
die restlichen sechs mit Metamizol. AnschlieRend lagerten die Proben bei 4°C. Sie
bestimmten den Anteil vorwartsbeweglicher Spermien mit einem Lichtmikroskop
(400-fache Vergrdlerung) nach 0, 1, 2, 4 und 24 Stunden, danach alle 24 Stunden
bis zum neunten Tag nach Herstellung.

Die Ejakulate der drei Bullen zeigten keine signifikanten Qualitatsunterschiede. In
Abhangigkeit von der Zeit und der Konzentration an PGFy, wurde die Motilitat
unterschiedlich stark beeinflusst. Sie erzielten eine signifikant bessere Motilitatsrate
mit Zusatz von 250 und 500 ug/ml PGF,, nach 24 Stunden. Bei Konzentrationen von
1000, 2000 bzw. 3000 pg/ml PGF2, war nach spatestens 4 Stunden der Anteil
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vorwartsbeweglicher Spermien signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe ohne
PGF .

Die in vitro Untersuchungen an Bullenspermien vor und nach Zugabe von PGFyq
wurden mittels Schatzverfahren am Lichtmikroskop durchgefiihrt. Eine Ubersicht gibt
Tabelle 6. Zur objektiveren Messung der Vorwartsbeweglichkeit und weiterer
Parameter gibt es mittlerweile Computer gestiutzte Verfahren. So genannte Computer
Assisted Sperm Analyzer (CASA) visualisieren und digitalisieren Bilder von Spermien
und werten diese bezlglich der individuellen Beweglichkeit jedes Spermiums aus
(AMANN und KATZ 2004). So kénnen Veranderungen der Bewegungsmuster nach
Zugabe von PGFy, objektiver erfasst werden. Obwohl diese computergestitzten
Verfahren bereits im Routineproduktionsbetrieb von Besamungsstationen etabliert
sind (WABERSKI und PETRUNKINA 2007), gibt es solche Untersuchungen bisher

nur beim Schwein, beim Rind jedoch nicht.
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Tabelle 6: In vitro-Studien zum Effekt von PGFy, auf die Motilitat von
Bullenspermien (- negativer Effekt, + kein Effekt, + positiver Effekt)
Prosta-
Studie Konzentration | Zeitintervalle | Temp. | Effekt
glandin
THAM-
ABBITT 75; 225; 675 0; 2 Std. nach | -180°C
Salz von -
etal. 1977 pg/mi Auftauen - 35°C
PGFZG
HASHIZUME 0,001; 0,01; 1
PGF2q4 0; 3 Std. 37 °C +
et al. 1984 pug/mi
2,5 ng PGEy;
RAMANA PGE, 1,5 ng PGFy;
0; 24; 48; 72
et al. 1989 und/oder 25+15und stq 4°C +
(Biffel) PGFaq 5+ 3ng '
PGE;, + PGFyq
0; 300; 600;
FAYED 1996 | Dinoprost 0;1;2;4Std. | 37°C -
1200 pg/ml
JAEGER 0; 500; 5000 2> 35°C
Dinoprost 0, 3 Std. *
2005 pg/mi 2> 38°C
250; 500 0; 1; 2; 4; 24;
+
pg/mi 48; 72; 96;
KARAHAN et
Etiproston 120; 144; 4°C
al. 2006 1000; 2000;
168; 192; 216 -
3000 pg/ml
Std.
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2.3.2.2.2 Schwein

MUNSTER et al. (2008) untersuchten den Einfluss von PGF,, auf die Motilitat der
Spermien in verdunntem Ebersperma. Es diente jeweils ein Ejakulat von 32 Ebern
der Rasse Pietrain fur die Herstellung handelsublicher Spermaportionen a 90 ml.
Diese wurden direkt nach der Abflllung aus dem Routinebetrieb einer
Besamungsstation entnommen. MUNSTER et al. (2008) versetzten anschlieend
jeweils drei Portionen mit 1 ml Dinolytic® (5 mg Dinoprost/ml), drei weitere mit 2 ml
und drei Portionen dienten als Kontrollgruppe ohne PGF2,. Die Lagerung erfolgte bei
17 °C in einem klimatisierten Raum. Die Untersuchungen fanden nach 24, 48 und 72
Stunden bei 38 °C auf einem beheizbaren Objekttisch statt. Das System
SpermVision™ diente zur EDV-gestutzten Analyse der Proben. Erfasst wurden die
Dichte (Mrd./ml), die Motilitat (%) und die progressive Motilitat (%).

Mit 109 pg/ml konnten MUNSTER et al. (2008) nach 72 Stunden einen signifikanten
Einfluss auf die Motilitdt nachweisen. Dagegen zeigte die zweite Versuchsgruppe bei
einer Konzentration von 55 pg/ml im Untersuchungszeitraum keinen Unterschied im
Vergleich zur Kontrollgruppe. AuBerdem offenbarten die Analysen von MUNSTER et
al. (2008), dass der Maligne Hyperthermie-Genstatus der Eber einen Einfluss auf die
Motilitat hat, die Interaktion der Dinolytic®-Gabe mit dem Maligne Hyperthermie-
Genstatus aber nicht.

YESTE et al. (2008) machten im selben Jahr ahnliche Untersuchungen. Sie nutzten
die Ejakulate von 16 geschlechtsreifen Ebern und verdinnten diese im Verhaltnis
1:5. Insgesamt acht Teilproben versetzten sie mit naturlichem Dinoprost in
verschiedenen Konzentrationen. Drei wurden zusatzlich zu PGFy, noch mit
Hyaluronsaure oder Koffein behandelt und eine diente als Kontrolle. Sie gaben das
PGF,q in Konzentrationen von 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 125, 250 und 500 pg/ml hinzu.
Anschliel’end lagerten die Proben bei 15 °C. Sie erfassten die Qualitatsparameter
bei 37 °C sofort nach PGF,,-Zugabe, nach 1, 3, 6 und 10 Tagen. Dafur verwendeten
YESTE et al. (2008) ein CASA-System der Firma Microptic aus Barcelona,
bestehend aus einem Phasenkontrastmikroskop (Olympus BX41) und einem PC mit
einer Sperm Class Analyser Software (SCA® motility module, Microptic, Barcelona).
Vor jeder Messung inkubierten sie die Spermien bei 37 °C fur 20 Minuten und fuhrten
drei Messungen pro Probe durch.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Konzentrationen Uber 125 pg PGFy, pro ml

zytotoxisch waren. Niedrigere Konzentrationen dagegen wirkten sich nicht toxisch auf
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die Spermien aus. Deshalb konnten diese verwendet werden, um nutzbringende
Effekte zu erzielen. YESTE et al. (2008) erreichten mit der Zugabe von 25 und 50 pg
PGF2q pro ml nach sechs und zehn Tagen signifikant bessere Werte als in der
Kontrollgruppe.

MAES et al. (2003) bestimmten die gleichen Motilitdtsparameter wie YESTE et al.
(2008). Sie verwendeten die Ejakulate von 20 Ebern der Rasse Pietrain, um nach der
Verdinnung die Auswirkungen von Dinoprost auf die enthaltenen Spermien zu
untersuchen. Sie testeten Konzentrationen von 0, 25, 50 und 100 ug PGFy4 pro mi.
Die Motilitdtsparameter wurden sofort nach Zugabe, nach 30 Minuten und nach 2
und 24 Stunden erhoben.

Fur die Messungen verwendeten MAES et al. (2003) zwei verschiedenen CASA-
Systeme: Sperm Quality Analyzer (SQA-IIC) und Hamilton Thorne (HTRCeros 12.1).
Mit dem SQA-IIC System waren die Werte in der Versuchsgruppe nur geringflgig
besser und mit dem HTRCeros 12.1 ergaben sich keine Unterschiede. Nur die
Frequenz der lateralen Kopfbewegungen war in der Kontrollgruppe erhoht.

Somit kamen MAES et al. (2003) zu dem Ergebnis, dass die gewahlten
Konzentrationen Dinoprost keinen Einfluss auf die gemessenen Motilitdtsparameter
haben. Sie vermuteten, dass andere Mechanismen dafur verantwortlich sein mussen,
wenn PGF,, in verdinntem Ebersperma die Fruchtbarkeitsergebnisse in vivo
verbessert. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der in vitro-Studien zum Effekt von

Prostaglandinen auf die Motilitat von Eberspermien aufgefihrt.
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Tabelle 7:  In vitro-Studien zum Effekt von Prostaglandinen auf die Motilitat von
Eberspermien, gemessen mit einem CASA-System (- negativer Effekt,
t kein Effekt, + positiver Effekt)

Prosta-
Studie Konzentration Zeitintervalle | Temp. | Effekt
glandin
24;48; 72
. 55 pg/ml +
MUNSTER Std.
Dinoprost 17 °C
et al. 2008 109 pg/ml 24; 48 Std. +
72 Std. +
6,25; 12,5; 100
. 24; 72; 144;
m +
HO 240 Std.
25; 50
YESTE
Dinoprost pg/mi 144; 240 Std. 15 °C +
et al. 2008
125; 250, 500
. 24:; 72; 144;
m -
HO 240 Std.
25; 50; 100
MAES 0;0,5; 2; 24
Dinoprost pg/mi 17 °C +
et al. 2003 Std.

Die Arbeit von PANDUR und PACALA (2012) beschaftigt sich ebenfalls mit der
Frage, ob die Motilitat von Eberspermien durch PGF,, positiv beeinflusst werden
kann. Ihnen standen insgesamt 34 Landrasse Eber zur Verfigung. PANDUR und
PACALA (2012) verwendeten kein CASA-System. Ein sachkundiger und erfahrener
Untersucher bestimmte mit einem Phasenkontrastmikroskop den Anteil beweglicher
Spermien. Jede Zahlung umfasste mehrere Gesichtsfelder und mindestens 1000
Spermien.  Zusatzlich  bestimmten sie mit einem  Photometer die
Spermienkonzentration, den Prozentsatz beweglicher Spermien und deren
Geschwindigkeit.

Als PGF,, verwendeten sie Dinoprost-Tromethamine. Davon gaben sie 5 mg in 100
ml verdinntes Ejakulat direkt nach der Verdinnung. Ansonsten untersuchten sie die

Proben zu keinem anderen Zeitpunkt. So konnten sie eine Differenz von 17,48
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Prozent feststellen, die die Matilitat in der Versuchsgruppe im Schnitt besser war.
Dieser Unterschied war hochsignifikant.

KOZUMPLIK und MARTINEK (1986) versuchten mit Cloprostenol die Motilitat und
somit auch den aktiven Transport der Spermien durch den Uterus zu verbessern.
Aulerdem untersuchten sie den Effekt des synthetischen PGF,4 auf die Morphologie
der Akrosomen. Nach Zugabe von 0,25, 2,5 und 5 ug/ml Cloprostenol untersuchten
sie die Proben mittels mikroskopischer Analyse. Sie fanden keinen negativen Effekt
bei den Konzentrationen 0,25 und 2,5 pg/ml auf die Motilitat noch die Morphologie.
Allerdings hatten 5 pug/ml Cloprostenol negative Auswirkungen auf die Beweglichkeit
der Spermien.

CEROVSKY und VINTER (1985) stellten ebenfalls einen negativen Einfluss von
Cloprostenol auf die Motilitat der Eberspermatozoen fest. Bei einer Konzentration von
10 mg PGF24 war nach funf Stunden die Motilitat signifikant verringert.

HASHIZUME et al. (1984) gaben Cloprostenol in Konzentrationen von bis zu 1 ug/ml
zu verdunntem Ebersperma. Anschlieend inkubierten sie die Proben fur 3 Stunden
bei 37 °C. Sie untersuchten die Auswirkungen auf die Motilitat, den
Sauerstoffverbrauch, den Fruktoseverbrauch und die Menge an produziertem Laktat.
Sie konnten jedoch keine signifikanten Effekte beobachten. Die in vitro-Studien,

welche ohne CASA-System arbeiteten, sind in Tabelle 8 aufgefuhrt.

34



Literaturtibersicht

Tabelle 8: In vitro-Studien zum Effekt von Prostaglandinen auf die Motilitat von
Eberspermien ohne Verwendung eines CASA-Systems (- negativer
Effekt, + kein Effekt, + positiver Effekt; k. A. — keine Angabe)
Prosta-
Studie Konzentration | Zeitintervalle | Temp. | Effekt
glandin
PANDUR
und 50 pg/ml direkt nach
Dinoprost entfallt +
PACALA Zugabe
2012
KOZUMPLIK 0,25; 2,5 ug/ml +
und direkt nach
Cloprostenol entfallt
MARTINEK 5 pg/ml Zugabe -
1986
CEROVSKY
und
Cloprostenol 5 ug/ml 5 Std. K. A. -
VINTER
1985
HASHIZUME 0,001; 0,01; 1
PGF2q 3 Std. 37 °C *
et al. 1984 pg/mi
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3 Material und Methoden

31 Ejakulate

Fur die Untersuchungen wurden Besamungsportionen von zehn Bullen der Rasse
Deutsche Holstein aus dem Vertrieb der Zucht- und Besamungsunion Hessen eG
(ZBH) in Alsfeld in Kooperation mit dem Landesverband Thuringer Rinderzichter
(LTR) aus Erfurt eingesetzt. Die Portionen waren abgefullt in Mini-Pailletten (& 250
pl) der Firma IMV aus L Aigle, Frankreich.

Die Ejakulate werden nur dann fir die Herstellung von Tiefgefriersperma genutzt,
wenn sie gewisse Mindestanforderungen erfullen. Zusatzlich findet nach jedem
Einfrierprozess eine Qualitatskontrolle statt. Der Anteil lebender Spermien und deren
Motilitat werden nach dem Auftauen beurteilt, bevor die hergestellte Charge zum
Verkauf freigegeben wird.

Die verwendeten Pailletten hatten diesen Produktionsprozess einschliellich
Qualitatskontrolle bereits durchlaufen. Sie waren in den Jahren 2007 bis 2010
hergestellt und somit bis zum Untersuchungszeitpunkt fir eine Dauer von maximal 5
Jahren in flissigem Stickstoff gelagert worden. Die Produktionsdaten flr das jeweils
verwendete Sprungdatum sind in Tabelle 9 zu finden. Die Bullen stammten aus 4
deutschen, 3 niederlandischen und je einem franzdsischen, danischen und
kanadischen Zuchtbetrieb.

Der verwendete Verdiunner war Bioxcell® der Firma IMV (L Aigle, Frankreich). Er
enthalt keine tierischen Proteine. Ohne Eidotter oder Milcheiweil} ist Bioxcell®-
Verdlinner gut geeignet, um verdinntes Sperma unter dem Mikroskop oder mit
einem CASA-System zu beurteilen. Zusatzlich enthalt Bioxcell® eine Mischung der
Antibiotika Lincomycin, Spectinomycin, Gentamycin und Tylosin.

Ausschliel3lich im Vorversuch wurden zusatzlich selbst hergestellte Midi-Pailletten (a
500 pl) eines Ejakulates des klinikeigenen Bullen ,Herbert® eingesetzt. Dieser
gehorte ebenfalls der Rasse Deutsche Holsteins an und stand in der Klinik fur
Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grof3- und Kleintiere in Giel3en. Die
verwendeten Verdunner waren Andromed® und Triladyl® der Firma Minitueb Labor-
und Abfllltechnik GmbH & Co. KG, Tiefenbach. Es wurden jeweils 20 Portionen

hergestellt.
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Tabelle 9:  Produktionsdaten der verwendeten Bullenejakulate
Lebende
Lebende
Samenzellen
Bullen- Farb- Vol. Konz. | Samenzellen | Anzahl
(%) nach
name schlag | (ml) | (Mio/ul) | (%) vor dem | Pailletten g
em
Auftauen
Auftauen
Besancon | Sbt' 24 1,7 70 241 50
Laudes Sbt! 6,0 1,8 70 587 50
Demand Sbt’ 2,7 1,8 80 240 65
Toylent Sbt’ 2,3 0,8 65 116 50
Gomez Sbt' 4,9 1,7 75 553 55
Goldash Sbt’ 2,7 1,2 65 204 50
Sugarboy | Sbt’ 2,0 1,2 60 160 50
Conradi | Rbt? 3,9 1,5 65 378 50
Ludini Rbt? 3,1 1,6 65 346 50
Cantoni Rbt? 4,0 2,0 65 551 50
Herbert* | Sbt' 45 0,7 70 k.A> 45

1: Schwarzbunt, 2: Rotbunt, 3: keine Angabe, 4: Klinikeigener Bulle im Vorversuch

3.2 Prostaglandinpraparate

Zum Einsatz kamen unterschiedliche Prostaglandinpraparate in verschiedenen
Konzentrationen. Neben dem naturlichen Dinoprost wurde das synthetische
Cloprostenol getestet. Dieses lag als R(+)-Enantiomer in Reinform und als Racemat
vor.

Das Praparat Dinolytic® der Firma Pfizer AG aus Karlsruhe enthalt als Wirkstoff das
Dinoprost. ,Dinoprost® ist die internationale Kurzbezeichnung fur natlrliches PGFy,.
Die Chargennummer des verwendeten Praparates war Y06101, das MHD Juni 2013.
Synthetisches PGF,4 kam in den Praparaten PGF Veyx forte® und Gonadovet® zum
Einsatz. Das Praparat PGF Veyx forte® der Firma Veyx-Pharma GmbH aus
Schwarzenborn enthdlt das Racemat in Form von Cloprostenol-Natrium. Die
Chargennummer war 11H257, MHD Juli 2013. Das Praparat Gonadovet® der Firma
aniMedica GmbH aus mit des

Senden-Bosensell, dem R(+)-Enantiomer
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Cloprostenols als Wirkstoff, hatte die Chargennummer 6450211 und das MHD
Januar 2013.

Die Firma Veyx-Pharma GmbH stellte zusatzlich die Matrix ihres Praparates zur
Verfligung, sodass im Rahmen des Versuchs 1 der Einfluss der Hilfs- und
Konservierungsstoffe gesondert Uberprift werden konnte. Diese Matrix wird fortan
mit ,Losungsmittel bezeichnet. Sie enthalt die Bestandteile, die in den beiden
anderen Praparaten als Matrix enthalten sind.

Tabelle 10 enthalt Informationen zu den verwendeten Praparaten mit dem
enthaltenen Wirkstoff und den sonstigen Bestandteilen. Die Praparate wurden
entspechend den Lagerungshinweisen in der klinikeigenen Apotheke trocken und
lichtgeschutzt im Karton gelagert und kamen maximal bis zum 5. Tag nach Eréffnung

zum Einsatz.

Tabelle 10: Verwendete Prostaglandinpraparate

Praparat Wirkstoff (pro ml) Matrix

_ - Benzylalkohol
. _ 5 mg Dinoprost . .
Dinolytic® _ - Natriumhydroxid
(als Dinoprost-Trometamol) L
- Wasser fur Injektionszwecke

- Chlorocresol

- Citronensaure-Monohydrat
0,250 mg Cloprostenol . .
PGF Veyx - Natriumchlorid
(Racemat als Cloprostenol- . .
forte® _ - Natriumhydroxid
Natrium)
- Natriumcitrat

- Wasser fur Injektionszwecke

- Natriumhydroxid
0,075 mg R(+)-Cloprostenol . )
Gonadovet® . - Citronensaure-Monohydrat
(Enantiomer) R
- Wasser fur Injektionszwecke
- Chlorocresol
Losungsmittel - Citronensaure-Monohydrat
»oine” von - Natriumchlorid
KEIN
PGF Veyx - Natriumhydroxid
forte® - Natriumcitrat

- Wasser fur Injektionszwecke

38



Material und Methoden

3.3 Computergestiitzte Spermienanalyse

Die computergestutzten Motilitatsanalysen wurden mit dem CASA-System

(Computer-assisted sperm analysis) SpermVision® der Firma Minitueb Labor- und

Abfllltechnik GmbH & Co. KG aus Tiefenbach durchgefuhrt. Solche Systeme

machen eine standardisierte objektive Messung der Motilitat und der

Spermienkonzentration mdglich (VERSTEGEN et al. 2002).

Die verwendete Ausfuhrung befand sich im Andrologielabor der Klinik flr

Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grof3- und Kleintiere in Giel3en und

bestand aus folgenden Einzelkomponenten:

—  Mikroskop Olympus BX41 (Okular 10 x, Olympus BX41, Fa. Olympus Optical
Co. Ltd., Tokyo, Japan) mit integriertem Heiztisch (38 °C)

—  Objektiv, negativ-hoch-Kontrast (UPlanFINH 20x/0,5 Ph1, Fa. Olympus Optical
Co. Ltd., Tokyo, Japan)

—  Hochgeschwindigkeitsdigitalkamera, 60 Bilder/Sekunde (,Frame Rate"),
Belichtungszeit 1/20.000 Sekunde, schwarz/weif}

—  PC mit Intel® Core™ CPU 4400 @ 2.00 GHz, 2.01 GHz, 1.00 GB RAM und 160
GB Festplatte, 19 Zoll Flachbildschirm

—  Leja-Kammer, 20 ym Sample, Flllmenge max. 3 ul (Fa. Leja Products B. V.,

Nieuw-Vennep, Niederlande)

FUr die Analysen produzierte die Software SpermVision 3.5® (Firma Minitueb GmbH
& Co. KG, Tiefenbach) wahrend jeder Messperiode digitale Aufnahmen des
Ejakulates. Entsprechend der in Tabelle 11 aufgefiihrten Einstellungen wurden die
Spermien zuerst als solche identifiziert und anschlieRend anhand der
Motilitatsparameter klassifiziert.

Aulerdem waren Vorgaben bezlglich der Anzahl der auszuwertenden Spermien und
Gesichtsfelder programmiert. Da es sich um handelslbliche Besamungsportionen
handelte, in denen die Anzahl an vorwartsbeweglichen Spermien pro Paillette
eingestellt war, wurde die Obergrenze von 4000 Spermien in keiner Messperiode
erreicht und entsprechend jedes Mal acht Felder ausgewertet.

Die Software arbeitete mit Hilfe eines farblichen Overlays. Nach der Identifikation
bestimmte sie die jeweils zurlckgelegte Strecke und teilte jedem Spermienkopf
entsprechend der Klassifikation eine Farbe zu. Abbildung 1 zeigt einen Screenshot

zur Verdeutlichung des farblichen Overlays.
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Die erste Stufe der Spermienklassifikation unterscheidet bewegliche und
unbewegliche Spermien. Die beweglichen werden zusatzlich in orts- und
vorwartsbewegliche unterteilt. Fir die Einteilung wurden die aufgefihrten Parameter
herangezogen und als vorwartsbewegliche Spermien wurden alle Ubrigen
klassifiziert.

In der zweiten Stufe waren Minimal- und Maximalwerte fur die jeweils
entscheidenden Parameter eingestellt, die die Einteilung der Bewegungen in linear,
nicht linear, kurvenbeweglich und hyperaktiv definierten. Hyperaktiv sind Spermien,
wenn sie die Eileiter passieren und bei der Befruchtung. Sie sind dann sehr vital und
bewegen sich aber effektiv kaum vorwarts (VERSTEGEN et al. 2002).

SpermVision 3.5® definierte Spermien mit folgenden Parametern als hyperaktiv: VCL
> 80 um/s (Hin- und Herbewegung), LIN < 0,65 (Linearitat der Vorwartsbewegung)
und ALH > 6,5 um (Amplitude der lateralen Kopfauslenkung) (BURKHAM 1984).
Erganzt wurden die Einstellungen noch bezuglich der nicht beweglichen Spermien.
So wurden alle mit AOC > 10 und BCF = 0 und DSL = 0 zusatzlich mit zu dieser

Klasse gerechnet.
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Tabelle 11: Einstellungen SpermVision 3.5®

Grundlegende Einstellungen:

Erkennung der Spermien von 20 — 100 ym?
Vorgaben fur die Motilitat 8 Felder oder 4000 Spermien
Vorgaben fur die Konzentration 8 Felder
Verhaltnis Pixel zu ym 168 : 100
Tiefe des Gesichtsfeldes (s. Lejakammer) 20 um
Level 1 der Spermienklassifikation:
Nicht bewegliche AOC <5;BCF<0,2; VSL<0,2
Ortsbewegliche DSL <4,5

) _ Alle, die nicht als nicht beweglich oder
Vorwartsbewegliche

ortsbeweglich gelten.

Level 2 der Spermienklassifikation:

Hyperaktive VCL > 80; LIN < ,65; ALH > 6,5
Linear STR > ,5; LIN > ,35
Nicht linear STR <,5; LIN <,35
Kurvenbeweglich DAP / Radius >= 3; LIN < ,5
Benutzerdefiniert nicht beweglich AOC >10und BCF=0und DSL =0

Abkurzungen: AOC = average orientation change (in °); BCF = beat cross frequency,
VSL = straight line velocity, DSL = distance straight line, VCL = curvilinear velocity,

LIN = linearity, ALH = aplitude of lateral head displacement, STR = straightness, DAP
= distance average path
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Abbildung 1: Screenshot SpermVision 3.5®: Im linken Bereich ist ein Gesichtsfeld mit
dem farblichen Overlay zu sehen, rechts die Messwerte, hier fur das

Gesichtsfeld 7 von 8 und die entsprechende Spermienklassifikation.

Der Einteilung der Bewegungsmuster in die verschiedenen Klassen lagen folgende
Motilitatsparameter zugrunde (VERSTEGEN et al. 2002):

Die VAP (average path velocity in ym/s) ist die Geschwindigkeit eines Spermiums
entlang einer geglatteten Linie, der DAP (distance average path in um). Diese Linie
stellt den jeweils berechneten durchschnittlichen Bewegungsablauf dar. Die VCL
(curvilinear velocity in um/s) entspricht der Geschwindigkeit entlang des tatsachlich
zuruckgelegten Weges. Dieser wird als DCL (distance curved line in ym) angegeben.
Hinzu kommt die VSL (straight line velocity in um/s) entlang der Strecke zwischen
Start- und Endpunkt der Bewegung einer Messperiode. Diese Strecke wird mit DSL
(distance straight line in um) bezeichnet.

Die Geschwindigkeitsparameter sind in Abbildung 2 schematisch aufgezeichnet.
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VCL

VAP

VSL

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Geschwindigkeitsparameter nach
VERSTEGEN et al. (2002)

Abkurzungen: VCL = curvilinear velocity, VAP = average path velocity,

VSL = straight line velocity

Diese Beschreibung der Bewegungsmuster und -geschwindigkeiten wurde unter
Zuhilfenahme von zusatzlich berechneten Parametern noch weiter prazisiert (BOYER
et al. 1989). Dazu zahlten die Linearitat, die Geradlinigkeit und die Auslenkung der
Spermienbewegung. Diese drei Parameter werden in der vorliegenden Arbeit als
Anteile (in Form von Dezimalbrichen) angegeben.

Die Linearitat (LIN = linearity) entspricht dem Quotienten VSL/VCL. Dieser Quotient
ist das Verhaltnis des tatsachlich durch ein Spermium zurlckgelegten Weges zu der
kirzesten Strecke zwischen Start- und Endpunkt (VERSTEGEN et al. 2002).

Die Geradlinigkeit (STR = straightness) wird berechnet aus VSL und VAP. Der
Quotient VSL/VAP ist das Verhaltnis der Lange der berechneten geglatteten Linie zur
tatsachlichen Lange der Strecke zwischen Start- und Endpunkt. Somit ist dieser
Parameter ein Mald fur die Geradlinigkeit des tatsachlichen durchschnittlichen
Bewegungsablaufes (VERSTEGEN et al. 2002).

Der dritte Quotient (WOB = wobble) wird aus VAP und VCL gebildet. Dabei handelt
es sich um ein Mal der Auslenkung der Spermienbewegung (Taumelkoeffizient). Der
Wert verdeutlicht, wie stark die Spermien in ihrer Bewegung von der berechneten
geglatteten Linie abweichen (VERSTEGEN et al. 2002).

Zusatzlich wurden aulRerdem die Frequenz (Hz) und die Amplitude (um) der lateralen
Kopfbewegungen erfasst. Die ALH lasst den Schluss zu, wie vital und energiereich
das Flagellum arbeitet und wie oft sich eine Spermienzelle dreht (DAVID et al. 1981).

Die lateralen Kopfbewegungen sind somit auch ein Hinweis auf die Fahigkeit der
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Spermien, den Zervikalschleim zu passieren und mit der Eizelle zu fusionieren.
Dieser Parameter (u.a.) ist vor allem entscheidend fur die Klasse der hyperaktiven
Spermien (VERSTEGEN et al. 2002).

Tabelle 12 gibt eine Ubersicht ber alle erfassten Motilitdtsparameter. Die von der
Software zusatzlich errechnete Spermienkonzentration jeder Probe und die

Gesamtzahl der untersuchten Spermien sind nicht mit aufgefuhrt.

Tabelle 12: Motilitatsparameter in SpermVision 3.5®

Parameter L
. Einheit Bedeutung
(Abkiirzung)
Motile % Anteil beweglicher Spermien
_ Anteil vorwartsbeweglicher Spermien
Progressive % _ .
an Gesamtzahl beweglicher Spermien
distance curved line tatsachlich zurtckgelegter Weg
m
(DCL) g wahrend einer Messperiode
distance average path Lange einer geglatteten Linie als berechneter
m
(DAP) g durchschnittlicher Bewegungsablauf
distance straight line Strecke zwischen Start- und Endpunkt
m
(DSL) g einer Messperiode
curvilinear velocity / Kurvolineare Geschwindigkeit
m/s
(VCL) g (DCL pro Zeiteinheit)
average path velocity ) Mittlere Geschwindigkeit
m/s
(VAP) g (DAP pro Zeiteinheit)
straight line velocity / Lineare Geschwindigkeit
m/s
(VSL) g (DSL pro Zeiteinheit)
linearity Linearitat der Spermienbewegung
(LIN) VSL/VCL
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Geradlinigkeit des durchschnittlichen

straightnes
Bewegungsablaufs
(STR)
VSL/VAP
wobble Auslenkung der Spermienbewegung
(WOB) VAP/VCL

beat cross frequency

Hz Frequenz der lateralen Kopfbewegungen
(BCF)
amplitude of lateral
head displacement um Amplitude der lateralen Kopfbewegungen

(ALH)
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3.4

Verwendete Gerate

Auler dem bereits beschriebenen CASA-System SpermVision® (Firma Minitueb
Labor- und Abfllltechnik GmbH & Co. KG, Tiefenbach) wurden folgende Laborgerate

und Hilfsmittel verwendet:

Phasenkontrastmikroskop, Firma Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Typ H500, mit
einem 40-fachen Objektiv und einer 10-fachen VergroRerung im Okular
Objekttrager, Firma IDL GmbH & Co. KG, Nidderau, Grof3e 76 x 26 x 1 mm
Deckglaser, Firma IDL GmbH & Co. KG, Nidderau

Wasserbad, Firma Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Typ WNB 45
Warmeschrank, Firma Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Typ UNB 200
Warmetisch, Firma Minitueb Labor- und Abfulltechnik GmbH & Co. KG,
Tiefenbach, Typ HT 300

Vortexer, Firma Heidolph GmbH & Co. KG, Schwabach, Typ REAX 2000
Reaktionsgefalie Firma Eppendorf GmbH, Hamburg, Typ 3810X, 1,5 ml
Polypropylen Roéhrchen der Firma Sarstedt AG & Co., Numbrecht, 3,5 ml (55 x
12 mm)

3 Pipetten, Firma Eppendorf GmbH, Hamburg: Typ ,Reference® fir 0-20 ul und
0-50 pl, Typ ,Research plus® fir 0-1000 pl

Pipette der Firma Mettler-Toledo GmbH, Giel3en, Typ Rainin LTS 0,5-10 pl
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3.5 Versuchsdesign
3.51 Vorversuch

Der Vorversuch diente zur Ermittlung einer geeigneten Lagertemperatur fir die
Proben bis zu ihrer Analyse. Zusatzlich wurden die Verdunner Bioxcell®, Andromed®
und Triladyl® getestet. Im Vorversuch konnten so negative Einflusse der Verdunner
auf die Spermien beurteilt und ggf. ausgeschlossen werden und zugleich die Eignung
der Verdinner fur eine CASA-Studie bewertet werden.

Die drei Verdunner sind handelsublich und werden routinemalig bei der Herstellung
von TG-Sperma eingesetzt. Bioxcell® wird vom Landesverband Thuringer
Rinderzlchter verwendet. Laut Herstellerangabe eignet sich Bioxcell® gut fur CASA-
Studien. Andromed® ist ein Verdinner der Firma Minitueb Labor- und Abfllltechnik
GmbH & Co. KG, Tiefenbach. Andromed® enthalt ebenfalls keine Inhaltsstoffe
tierischen Ursprungs. Dasselbe Unternehmen vertreibt auch Triladyl®, im Vorversuch
der einzige Verdinner mit 20 % Eigelbanteil. In allen drei Verdunnern ist das
mikrobielle Kontaminationsrisiko durch den Zusatz von Antibiotika gemafl der EU
Direktive 88/407, also Lincomycin, Spectinomycin, Gentamycin und Tylosin, auf ein
Minimalmald reduziert.

Fur die Herstellung von Besamungsportionen mit Andromed® und Triladyl® wurde
der klinikeigene Bulle ,Herbert” abgesamt. Das Ejakulat wurde untersucht, beurteilt,
auf eine Konzentration von 200 Mio. Spermien pro ml verdinnt und in Portionen von
0,5 ml tiefgefroren. Die Beweglichkeit vor dem Tieffrieren lag bei geschatzten 70 %.
Die selbst hergestellten Pailletten des Bullen ,Herbert* und die von der ZBH Alsfeld
zur Verfligung gestellten Besamungsportionen der beiden Bullen ,Besancon® und
,Laudes” waren Ausgangsmaterial fir den Vorversuch. Es kamen von jedem Bullen
nur Pailletten von einem Sprungdatum zum Einsatz. Somit stellte die Herstellung
eines Gemisches mehrerer Portionen aus einer Charge kein Problem dar.

Der Vorversuch wurde separat fir jeden Bullen in je drei Durchgangen durchgefihrt.
Zu Beginn eines Durchgangs wurden die Reaktionsgefalle auf dem Warmetisch auf
38 °C vorgewarmt. Anschliellend wurden Pailletten von insgesamt 1500 pl (bei den
Bullen ,Besancon“ und ,Laudes® sechs Pailletten a 250 pl und bei Herbert 3
Pailletten & 500 ul) aus dem flissigen Stickstoff in das 38 °C warme Wasserbad
uberfuhrt und dort fur 10 Sekunden (Pailletten & 250 pl) bzw. 20 Sekunden (im
Durchmesser groRere Midi-Pailletten & 500 ul) belassen (BUSCH 2007). Nach dem

Auftauen wurden die sechs (bzw. drei) Portionen in einem auf 38 °C vorgewarmten
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Eppendorfgefald zusammengefuhrt, anschlieRend innerhalb von héchstens 3 Minuten
auf der niedrigsten Stufe mit dem Vortexer durchmischt und in Portionen von 50 pl
auf 21 weitere Eppendorfgefalle verteilt. Jeweils sieben dieser Einzelproben wurden
im Warmeschrank (Raumtemperatur: 24 °C), im Wasserbad (35 °C) und im
Kihlschrank (4 °C) eingelagert.

Unmittelbar nach dem Einlagern der Einzelproben wurde aus dem Rest der
aufgetauten Besamungsportionen ein kleiner Tropfen von etwa 2-4 pl auf einen
vorgewarmten Objekttrager verbracht und mit einem Deckglas versehen. In diesem
Tropfen wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop die Vorwartsbeweglichkeit
geschatzt. Dabei wurden Spermien, die bei 400-facher VergroRerung zwei Drittel des
Gesichtsfelds geradlinig durchquerten, als vorwartsbeweglich eingestuft. Es wurden
bei jeder Probe wenigstens drei Gesichtsfelder im Zentrum des Tropfens
ausgewertet. Der Rest des Ejakulates wurde verworfen.

Nach zwei Stunden wurde dann jeweils ein Probenrohrchen der drei
unterschiedlichen  Temperaturen entnommen, im  Wasserbad auf die
Untersuchungstemperatur von 38 °C gebracht und auf gleiche Weise die
Vorwartsbeweglichkeit geschatzt. Dies erfolgte zweistiindlich bis 12 Stunden nach
dem Auftauen. Eine letzte Schatzung wurde 24 Stunden nach dem Auftauen
durchgefuhrt.

3.5.2 Versuch 1

In Versuch 1 wurde der Einfluss der drei in Kapitel 3.2 genannten Prostaglandine auf
die Motilitdtsparameter von Bullenspermien mit Hilfe des CASA-Systems
SpermVision® untersucht. Um Auswirkungen der Hilfs- und Konservierungsstoffe in
den Prostaglandinpraparaten auf die Spermienmotilitdt zu erfassen bzw.
auszuschlieflen, wurden diese gesondert getestet.

Es wurde mit Ejakulat der Bullen ,Besancon®, ,Laudes® und ,Demand®
experimentiert. Der nachfolgend beschriebene Versuchsablauf ist in Abbildung 3
schematisch dargestellt.

Zur statistischen Verbesserung der Aussagekraft wurden je Bulle drei separate
Durchgange mit je folgendem Aufbau durchgefiuhrt:

Jeder Durchgang wurde in die vier Versuchseinheiten (1) Kontrolle (kein Zusatz von
Prostaglandinen), (2) Zusatz von Dinoprost, (3) Zusatz von Cloprostenol-Racemat

und (4) Zusatz von Cloprostenol-R(+)-Enantiomer unterteilt. In der Einheit (1) wurden

48



Material und Methoden

zwei Versuchsreihen fur ,ohne Losungsmittel® und ,mit Losungsmittel” gebildet. In
den Versuchseinheiten (2) bis (4) wurden je drei Versuchsreihen gebildet zur
Untersuchung von drei unterschiedlichen Prostaglandin-Konzentrationen in der
Probe (Abbildung 3).

Bei der Durchfihrung der Versuche wurden immer die Einzelproben nur einer
Versuchseinheit fur den jeweiligen Messzeitpunkt dem Warmeschrank entnommen
und die Motilitatsanalysen erfolgten fur die einzelnen Versuchsreihen zeitlich
nacheinander. So wurden lange Standzeiten der Einzelproben aulRerhalb des
temperierten Warmeschrankes vermieden, um die damit verbundenen Umwelteffekte
gering zu halten.

Pro Einheit wurden jeweils acht Pailletten Ejakulat aufgetaut, indem sie fur 10
Sekunden bei 38 °C ins Wasserbad verbracht wurden. Anschlieend wurde der
gesamte Inhalt der acht Pailletten in einem Polypropylen-Réhrchen (3,5 ml)
gesammelt. Unterschiede der Motilitat, wie sie von KJAESTAD et al. (1993) an
unterschiedlichen Stellen der Besamungspaillette nachgewiesen wurden, konnten so
ausgeschlossen werden. Alle Reaktionsgefalle waren zuvor auf dem Heiztisch auf 38
°C vorgewarmt worden.

Nach kurzem Vortexen wurden je Versuchsreihe 400 pl aus dem Polypropylen-
Roéhrchen entnommen, in ein Eppendorfgefal® tberfihrt und je nach Einheit mit der
entsprechenden Menge an Dinolytic®, PGF Veyx forte®, Gonadovet® und/oder
Losungsmittel versetzt, direkt mit dem Vortexer durchmischt und in acht Portionen je
50 pl unterteilt, eine fur die sofortige Analyse mit dem CASA-System (SpermVision®)
(Zeitpunkt 0), der Rest in sieben Eppendorfgefal’e zur weiteren Lagerung bei 24 °C
im Warmeschrank fur die Motilitatsanalysen nach 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 24 Stunden.
Fur die zweistundlichen Analysen wurden immer die zwei bzw. drei Einzelproben
einer Versuchseinheit aus dem Warmeschrank entnommen und direkt ins
Wasserbad (38 °C) Uberfuhrt. Dort lagerten sie fur 20 Sekunden, um mdglichst
schnell die optimale Analysetemperatur von 38 °C zu erreichen. Fur die zwei bzw.
drei nacheinander folgenden Analysen lagerten die Einzelproben anschlieRend auf
dem dazugehdrigen Heiztisch (38 °C). Vor der Uberfiihrung in die Leja-Kammer
wurde jede Einzelprobe erneut mit dem Vortexer gleichmaflig durchmischt.

Es folgt die Beschreibung der vier Versuchseinheiten mit den Zusatzen zu den

jeweils 400 ul Ejakulat einer Versuchsreihe:
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In Einheit (1) wurde die Kontrolle mit Losungsmittel mit 34,8 pl LOosungsmittel
versetzt. Dieses Volumen entspricht dem von Dinolytic® in der hdchsten getesteten
Konzentration. Die Kontrolle ohne Losungsmittel verblieb ohne jeglichen Zusatz.

In Versuchseinheit (2) wurden die drei 400 pl-Portionen mit 8,2; 16,7 bzw. 34,8 ul
Dinolytic® versetzt, um Konzentrationen von 0,1; 0,2 und 0,4 mg/ml Dinoprost zu
erzielen.

In der dritten Versuchseinheit kam das synthetische Cloprostenol in Form eines
Racemates zum Einsatz. Das aufgetaute Ejakulat wurde mit 3,3; 6,7 und 13,9 pl PGF
Veyx forte® versetzt. AulRerdem mussten noch 4,9; 10,0 und 20,9 pl des
Losungsmittels zusatzlich hinzugegeben werden, um Volumenunterschiede zur
Versuchseinheit (2) auszugleichen und so Effekte sowohl der Wirkstoffe als auch des
enthaltenen Lésungsmittels spater vergleichen zu kdnnen. Auf diesem Wege wurden
Konzentrationen von 0,002; 0,004 und 0,008 mg/ml des Cloprostenol-Racemats in
den Proben erreicht.

In Einheit (4) wurde das Prostaglandinpraparat Gonadovet® eingesetzt, ein R(+)-
Enantiomer des Cloprostenols. Es wurden dieselben Volumina zugegeben wie in
Einheit (3), auch die des zusatzlich zugefligten Losungsmittels. Allerdings wurden
durch die niedrigere Ausgangskonzentration des R(+)-Racemates im Gonadovet®
(0,075 mg/ml) geringere Wirkstoffkonzentrationen in den Einzelproben erreicht. Sie
waren mit 0,0006; 0,0012 und 0,0024 mg/ml um zwei Drittel geringer als beim
Racemat.

Auf diese Art und Weise wurden die insgesamt neun Durchgange im Zeitraum vom
13. Marz bis zum 17. April 2012 durchgefuhrt. Um Umwelteffekte durch die langere
Verweilzeit der letzten Probe einer Versuchseinheit auf dem Heiztisch zu reduzieren,
wurde die Analysereihenfolge der Proben unterschiedlicher Konzentration von

Durchgang zu Durchgang variiert.
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Jede Spalte wird als eine Versuchsreihe definiert.

7. Lagerung bei 24 °C im Warmeschrank fur 2, 4, 6, 8, 10, 12 bzw. 24 Stunden

8. Zweistundliche Entnahme der 2 bzw. 3 Einzelproben einer Versuchseinheit und
Uberfuhrung fur 20 Sekunden ins Wasserbad (38 °C)

9. Aufeinander folgende Analysen der jeweiligen Einzelproben einer
Versuchseinheit mit SpermVision®, Lagerung der Ubrigen Probe(n) bis zur Analyse
auf dem Heiztisch (38°C)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des methodischen Vorgehens in Versuch 1
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3.5.3 Versuch 2

Versuch 2 diente ebenfalls der Untersuchung des Einfluss der drei in Abschnitt 3.2
genannten Prostaglandine auf die Motilitatsparameter von Bullenspermien mit Hilfe
des Systems SpermVision®, allerdings ohne weiter die Auswirkungen des
Losungsmittels zu verfolgen und mit einer veranderten Einteilung der
Versuchseinheiten. Durch die Integration der Kontrolle in die Ubrigen Einheiten
konnte die Vergleichbarkeit erhoht werden, da das Ejakulat fur die jeweilige Kontrolle
unter denselben Umwelt- und Auftaubedingungen wie die entsprechenden Proben
mit Prostaglandinzusatz vorbereitet wurde. Der Versuchsablauf und die veranderte
Einteilung der Versuchseinheiten sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Es kam Ejakulat der zehn Bullen aus dem Vertrieb der ZBH Alsfeld aus Tabelle 9
zum Einsatz, jeweils zehn Mini-Pailletten a 250 ul pro Versuchseinheit. Alle
Versuchsbedingungen und —ablaufe waren mit denen aus Versuch 1 identisch. Es
wurden wieder drei Durchgange pro Bulle durchgefiihrt. Es wurden die Einheiten (2),
(3) und (4) je um eine Versuchsreihe fur Ejakulat ohne Zusatz von Prostaglandinen
als Kontrollreihe erweitert. Die Ubrigen Versuchsreihen dieser Versuchseinheiten
wurden mit exakt gleichen Volumina, Zusatzen und Konzentrationen durchgefihrt
wie in Versuch 1.

So wurden im Zeitraum vom 17. April bis zum 16. Mai 2012 insgesamt 30

Durchgange durchgefuhrt.
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Jede Spalte wird als eine Versuchsreihe definiert.

7. Lagerung bei 24 °C im Warmeschrank fur 2, 4, 6, 8, 10, 12 bzw. 24 Stunden

8. Zweistundliche Entnahme der 4 Einzelproben einer Versuchseinheit und
Uberfuhrung fur 20 Sekunden ins Wasserbad (38 °C)

9. Aufeinander folgende Analysen der jeweiligen Einzelproben einer
Versuchseinheit mit SpermVision®, Lagerung der Ubrigen Proben bis zur Analyse
auf dem Heiztisch (38°C)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des methodischen Vorgehens in Versuch 2
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3.6 Auswertung

FUr jeden der insgesamt 13 Motilitatsparameter (Tabelle 12) wurden pro Analyse
acht Einzelwerte ermittelt, jeweils einer pro Gesichtsfeld. Aus den acht Einzelwerten
errechnete die Software SpermVision 3.5® einen Mittelwert. Diese Mittelwerte
bildeten die Grundlage der statistischen Auswertung. Die der Bildung der Mittelwerte
zugrunde liegenden Einzelwerte wurden nicht gespeichert.

Die Software konnte neben den Mittelwerten der Motilitatsparameter nur die Attribute
Name des Bullen, Rasse, Datum und Uhrzeit jeder Analyse speichern. Deshalb
mussten diese Attribute und die weiteren fir die hier geplante Versuchsorganisation
notwendigen Attribute — Prostaglandinpraparat, Konzentration und Nummer des
Durchgangs — ohne Unterstutzung der Software SpermVision® durch manuelles

Editieren in einer Excel-Datei zusammengefihrt werden.

3.7 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe  Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Zur Durchfihrung der
Berechnungen diente das Statistikprogrammpaket BMDP Statistical Software
(Release 8.1) der Firma Statistical Solutions Ltd. aus Irland.

Zunachst wurde fur jeden Versuch die allgemeine Datenbeschreibung erstellt. Im
Vorversuch wurden getrennt nach Lagertemperatur fur jeden Zeitpunkt und jeden
Bullen die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichungen der drei
Durchgange berechnet (Tabellen 13 — 15). Flr eine bessere Vergleichbarkeit wurden
anschlieRend die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen der
Vorwartsbeweglichkeit der Spermien der drei Bullen und drei Durchgange getrennt
nach Lagertemperatur berechnet (Tabelle 16).

In den Versuchen 1 und 2 wurden getrennt nach Motilitatsparameter und
Analysezeitpunkt Uber die insgesamt neun (bzw. dreillig) Durchgange der drei (bzw.
zehn) Bullen der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.
Diese Ergebnisse sind tabellarisch (Tabellen 17 bis 42 in Anhang 1 und 2) und
graphisch in den Abbildungen 6 bis 18 (Versuch 1) bzw. 19 bis 31 (Versuch 2)
dargestellt. Die Tabellen und die graphischen Darstellungen wurden mit Hilfe des

Programms Microsoft® Office Excel (Microsoft Corporation) erstellt.
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Material und Methoden

FUr die Motilitatsparameter aus Tabelle 12 und die Ergebnisse des Vorversuches
liegt anndhernd eine Normalverteilung vor (Uberpriifung der Verteilung durch einen
Quantile-Quantile-Plot). Dies war wesentliche Voraussetzung fur die anschlielende
statistische Auswertung.

Fir den Vorversuch und die Versuche 1 und 2 wurde je eine vierfaktorielle
hierarchische Varianzanalyse nach dem gemischten Modell durchgefuhrt, um globale
Effekte der Prostaglandinpraparate in den verschiedenen Konzentrationen auf die
Motilitasparameter zu erkennen. Der Bulle und die Durchgangsnummer waren dabei
die zufalligen Faktoren, der Zeitpunkt und das Praparat zusammen mit der
Konzentration die beiden festen Faktoren. Im Vorversuch trat an die Stelle der
Wirkstoffkonzentration die Lagertemperatur.

Ergab sich aus der vierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse ein statistisch
signifikanter Einfluss der eingesetzten Konzentrationen auf einen Motilitdtsparameter
oder signifikante Wechselwirkungen der Faktoren Zeitpunkt und Konzentration, so
wurden die Daten fir die Zeitpunkte 0 und 2 weiter analysiert. Mit Hilfe des
Statistikprogramms BMDP Statistical Software (Release 8.1) der Firma Statistical
Solutions Ltd. aus Irland wurde eine dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse
durchgefuhrt.

Ergab sich ein signifikanter Einfluss der zugesetzten Prostaglandinkonzentrationen
zu den Zeitpunkten 0 oder 2, wurde anschlieBend fir den jeweiligen
Motilitatsparameter ein paarweiser Vergleich aller Gruppenmittelwerte nach Student-
Newman-Keuls (SNK-Test) durchgefuhrt. So wurde zweifelsfrei ermittelt, welches
Prostaglandinpraparat in welcher Konzentration eine Wirkung auf die einzelnen
Parameter hatte.

Die Zeitpunkte 0 und 2 wurden aufgrund der biologischen Relevanz ausgewahlt. Ein
gesteigerter Spermientransport in diesem Zeitfenster kann in vivo helfen, eine
befruchtungsfahige Population an Spermien im Isthmus des Eileiters zu etablieren
(Kapitel 5.2.3).
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch

Der Vorversuch lieferte die geschatzten Prozent-Anteile vorwartsbeweglicher
Spermien an der Gesamtzahl Spermien einer Probe. Die Tabellen 13 bis 15
enthalten fur jeden Bullen die arithmetischen Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen der drei Durchgange. Die Ergebnisse des Vorversuchs
wurden zunachst fir jede Lagertemperatur getrennt betrachtet. Anschlieend wurde
untersucht, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei
Lagertemperaturen vorliegen und welche Lagertemperatur sich am besten fur die
Versuche 1 und 2 eignet.

Zum Zeitpunkt 0 waren fur jede der drei Temperaturen pro Durchgang und Bulle die
Werte gleich (Tabelle 16).

411 Lagerung im Wasserbad bei 35 °C

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Vorwartsbeweglichkeiten nach
Lagerung bei 35 °C sind fur jeden Bullen mit Verdinner in Tabelle 13 aufgeflhrt.

Der Anteil vorwartsbeweglicher Spermien nahm beim Bullen ,Herbert* sehr schnell
ab. Nach 2 Stunden im Wasserbad war der Anteil in Triladyl® schon um fast die
Halfte reduziert. Aulerdem waren mit 18,3 £ 10,4 % in Triladyl® und 41,7 £ 5,8 % in
Andromed® die Vorwartsbeweglichkeiten zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zu den
Bullen ,Besancon® (46,7 + 5,8 %) und ,Laudes” (55,0 + 13,2 %) deutlich schlechter.
In den folgenden zwei Stunden setzte sich diese schnelle Abnahme weiter fort. Vier
Stunden nach dem Auftauen bewegten sich im Mittel nur noch 6,7 + 5,8 % bzw. 10,0
+ 0,0 % der Spermien. Wiederum zwei Stunden spater war in Triladyl® und
Andromed® in jedem der drei Durchgange die Vorwartsbeweglichkeit auf 0 %
abgesunken.

Die Spermien im Verdunner Bioxcell® hielten ihre Vorwartsbeweglichkeit deutlich
langer aufrecht. Der Unterschied von Zeitpunkt 0 zum Messpunkt nach zwei Stunden
war nur unwesentlich. Nach vier Stunden hatten sowohl die Spermien von
.Besancon” als auch von ,Laudes” im Mittel einige Prozentpunkte im Vergleich zum
Startwert eingebuf3t, lagen jedoch nicht unter 30 % (Tabelle 13). In den folgenden

Motilitatsbeurteilungen verringerte sich jedoch der Anteil vorwartsbeweglicher
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Samenzellen. Bei der 4. Schatzung lag im Mittel noch eine Vorwartsbeweglichkeit
von 38,3 + 7,6 % bzw. 26,7 £ 10,4 % vor, die 5. Schatzung nach 8 Stunden war
bereits deutlich schlechter. Mit 20,0 + 0,0 % bzw. 16,7 £ 2,9 % war bis zu diesem
Zeitpunkt der Anteil vorwartsbeweglicher Spermien in den Ejakulaten von ,Besancon®
und ,Laudes® um mehr als die Halfte gesunken. Zehn Stunden nach Auftauen
zeigten die Spermien im Mittel noch eine Vorwartsbeweglichkeit von 6,7 £ 2,9 bzw.
10,0 £ 0,0 %, zwei Stunden spater noch 3,3 £ 2,9 bzw. 5,0 £ 0,0 %. Nach 24 Stunden
gab es schliel3lich keine Samenzellen mehr, die sich bewegten.

AuRerdem erschwerten in den Proben mit Triladyl® bereits nach 2 Stunden Proteine
aus dem enthaltenen Eigelb, die mit der Zeit bei 35 °C denaturiert und verklumpt
waren, in Form von kreisrunden Gebilden die Vorwartsbewegung der Spermien.
Unter dem Phasenkontrastmikroskop stellten sich diese Gebilde ahnlich einer
Luftblase unter einem Deckglas dar. Innerhalb dieser blasenahnlichen gelb
schimmernden Gebilde fanden sich keine Spermien.

Die Ergebnisse des Vorversuchs mit 35 °C Lagertemperatur zeigen, dass im
Wasserbad maximal vier Stunden lang vorwartsbewegliche Spermien vorhanden
waren. Diese Temperatur war deshalb nicht geeignet fir die nachfolgend

durchzufihrenden Motilitatsanalysen mit und ohne Prostaglandinzugabe.

Tabelle 13: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der
Vorwartsbeweglichkeit (%) der Spermien dreier Bullen in drei
verschiedenen Verdunnern nach unterschiedlicher Lagerzeit (h) bei
35°C

Zeit ,Besancon in ,Laudes® in ,Herbert“ in ,Herbert“ in
(h) Bioxcell® Bioxcell® Triladyl® Andromed®
0 48,3+ 5,8 57,7+ 7,6 33,3+ 2,9 45,0+ 5,0
2 46,7+ 5,8 55,0 + 13,2 18,3+ 10,4 41,7+5,8
4 41,7+ 10,4 43,3+ 5,8 6,7+ 5,8 10,0+ 0,0
6 38,3+ 7,6 26,7+ 10,4 0,0+ 0,0 0,0+0,0
8 20,0+ 0,0 16,7+ 2,9 0,0+ 0,0 0,0+0,0
10 6,7+ 29 10,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+0,0
12 3,3+ 29 50+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+0,0
24 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+0,0
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41.2 Lagerung im Kiihlschrank bei 4 °C

Die nach Lagerung bei 4 °C im Kihlschrank erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 14
als Mittelwerte der drei Durchgange zusammen mit der Standardabweichung
aufgefuhrt.

Die Vorwartsbeweglichkeiten reduzierten sich in den ersten 12 Stunden in allen
Durchgangen nur um wenige Prozentpunkte. Keine der Einzelproben von ,Herbert"
mit Triladyl® oder mit Andromed® hatte zwolf Stunden nach dem Auftauen einen
geringeren Anteil vorwartsbeweglicher Spermien als 20 %. Somit zeigten die
Einzelproben zu diesem Zeitpunkt noch eine Vorwartsbeweglichkeit von fast 50 %
des Ausgangswertes.

Die Samenzellen von ,Herbert” in Triladyl® hielten ihre Vorwartsbeweglichkeit in den
ersten 5 Analysen konstant im Mittel auf 33,3 %. Erst nach 10 bzw. 12 Stunden
sanken diese Anteile unter 30 %, und zwar auf 26,7 £ 2,9 bzw. 28,3 + 2,9 %. Nach
24 Stunden gab es unter diesen Bedingungen mit nur noch 6,7 + 2,9 %
Vorwartsbeweglichkeit einen deutlichen Ruckgang, ebenfalls in Andromed® mit 11,7
1 2,9 %. Der Verlauf war mit Andromed® abweichend. Der Anfangswert lag mit 45,0
1 5,0 % deutlich héher als im Verdunner mit Eigelb (Triladyl®), stieg nach 2 Stunden
auf 50,0 £ 5,0 % an, um dann kontinuierlich mit jedem Intervall abzufallen, auf 30,0 +
0,0 % nach 10 und auf 25,0 £ 5,0 % nach 12 Stunden.

Die Spermien in Bioxcell® zeigten einen ahnlichen Rickgang, allerdings waren
sowohl die Startwerte als auch die Werte nach zwdlf Stunden und vor allem nach 24
Stunden insgesamt wesentlich hoéher als mit Triladyl®. Die Mittlere
Vorwartsbeweglichkeit der Samenzellen von ,Besancon® war mit 48,3 + 5,8 % zum
Zeitpunkt 0 ahnlich hoch wie die von ,Herbert® in Andromed® mit 45,0 £ 5,0 %.
Jedoch wiesen die Anteile vorwartsbeweglicher Spermien in Bioxcell® eine grolere
Persistenz auf. Die Werte hielten sich in den ersten 5 Analysen fast konstant und
sanken nach 10 bzw. 12 Stunden nur um ca. ein Viertel auf 38,3 + 7,6 bzw. 35,0 +
13,2 %. Nach 24 Stunden war der Wert von ,Besancon® in Bioxcell® mit 18,3 + 5,8 %
vorwartsbeweglicher Samenzellen nur geringfligig besser als der von ,Herbert” in
Andromed® mit 11,7 £ 2,9 %.

Die Spermien des Bullen ,Laudes” zeigten insgesamt bessere Werte als die der
beiden anderen Bullen. Die Anfangswerte lagen mit 56,7 £ 7,6 % im Mittel deutlich
Uber der 50 %-Marke. Diese wurde bei 4 °C erst nach 6 Stunden unterschritten. Die

Werte nach 10 bzw. 12 Stunden lagen wieder in demselben Bereich wie die des
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Bullen ,Besancon®. Mit 21,7 + 2,9 % Vorwartsbeweglichkeit nach 24 Stunden hatte
,Laudes” zu diesem Zeitpunkt den besseren Wert. Im letzten Zeitintervall reduzierten
sich auch die Werte in den Proben von ,Laudes® deutlich.

Somit wirde sich die Lagertemperatur von 4 °C sehr gut eignen, um Langzeiteffekte
von Prostaglandinen auf die Spermien und deren Motilitdt zu untersuchen.
Praxisrelevant waren so gewonnene Erkenntnisse nicht, da PGFy-Praparate bei der
Besamung ggf. intrauterin einzusetzen sind. Die Temperatur in vitro, bei der die
modglichen Wirkungen auf Spermien nachgewiesen werden sollen, sollte daher der
physiologisch vorherrschenden Korperinnentemperatur von 38,0 bis 39,0 °C

moglichst nahe kommen.

Tabelle 14: Arithmetische  Mittelwerte  und  Standardabweichungen  der
Vorwartsbeweglichkeit (%) der Spermien dreier Bullen in drei
verschiedenen Verdinnern nach unterschiedlicher Lagerzeit (h) bei 4
°C

Zeit ,Besancon in ,Laudes“ in ,Herbert“ in ,Herbert“ in
(h) Bioxcell® Bioxcell® Triladyl® Andromed®
0 483+ 5,8 56,7+ 7,6 33,3+2,9 45,0+ 5,0
2 450+ 5,0 51,7+ 5,8 33,3+2,9 50,0 £ 5,0
4 48,3+ 5,8 53,3+ 5,8 33,3+2,9 43,3+2,9
6 45,0+ 5,0 46,7 £ 10,4 33,3%+5,8 36,7+2,9
8 43,3+ 7,6 45,0+ 5,0 35,0+ 5,0 35,0+5,0
10 38,3+ 7,6 30,0+ 0,0 26,7+2,9 30,0+0,0
12 35,0+ 13,2 38,3+10,4 28,3+2,9 25,0+5,0
24 18,3+ 5,8 21,7+ 29 6,7+29 11,7+29
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41.3 Lagerung bei Raumtemperatur (24 °C)

Die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen aus den drei
Durchgangen nach Lagerung bei 24 °C sind in Tabelle 15 aufgefuhrt. Die Startwerte
zum Zeitpunkt O waren aus o. g. Grunden bei jedem Bullen die gleichen. Danach
fielen die Werte bei 24 °C Lagertemperatur von ,Besancon® und ,Laudes” nach etwa
gleich bleibendem Niveau erst nach 8 Stunden unter die 50 %-Marke. Die Mittelwerte
fielen in den ersten 12 Stunden von 48,3 + 5,8 bzw. 56,7 + 7,6 % auf 36,7 + 5,8 bzw
40,0 £+ 10,0 % ab. Auferdem war nach 24 Stunden noch eine mittlere
Vorwartsbeweglichkeit von fast 20 % gegeben. Wahrend sich bei ,Besancon® und
,Laudes” kaum ein Unterschied zur Lagerung im Kuhlschrank zeigte, gab es mit den
Proben des Bullen ,Herbert” vor allem in Triladyl® groRere Abweichungen.

Wahrend nach Lagerung bei 4 °C die Vorwartsbeweglichkeiten mit Triladyl® erst
nach 10 Stunden unter 30 % fielen, geschah dasselbe bei 24 °C bereits nach 6
Stunden. Danach setzte sich der beschleunigte Abfall auch im Warmeschrank weiter
fort. Mit 25,0 = 8,7 % nach 8, 15,0 = 5,0 % nach 10 und 13,3 £ 5,8 % nach 12
Stunden offenbarte der Verdinner Triladyl® schlechtere Eigenschaften als
Andromed®: die Samenzellen reduzierten ihre Vorwartsbeweglichkeit in dem selben
Male wie die entsprechenden Proben im Kihlschrank mit dem groRen Unterschied,
dass sich bei Raumtemperatur nach 24 Stunden Lagerung keine Spermien mehr
bewegten.

Dies zeigte erneut die Nachteile tierischer Proteine im Verdinner. Bereits bei 24 °C
Raumtemperatur denaturieren und verklumpen die Proteine. Unter dem
Phasenkontrastmikroskop waren dieselben kreisrunden Gebilde zu erkennen, wie
bereits in Abschnitt 4.1.1 beschrieben.

Insgesamt ist die Lagerung bei 24 °C im Warmeschrank unter den untersuchten die
beste. Einerseits Uberleben die Spermien lange genug, um Langzeiteffekte der
Prostaglandinzugabe zu erfassen, andererseits ist der Unterschied zur
physiologischen Kdorperinnentemperatur geringer als im Kuhlschrank. Der Verdinner
Triladyl® eignet sich jedoch bei dieser Temperatur nicht, da die tierischen Proteine

denaturieren und die Spermienbewegung wesentlich behindern.
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Tabelle 15:

Arithmetische

Vorwartsbeweglichkeit

Mittelwerte
(%) der

verschiedenen Verdinnern nach unterschiedlicher Lagerzeit (h) bei 24

und

Spermien dreier

Standardabweichungen

Bullen in drei

°C

Zeit ,Besancon in ,Laudes“ in Klinikbulle in Klinikbulle in
(h) Bioxcell® Bioxcell® Triladyl® Andromed®
0 48,3+ 5,8 56,7+ 7,6 33,3+29 45,0 £ 5,0
2 51,7+ 29 61,7+ 29 36,7 +5,8 43,3+5,8
4 55,0+ 0,0 58,3+ 5,8 36,729 43,3+2,9
6 50,0+ 5,0 46,7+ 5,8 26,729 40,0 £ 0,0
8 41,7+ 10,4 48,3+ 29 25,0+ 8,7 38,329
10 36,7+ 5,8 450+ 5,0 15,0 £ 5,0 31,7+29
12 36,7+ 5,8 40,0 £ 10,0 13,3+5,8 26,729
24 16,7+ 2,9 21,7+ 29 0,0+£0,0 0,0+£0,0
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41.4 Festlegung der Lagertemperatur fiir den Hauptversuch

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Bulle ,Laudes® in dem Verdunner Bioxcell® die
besten Voraussetzungen fur die Versuche 1 und 2 zeigt. Er lieferte in jedem
Durchgang sowohl die besten Ausgangswerte zum Zeitpunkt O als auch die beste
Vorwartsbeweglichkeit nach 24 Stunden. Ahnlich gut und im Zeitraum der ersten 6
Stunden sogar bestandiger zeigte sich das Ejakulat des Bullen ,Besancon® mit
demselben Verdunner. Wesentlich schlechter schneiden die selbst hergestellten
Besamungsportionen ab. Ursachlich fir diesen Umstand sind bei den Spermien in
Triladyl® die tierischen Proteine, die Uber den langen Zeitraum denaturierten. Somit
sind Verdinner mit tierischen Proteinen fir die folgenden Untersuchungen
ungeeignet. Der Verdunner Andromed® hatte in dieser Hinsicht keine Nachteile
gegenuber dem Verdunner Bioxcell®, den die ZBH Alsfeld verwendet hatte.

Der Bulle ,Herbert” lieferte in der Spermauntersuchung (Tabelle 9) vor dem
Tiefgefrieren keine schlechteren Ergebnisse als die Bullen der ZBH. Es fallt jedoch
auf, dass bereits unmittelbar nach dem Auftauen die Vorwartsbeweglichkeit im Mittel
mit 33,3 + 2,9 % geringer war als die von ,Besancon“ bzw. ,Laudes” (48,3 £ 5,8 %
bzw. 56,7 £ 7,6 %). Ursache ist ggf. eine individuelle Gefrieruntauglichkeit des
Ejakulats des Klinikbullen oder Mangel bei der manuellen Herstellung der gréfieren
Midi-Pailletten. Aufgrund dieser Ergebnisse sollen die Versuche 1 und 2 mit
Besamungsportionen der ZBH Alsfeld durchgefuhrt werden.

Ahnliche Unterschiede in der Gefriertauglichkeit gibt es vielfach auch zwischen
verschiedenen Ejakulaten desselben Bullen. Deshalb wurde im Vorversuch und in
den Versuchen 1 und 2 insgesamt nur Pailletten aus einem Ejakulat pro Bulle
verwendet, um die spatere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern.

Die Ergebnisse des Vorversuchs waren die Grundlage fir die Wahl der
Lagertemperatur in den beiden Hauptversuchen. In Tabelle 16 sind dazu die
arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung der Vorwartsbeweglichkeit
der Spermien aus den jeweils drei Durchgangen aufgefuhrt und in Abbildung 5
dargestellt. Die Werte flr die Bullen ,Besancon®, ,Laudes” und ,Herbert* in Triladyl®
und ,Herbert in Andromed® wurden flr jede Lagertemperatur zusammengefasst (n
=4).

Die Grafik zeigt, dass der geschatzte Anteil vorwartsbeweglicher Spermien an der

Gesamtzahl der Spermien bei jeder der drei gewahlten Lagertemperaturen mit der
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Zeit abnimmt. Dieser Effekt des Faktors Zeit ist statistisch hoch signfikant (p <
0,0001).

Aulerdem ist der Einfluss der Lagertemperatur entscheidend. Eine Temperatur von
35 °C fuhrt bereits vier Stunden nach dem Auftauen zu einem rapiden Abfall der
Vorwartsbeweglichkeit. Deshalb ist diese Lagertemperatur nicht geeignet fir die
Untersuchung der Langzeiteffekte der Prostaglandinzugabe.

Die Lagertemperaturen im Kuihilschrank (4 °C) und im konstant temperierten
Warmeschrank bei Raumtemperatur (24 °C) lassen keine wesentlichen Vor- oder
Nachteile fir die Versuche 1 und 2 erkennen. Fir die Untersuchung von
Langzeiteffekten scheint der Kuhlschrank die bessere Variante zu sein, da u. a. bei
,Herbert” in beiden Verduinnern nach 24 Stunden Lagerzeit nur noch im Kuhlschrank
eine geringe Vorwartsbeweglichkeit verblieben war. Die Spermien von ,Besancon®
und ,Laudes“ zeigten jedoch keinen wesentlichen Unterschied zwischen 4 °C im
Kuhlschrank und 24 °C Raumtemperatur. Bei 4 °C Uberlebten die Samenzellen also
nur geringflugig langer als bei 24 °C.

Die Varianzanalyse ergab einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den
Lagertemperaturen (p = 0,0001). AulRerdem sind neben diesem und dem Zeiteffekt
auch die Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Faktoren hoch signifikant (p <
0,0001).

Aufgrund der im Vorversuch ermittelten Ergebnisse wurde die Lagertemperatur fir

die Versuche 1 und 2 auf 24 °C festgelegt.
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Tabelle 16: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen der
Vorwartsbeweglichkeit (%) der Spermien der eingesetzten Bullen nach
unterschiedlicher Lagerzeit (h) bei drei verschiedenen
Lagertemperaturen (35 °C, 24 °C, 4 °C)

Zeit (h) 35°C 24°C 4°C
0 458+ 9,7 458+ 9,7 45,8 £ 9,7
2 40,4 £ 15,7 48,3 £ 10,8 45,0 £ 8,3
4 25,4 £19,8 48,3 + 10,1 44,6 £ 8,5
6 16,3+ 19,4 40,8 £ 10,3 40,4 +6,4
8 9,2+10,7 38,3+ 9,8 39,6 +5,3
10 42+ 50 32,1+12,6 31,3+£5,0
12 21+ 2,5 29,2+12,0 31,7 +£6,1
24 0,0+ 0,0 96+11,3 14,6 £ 6,7
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Abbildung 5: Verlauf der arithmetischen Mittelwerte mit Standardabweichung der

Vorwartsbeweglichkeit (%) der Spermien der eingesetzten Bullen (n =
4) Uber die Zeit (h) bei drei verschiedenen Lagertemperaturen (35 °C,
24 °C, 4 °C)
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4.2 Versuch 1

In Versuch 1 wurden insgesamt 792 Analysen mit dem System SpermVision®
durchgefuhrt. Es kamen Besamungsportionen von drei verschiedenen Bullen zum
Einsatz. Pro Bulle wurden jeweils drei einzelne Versuchsdurchgange durchgefihrt,
so dass insgesamt 9 Messwiederholungen fur die Auswertung von Versuch 1 zur
Verfugung standen.

Der Ergebnisteil fur Versuch 1 gliedert sich entsprechend der Anzahl der
Motilitatsparameter in 13 Abschnitte. Jeder dieser Abschnitte enthalt die allgemeine
Datenbeschreibung der gewonnenen Daten und die Ergebnisse der statistischen

Auswertung. Im Anhang 1 sind die Resultate in den Tabellen 17 bis 29 festgehalten.

4.2.1 Anteil beweglicher Spermien

Die arithmetischen Mittelwerte der Anteile beweglicher Spermien und die
Standardabweichungen sind in Tabelle 17 (Anhang 1) aufgefihrt. Die Abbildungen 6
bis 8 stellen die Mittelwerte und die Standardabweichung jeweils fir die beiden
Kontrollen und fur jeweils ein Prostaglandinpraparat in den drei verschiedenen
Konzentrationen dar.

Zum Zeitpunkt 0 zeigte die Kontrolle ohne Ldsungsmittel einen Anteil beweglicher
Spermien von 59,93 £ 16,11 %, die Kontrolle mit Lésungsmittel von 58,52 + 17,93 %.
Zwei Stunden spater waren die Werte auf 53,32 + 15,77 % bzw. 53,92 £ 16,07 %
gefallen. In den folgenden 10 Stunden blieben die Werte auf diesem Niveau. Bei der
letzten Analyse nach 24 Stunden waren die Mittelwerte auf 49,95 + 9,93 % bzw.
45,69 £ 12,42 % gesunken. Dieser Verlust an beweglichen Spermien im ersten und
letzten Zeitintervall war in allen Versuchsreihen zu beobachten.

Nach Zugabe von Dinoprost (Abbildung 6) war die Entwicklung der Anteile
beweglicher Spermien Uber die Zeit annahernd gleich. Dies bestatigte die
vierfaktorielle Varianzanalyse. Es ergab sich kein statistisch signifikanter Einfluss der
unterschiedlichen Konzentrationen an Dinoprost auf die Anteile beweglicher
Spermien (p = 0,57). Lediglich der Faktor Zeit hatte einen signifikanten Einfluss (p <
0,0001). Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren Zeit und

Konzentration zeigten sich nicht (p = 0,92).
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Anteil beweglicher Spermien (%)

//
7 .

24

0 2 4 6 8 10 12
Zeit (h)

B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel ® Dinoprost 0,1 mg/ml
Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 6: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
beweglicher Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Mit Zugabe des Cloprostenol-Racemates (Abbildung 7) konnte dagegen ein
statistisch signifikanter Einfluss der Wirkstoffkonzentration nachgewiesen werden (p
= 0,023). Die dreifaktorielle Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,87) und 2 (p
= 0,79) zeigte jedoch, dass sich dieser Einfluss erst zu spateren Zeitpunkten ergeben
hatte.

Der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge zeigte sich der grof3te Unterschied zu
den Kontrollen mit der hohen Konzentration Racemat (0,008 mg/ml). Hier lagen die
Werte bereits 4 Stunden nach dem Auftauen nur noch knapp Uber der 50%-Marke
(50,28 + 16,14 %). Sie fielen anschliefend bis zum letzten Analysezeitpunkt starker
ab (auf 42,73 + 9,16 %) als die Kontrollen (49,95 + 9,93 % bzw. 45,69 + 12,42 %)
und als die Anteile beweglicher Spermien mit geringeren Konzentrationen (48,39 *
11,93 % bzw. 47,38 + 13,40 %).
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Der Faktor Zeit hatte mit p = 0,003 einen signifikanten Einfluss auf die
Gesamtbeweglichkeit. Globale signifikante Wechselwirkungen zwischen den

Faktoren Zeit und Konzentration gab es nicht (p = 0,76).
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Abbildung 7:  Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
beweglicher Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)

Nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 8) war der Einfluss der
Wirkstoffkonzentrationen ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,031). Allerdings
bestand zu den Zeitpunkten O (p = 0,76) und 2 (p = 0,83) kein signifikanter
Unterschied.

Eine Differenz in der Gesamtbeweglichkeit fand sich gemal der allgemeinen
Datenbeschreibung vor allem in der hohen Konzentration (0,0024 mg/ml) zu spateren
Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrolle ohne Loésungsmittel. Die Werte glichen
annahernd denen mit 0,008 mg/ml Cloprostenol-Racemat. Beide wiesen bereits nach
4 Stunden die geringsten Anteile beweglicher Spermien im Vergleich zu den

niedrigeren Konzentrationen und den Kontrollen auf und fielen zusatzlich zum letzten
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Messzeitpunkt hin starker auf 42,73 + 9,16 % (0,008 mg/ml Cloprostenol-Racemat)
bzw. 43,92 + 9,82 % (0,0024 mg/ml Cloprostenol-Enantiomer) ab.

Der Faktor Zeit hatte einen statistisch signifikanten Einfluss auf den Anteil
beweglicher Spermien nach Zugabe des Enantiomers (p = 0,0014). Es ergaben sich
jedoch keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten
Wirkstoffkonzentrationen und der Zeit (p = 0,75).
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Abbildung 8: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
beweglicher Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n =9 Messwiederholungen)
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4.2.2 Anteil vorwartsbeweglicher Spermien

Die Anteile vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher Spermien
sind in Tabelle 18 (Anhang 1) aufgefuhrt. In den Abbildungen 9 bis 11 sind die
arithmetischen  Mittelwerte  fir jeden  Messzeitpunkt in  der jeweilige
Wirkstoffkonzentration und den Kontrollen zusammen mit der Standardabweichung
dargestellt.

Die Werte lagen in der Kontrolle ohne Losungsmittel zum Zeitpunkt O bei 53,55 +
16,70 %, in der Kontrolle mit Losungsmittel bei 51,84 + 17,80 %. Die Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien nahmen im weiteren Versuchsablauf ab. Sie sanken
nach 2 Stunden im Warmeschrank bereits auf 45,71 + 15,12 % bzw. 46,96 + 15,07 %
und hielten sich in den 5 darauf folgenden Analysen auf diesem Niveau. Wie schon
der Anteil beweglicher Spermien reduzierte sich auch der Anteil vorwartsbeweglicher
Spermien nach 24 Stunden noch einmal deutlich. Zu diesem Zeitpunkt lagen die
Werte bei 42,23 + 8,98 % ohne und 38,89 *+ 10,86 % mit Losungsmittel.

Die Ergebnisse nach Zugabe von Dinoprost (Abbildung 9) zeigten keinen
wesentlichen Unterschied zu den Kontrollen (p = 0,76). Die Vorwartsbeweglichkeit
insgesamt reduzierte sich an zwei Zeitpunkten merklich. Sie fiel in allen
Konzentrationen nach dem Auftauen bis zur zweiten Analyse und dann noch einmal
in den 12 Stunden vor der letzten Messung ab (Faktor Zeit: p < 0,0001). Es gab
keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und

Wirkstoffkonzentration nach Dinoprostzugabe (p = 0,94).
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Abbildung 9:  Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher
Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne Ldsungsmittel sowie
nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Dinoprost zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Mit dem Racemat des Cloprostenols (Abbildung 10) gab es insgesamt statistisch
signifikante Unterschiede (p = 0,013), jedoch nicht zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,84)
und 2 (p = 0,49) gemal der dreifaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse.

Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich entnehmen, dass sich der Anteil
vorwartsbeweglicher Spermien vor allem in der hohen Konzentration reduzierte. Die
Proben mit 0,008 mg/ml Racemat wiesen bei der letzten Analyse nach 24 Stunden
den geringsten Anteil vorwartsbeweglicher Spermien auf (35,84 £ 8,88 %).

Der Faktor Zeit war mit p = 0,0003 erneut ausschlaggebend fur den Ruckgang des
Anteils vorwartsbeweglicher Spermien, jedoch ohne signifikante Wechselwirkungen

mit den eingesetzten Konzentrationen (p = 0,80).
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B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/mi Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 10: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher
Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne L&sungsmittel sowie
nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-Racemat
zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 11) reduzierte sich der Anteil
vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher Spermien ebenfalls
innerhalb der ersten 2 Stunden nach dem Auftauen und in den letzten 12 Stunden,
so dass der Faktor Zeit wiederum einen signifikanten Einfluss austbte (p = 0,0014).
Die Unterschiede zu den Kontrollen waren in der globalen vierfaktoriellen
hierarchischen Varianzanalyse mit p = 0,020 signifikant, nach der dreifaktoriellen
Varianzanalyse zu den Zeitpunkten O (p = 0,78) und 2 (0,59) nicht.

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt erneut den grofdten Unterschied zwischen
der hohen Konzentration (0,0024 mg/ml) und der Kontrolle ohne Losungsmittel nach
mehrstundiger Lagerzeit.

Signifikante Wechselwirkungen in der globalen Varianzanalyse zwischen den beiden

Faktoren Zeitpunkt und Konzentration gab es nicht (p = 0,82).
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B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/ml
m Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 11: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher
Spermien (%) in den Kontrollen mit und ohne Ldsungsmittel sowie
nach  Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)
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4.2.3 Lange des tatsachlich zuriickgelegten Weges (DCL)

Tabelle 19 (Anhang 1) enthalt die Mittelwerte und Standardabweichung der Langen
des tatsachlich zurtckgelegten Weges aus Versuch 1. In den Abbildungen 12 bis 14
werden diese fur die Kontrollen mit und ohne Ldsungsmittel und fur jeweils ein
Prostaglandinpraparat in den drei eingesetzten Konzentrationen dargestellt.

Die Lange des tatsachlich zuruckgelegten Weges lag zu Beginn der Untersuchungen
im Mittel bei Werten von 50,17 + 5,77 pym in der Kontrolle ohne und bei 55,12 + 7,73
Mm in der Kontrolle mit Lésungsmittelzugabe. Die Langen nach Zugabe von
Dinoprost (Abbildung 12) lagen zum Zeitpunkt 0 im Mittel zwischen 52,01 £ 5,61 ym
in der niedrigen und 54,14 + 6,83 ym in der hohen Konzentration. Diese blieb Uber
die gesamte Analysezeit konstant. Der Faktor Zeit blieb also bei Zugabe von
Dinoprost ohne statistisch signifikanten Einfluss auf die Lange des tatsachlich
zuruckgelegten Weges (p = 0,072).

Die vierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse ergab auflerdem ingesamt keinen
statistisch signifikanten Einfluss der verschiedenen Konzentrationen Dinoprost (p =
0,56). Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren gab es
ebenfalls nicht (p = 0,24).

Im Detail zeigte die dreifaktorielle Varianzanalyse, dass zum Zeitpunkt 0 ein schwach
signifikanter Konzentrationseinfluss vorhanden war (p = 0,027). Der Unterschied trat
in der Kontrolle mit Zugabe von Ldsungsmittel auf und war dem SNK-Test zufolge im
Vergleich zur Kontrolle ohne Ldsungsmittel signifikant (p < 0,05). Ansonsten waren
keine signifikanten Differenzen zu diesem Zeitpunkt vorhanden. Nach 2 Stunden
Lagerzeit war dieser Unterschied ebenfalls nicht mehr nachweisbar (p = 0,17).
Aulerdem zeigt die allgemeine Datenbeschreibung, dass ein derartiger Effekt mit
einer Steigerung des tatsachlich zurtickgelegten Weges nach Lésungsmittelzugabe

im Ubrigen Versuchsablauf nicht mehr auftrat.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 12: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange des
tatsachlich zurickgelegten Weges (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n =9 Messwiederholungen)

Bei Zugabe der drei Konzentrationen an Cloprostenol-Racemat (Abbildung 13)
konnte ebenfalls kein signifikanter Einfluss (p = 0,063) des Faktors Zeit auf die Lange
des tatsachlich zurtckgelegten Weges nachgewiesen werden. Nach Zugabe der
hohen Konzentration an Cloprostenol-Racemat ergab sich jedoch die innerhalb 24
Stunden im Vergleich mit allen anderen Versuchsbedingungen kirzeste tatsachlich
zuruckgelegte Wegstrecke (44,26 + 7,04 um).

Nach der vierfaktoriellen Varianzanalyse bestand zwischen den Kontrollen und den
Werten nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat ein statistisch schwach signifikanter
Unterschied (p = 0,047). AuRerdem ergaben sich signifikante Wechselwirkungen
zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration (p = 0,018). Es konnte jedoch zu
keinem Zeitpunkt die tatsachliche Weglange mit dem Racemat gesteigert werden.
Die Werte lagen stets tiefer als in der Kontrolle ohne Losungsmittel.

Die anschlieBende dreifaktorielle hierarchsiche Varianzanalyse ergab keine

signifikanten Unterschiede der tatsachlich zurlickgelegten Weglangen in den
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verschiedenen Konzentrationen zu den ersten beiden Zeitpunkten 0 (p = 0,11) und 2

(p = 0,48).
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Abbildung 13: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange des
tatsachlich zurickgelegten Weges (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Loésungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten

in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Nach Zugabe des Cloprostenol-Enantiomers (Abbildung 14) konne kein statistisch
signifikanter Einfluss der verschiedenen Konzentrationen auf die Lange des
tatsachlich zurliickgelegten Weges nachgewiesen werden (p = 0,32). Es gab jedoch
signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeitpunkt und Konzentration
(p = 0,031), so dass die fehlende Signifikanz beim Faktor Konzentration ohne
Bedeutung bleibt.

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass sich die Werte innerhalb der ersten 12
Stunden auf konstantem Niveau hielten. Im letzten Analyseintervall fielen sie unter 50
%, so dass der Faktor Zeit einen signifikanten Einfluss ausubte (p = 0,019).

Nach der dreifaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse fur den Zeitpunkt O hatte die

Konzentration einen signifikanten Einfluss auf den tatsachlich zurliickgelegten Weg
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(p = 0,011). Nach dem SNK-Test gab es zum Zeitpunkt 0 signifikante Unterschiede

zwischen der Kontrolle mit und ohne Lésungsmittel (p < 0,01), sowie zwischen den

Kontrollen und den drei verschiedenen Konzentrationen Enantiomer (p < 0,05).

Nach zwei Stunden Lagerzeit waren diese Effekte nicht mehr vorhanden (p = 0,40).

AuRerdem ist der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge die Losungsmittelzugabe

nach 10, 12 und 24 Stunden nachteilig fur die tatsachlich zurickgelegte Weglange.
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Abbildung 14: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange des

tatsachlich zurtckgelegten Weges (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer Zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)
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424 Lange einer geglatteten Linie (DAP)

Der durchschnittliche Bewegungsablauf in Form der berechneten Lange einer
geglatteten Linie (Tabelle 20, Anhang 1) wird in den Abbildungen 15 bis 17 fur jedes
Prostaglandinpraparat getrennt dargestellt, jeweils in Verbindung mit den Kontrollen.
Hierfur sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus Versuch 1 in Form
eines Balkendiagramms fir jeden Messzeitpunkt aufgefuhrt.

Die Kontrollen ohne und mit Losungsmittel zeigten zu Beginn der Untersuchungen
Mittelwerte von 27,53 + 3,68 um bzw. 29,42 + 3,73 ym. Nach 2 Stunden Lagerung
reduzierten sie sich nur geringgradig, um sich in den darauf folgenden 10 Stunden
nicht wesentlich zu verandern. Erneut folgte ein weiterer Abfall nach 24 Stunden auf
Langen von 25,39 £ 2,16 um ohne und 24,71 + 3,00 yum mit Losungsmittel.

Nach Zugabe des natirlichen Prostaglandins Fyq (Abbildung 15) waren die
Mittelwerte direkt nach dem Auftauen annahernd die gleichen. AuRerdem entwickelte
sich dieser Parameter mit Dinoprost im Laufe der Lagerzeit nicht anders als in den
Kontrollen, so dass kein statistisch signifikanter Unterschied mit den drei
verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen im Vergleich zu den Kontrollen
nachgewiesen werden konnte (p = 0,89). Auch der Faktor Zeit blieb in diesem Fall
ohne signifikanten Einfluss (p = 0,10). AuBerdem waren Kkeine signifikanten
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und Wirkstoffkonzentration
nachweisbar (p = 0,30).

Im Detail gab es im SNK-Test zum Zeitpunkt O einen signifikanten Unterschied
zwischen den Werten der Kontrolle mit Losungsmittel und der Kontrolle ohne
Losungsmittel bzw. den Werten nach Zugabe der niedrigen und hohen Konzentration
Dinoprost (p < 0,05). Zwei Stunden spater war kein signifikanter Einfluss mehr

nachweisbar (p = 0,90).
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel ~ m Dinoprost 0,1 mg/ml
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 15: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer
geglatteten Linie (um) in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Dinoprost zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Mit den drei Konzentrationen Cloprostenol-Racemat (Abbildung 16) konnte die Lange
der geglatteten Linie ebenfalls nicht signifikant gesteigert werden. Die Mittelwerte der
beiden Kontrollen sind bereits oben aufgeflhrt. Im Vergleich dazu ergaben sich mit
dem Racemat keine statistisch signifikant unterschiedlichen Werte (p = 0,072). Sie
lagen nach dem Auftauen zwischen 27,93 + 3,90 ym in der niedrigen und 28,74 +
4,36 uym in der mittleren Konzentration. Lediglich der Faktor Zeit hatte einen
statistisch signifikanten Einfluss (p = 0,011) auf die Lange einer geglatteten Linie.
Nach 24 Stunden Versuchsdauer legten die Spermien dann noch zwischen 23,62 +
2,73 um in der hohen und 24,68 + 2,34 uym in der niedrigen Konzentration an
Racemat auf der geglatteten Linie zurlck. Signifikante Wechselwirkungen zwischen
den beiden Faktoren Zeit und Konzentration gab es nicht (p = 0,072).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse erbrachte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss

der Racematkonzentrationen zu den Zeitpunkten O (p = 0,31) und 2 (p = 0,31).
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Abbildung 16: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer
geglatteten Linie (um) in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Wie mit dem Racemat blieben auch die Wirkungen des Enantiomers des
Cloprostenols auf die Lange des berechneten durchschnittlichen Bewegungsablaufes
aus (Abbildung 17). Es wurde kein statistisch signifikanter Einfluss im Vergleich zu
den Kontrollen nachgewiesen (p = 0,53). Wechselwirkungen mit dem Faktor Zeit gab
es ebenfalls keine (p = 0,11). Der Faktor Zeit (p = 0,011) hatte jedoch einen
statistisch signifikanten Einfluss auf die Lange der geglatteten Linie. So fielen die
Mittelwerte in allen drei Konzentrationen recht homogen in den ersten 12 Stunden
um ca. 2 ym und in den zweiten 12 Stunden vor der letzten Analyse auch um knapp
2 um.

Zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,069) und 2 (p = 0,22) gab es in der dreifaktoriellen
Varianzanalyse ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die Lange einer geglatteten

Linie.
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Abbildung 17: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer
geglatteten Linie (um) in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-

Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)
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4.2.5 Strecke zwischen Start- und Endpunkt (DSL)

Die Strecken zwischen Start- und Endpunkt werden in den Abbildungen 18 bis 20 in
derselben Weise wie die Ubrigen Motilitatsparameter dargestellt, immer ein Praparat
zusammen mit den Kontrollen in jeweils einem Schaubild. AulRerdem sind die
Mittelwerte und die Standardabweichung in Tabelle 21 in Anhang 1 aufgefihrt.

Die Mittelwerte lagen zu Beginn der Untersuchungen in den Kontrollen bei 21,96 +
4,30 ym ohne und bei 23,81 £ 3,98 ym mit Losungsmittel. Diese Strecken wurden im
Laufe der Zeit ebenfalls kirzer. Nach 24 Stunden lagen die Mittelwerte noch bei
18,17 £ 1,86 ym bzw. 18,99 + 1,91 ym.

Diesen Abfall konnte das natlrliche Prostaglandins Fy, nicht verlangsamen oder
aufhalten (Abbildung 18). So zeigte die Varianzanalyse, dass nach Zugabe von
Dinoprost sich kein statistisch signifikanter Unterschied zu den beiden Kontrollen
ergeben hatte (p = 0,20). Signifikante Wechselwirkungen mit dem Faktor Zeit blieben
ebenfalls aus (p = 0,42). Der Einfluss des Faktors Zeit war jedoch statistisch
signifikant (p = 0,018).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss der
Konzentration zum Zeitpunkt 0 (p = 0,0080). Nach dem SNK-Test unterschied sich
die Kontrolle mit Zugabe von Ldsungsmittel signifikant von den Werten der hohen
und niedrigen Konzentration Dinoprost und zusatzlich von der Kontrolle ohne
Lésungsmittelzugabe (p < 0,05). Zwei Stunden danach war dieser Effekt nicht mehr
vorhanden (p = 0,42).
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Abbildung 18: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange der
Strecke zwischen Start- und Endpunkt (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n =9 Messwiederholungen)

Im Gegensatz zum natirlichen Prostaglandin konnte mit dem Racemat des
Cloprostenols (Abbildung 19) ein global statistisch signifikanter Einfluss auf die
Lange der Strecke zwischen Start- und Endpunkt nachgewiesen werden (p =
0,0013). Die Werte direkt nach Auftauen und Zugabe des Praparates lagen bei 22,82
+ 3,81 ym in der niedrigen, bei 23,83 + 4,25 ym in der mittleren und bei 23,32 + 4,06
Mm in der hohen Konzentration des Racemates. Aulierdem hatte der Faktor Zeit
einen signifikanten Einfluss (p = 0,0019). Nach 24 Stunden Versuchsdauer lagen die
arithmetischen Mittelwerte immer noch Uber 18 ym. Signifikante Wechselwirkungen
zwischen dem Zeitpunkt und der Wirkstoffkonzentration konnten jedoch nicht
nachgewiesen werden (p = 0,068).

Nach der dreifaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse fur die Zeitpunkte 0 (p =
0,20) und 2 (p = 0,11) war der global bestehende signifikante Einfluss der

Konzentrationen zu diesen Zeitpunkten noch nicht wirksam.
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Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass die Werte in der niedrigen
Konzentration auf dem Niveau der Werte der Kontrolle ohne Lésungsmittel blieben,
vor allem im Zeitraum von 4 bis 12 Stunden nach dem Auftauen. Im selben Zeitraum
ergaben sich mit der mittleren und hohen Konzentration und in der Kontrolle mit
Lésungsmittelzugabe geringfligig groRere Langen der Strecken zwischen Start- und

Endpunkt. Nach 24 Stunden Lagerzeit war wiederum kein Unterschied mehr
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vorhanden.
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Abbildung 19: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange der
Strecke zwischen Start- und Endpunkt (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Loésungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten

in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Die Streckenlangen zwischen Start- und Endpunkt entwickelten sich mit den drei
zugegebenen Konzentrationen des Enantiomers (Abbildung 20) ahnlich denen des
Racemats. Relativ kontinuierlich wurden diese im Laufe der Zeit kirzer. Es bestand
ein signifikanter Einfluss des Faktors Zeit (p = 0,0037) und au3erdem unterschieden
sich die Werte signifikant (p = 0,0003). Signifikante Wechselwirkungen waren jedoch
nicht vorhanden (p = 0,090).

83



Ergebnisse

Nach der allgemeinen Datenbeschreibung hatte die Zugabe des Losungsmittels eine
Steigerung der DSL zur Folge. Wahrend der gesamten Versuchsdauer war sie
grolker als in der Kontrolle ohne Ldsungsmittel. Zum Zeitpunkt O war dieser
Unterschied nicht signifikant (p = 0,064). Zwei Stunden spater dagegen
unterschieden sich die Werte der Kontrolle mit Zugabe des Losungsmittels von
denen in der niedrigen und hohen Konzentration Enantiomer signifikant (p < 0,05).

Die Mittelwerte lagen nach Zugabe der mittleren und vor allem der hohen
Konzentration im Zeitraum von 6 bis 12 Stunden nach dem Auftauen deutlich Uber
der Kontrolle ohne Losungsmittel, etwa auf dem Niveau der Werte der Kontrolle mit

Losungsmittelzugabe.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/ml
= Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 20: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange der
Strecke zwischen Start- und Endpunkt (um) in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer zZu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)
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4.2.6 Kurvolineare Geschwindigkeit (VCL)

Die  Mittelwerte der Kurvolinearen  Geschwindigkeit (um/s) und die
Standardabweichung sind in Tabelle 22 im Anhang 1 aufgefuhrt. Die Abbildungen 21
bis 23 stellen im Folgenden die Verlaufe der Mittelwerte und die
Standardabweichung dar.

In der Kontrolle lagen die Kurvolinearen Geschwindigkeiten direkt nach dem
Auftauen im Mittel bei 115,25 £ 14,83 pm/s ohne und mit Losungsmittel etwas
schneller bei 126,28 + 19,29 uym/s. In der Kontrolle ohne Lésungsmittel stiegen die
Werte im Laufe der Lagerungszeit etwas an, um dann hin zum letzten
Analysezeitpunkt wieder auf die Ausgangsgeschwindigkeit zurickzukehren (116,77 +
16,11 um/s).

Mit Losungsmittel stellte sich der Verlauf etwas anders da. Hier lag die
Geschwindigkeit direkt nach dem Auftauen etwas hoher, fiel dann ab, hatte bei der
Analyse nach 8 Stunden noch einmal fast den Ausgangswert erreicht und fiel dann
hin zur letzten Analyse wieder starker ab, auf 107,47 + 21,20 ym/s. Dies bestatigte
der SNK-Test, nachdem die dreifaktorielle Varianzanalyse einen signifikanten Effekt
zum Zeitpunkt O ergeben hatte (p = 0,033). Der Unterschied zwischen den beiden
Kontrollen war zum Zeitpunkt 0 ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,05). Zwei
Stunden spater war dieser Einfluss nicht mehr vorhanden (p = 0,19).

Nach Zugabe des naturlichen PGF,, (Abbildung 21) waren die Entwicklungen der
Mittelwerte der Kurvolinearen Geschwindigkeiten Uber die Zeit ahnlich. In allen drei
zugeflgten Konzentrationen erreichten die Werte nach 4 bis 8 Stunden Lagerzeit ein
Maximum und fielen bis hin zur letzten Analyse unter die Ausgangswerte ab. Es
bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,68) und kein signifikanter Einfluss des
Faktors Zeit (p = 0,054) bei Zugabe von Dinoprost. Signifikante Wechselwirkungen

zwischen den beiden Faktoren waren ebenfalls nicht vorhanden (p = 0,22).
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Abbildung 21: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Ldésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Nach Zugabe des synthetischen Prostaglandins Cloprostenol in Form des Racemats
(Abbildung 22) waren die Unterschiede signifikant (p = 0,028). Die Werte lagen zu
Beginn bei 114,59 £ 20,91 ym/s in der niedrigen, bei 118,46 + 23,18 ym/s in der
mittleren und bei 118,28 + 20,01 uym/s in der hohen Konzentration. Auf3erdem zeigte
sich hier ein Maximum bei den Analysen nach 10 bzw. 12 Stunden und
anschlielend fielen die Kurvolinearen Geschwindigkeiten hin zur letzten Analyse
wieder stark ab. Der Einfluss des Faktors Zeit war signifikant (p = 0,037). Es traten
ebenfalls signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren Zeit und
Konzentration auf (p = 0,011).

In der dreifaktoriellen Varianzanalyse konnte zu den Zeitpunkten O (p = 0,14) und 2

(p = 0,52) dieser Einfluss nicht nachgewiesen werden. Der allgemeinen
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Datenbeschreibung zufolge fielen die Kurvolinearen Geschwindigkeiten erst nach 4
Stunden Lagerzeit deutlicher ab als die Werte der Kontrolle ohne Losungsmittel. Mit
Zugabe des Losungsmittels waren die Mittelwerte ab diesem Zeitpunkt ebenfalls

stets kleiner.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/ml Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 22: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)

Die Zugabe des dritten Praparates mit dem Enantiomer des Cloprostenols als
Wirkstoff (Abbildung 23) erbrachte keine statistisch signifikante Wirkung (p = 0,19).
Dies bleibt jedoch ohne Bedeutung, da signifikante Wechselwirkungen zwischen den
Faktoren Zeit und Konzentration bestanden (p = 0,023). Der Effekt des Faktors Zeit
war ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,015).

Die Mittelwerte direkt nach dem Auftauen lagen bei 116,89 + 19,84 pm/s in der
niedrigen, bei 118,04 £ 18,06 um/s in der mittleren und bei 119,53 £ 20,71 pm/s in
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der hohen Konzentration. Die dreifaktorielle Varianzanalyse ergab zu diesem
Zeitpunkt einen signifikanten Effekt (p = 0,017). Nach dem SNK-Test unterschied
sich die Kontrolle mit Zugabe des Ldosungsmittels zu diesem Zeitpunkt signifikant von
den anderen vier Mittelwerten (p < 0,05). Zwei Stunden spater war kein signifikanter
Einfluss mehr vorhanden (p = 0,36).

Wahrend der ersten Halfte der Versuchsdauer kam es der allgemeinen
Datenbeschreibung zufolge zu einem Anstieg der mittleren Kurvolinearen
Geschwindigkeiten. In der zweiten Halfte fielen die Werte unter die Ausgangswerte
ab. Insgesamt waren die Werte nach Zugabe des Enantiomers stets kleiner als die
der Kontrolle ohne Losungsmittel. Der grofte Unterschied bestand ab dem dritten
Analysezeitpunkt meist in der hohen Konzentration. Der Wert der Kontrolle mit
Lésungsmittel lag nach 4 Stunden Lagerzeit ebenfalls unter dem der Kontrolle ohne

Losungsmittel.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/mi
m Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 23: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n =9 Messwiederholungen)
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4.2.7 Mittlere Geschwindigkeit (VAP)

Die arithmetischen Mittelwerte der Mittleren Geschwindigkeit (um/s) sind zusammen
mit der Standardabweichung in Tabelle 23 in Anhang 1 aufgefuhrt. Die Abbildungen
24 bis 26 stellen den Verlauf Uber die Zeit in Form eines Balkendiagramms fir jedes
Praparat in Kombination mit den arithmetischen Mittelwerten der Kontrollen dar.

Nach Zugabe des natirlichen Prostaglandins (Abbildung 24) konnte weder ein
signifikanter Einfluss des Faktors Zeit (p = 0,085) noch ein Einfluss der
Konzentrationen nachgewiesen werden (p = 0,91). Signifikante Wechselwirkungen
zwischen den beiden Faktoren gab es ebenfalls keine (p = 0,33).

Entsprechend bietet das Balkendiagramm ein relativ einheitliches Bild. Zu Beginn
lagen die Mittelwerte in den Kontrollen und mit Dinoprost zwischen 63 und 68 um/s,
verzeichneten hin zur Analyse nach 2 Stunden einen kleinen Ruckschritt um dieses
Niveau die ersten 12 Stunden annahernd konstant zu halten. Erst bei der letzten
Analyse nach 24 Stunden waren die mittleren Geschwindigkeiten noch einmal auf
Werte zwischen 56 und 60 um/s gefallen.

Im SNK-Test stellte sich heraus, dass direkt nach dem Auftauen der Unterschied
zwischen der Kontrolle mit Losungsmittel und der Kontrolle ohne Losungsmittel
statistisch signifikant war (p < 0,05), genauso wie der Unterschied zu den
Mittelwerten der niedrigen und hohen Konzentration an Dinoprost. Zwei Stunden
spater war kein signifikanter Einfluss der Konzentrationen mehr vorhanden (p =
0,91).
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Mittlere Geschwindigkeit (um/s)
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B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 24: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Auch nach Zugabe der synthetischen Praparate zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen. Mit dem Racemat (Abbildung 25, p =
0,064) und dem Enantiomer (Abbildung 26, p = 0,53) zeichneten sich sehr ahnliche
Mittelwerte und Verlaufe Uber die Zeit ab. Lediglich in den jeweils hohen
Konzentrationen waren die Werte mit 53,49 + 7,57 ym/s im Racemat und mit 55,04 £
7,94 ym/s im Enantiomer bei der Analyse nach 24 Stunden noch niedriger als mit
Dinoprost und den Kontrollen. Signifikante Wechselwirkungen zwischen den
Faktoren Zeit und Konzentration gab es weder nach Racemat- (p = 0,054) noch nach
Enantiomerzugabe (p = 0,10).

Der Faktor Zeit hatte nach Zugabe beider synthetischer Praparate einen signifikanten
Einfluss. Mit p = 0,0089 bei Racemat- und p = 0,0096 bei Enantiomerzugabe
reduzierten sich die Mittleren Geschwindigkeiten im Verlauf der Zeit deutlich.
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Die dreifaktorielle Varianzanalyse zu den ersten beiden Messzeitpunkten konnte bei

keinem der beiden synthetischen Cloprostenolpraparate einen signifikanten Einfluss
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feststellen.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/mi Racemat 0,008 mg/ml
Abbildung 25: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)
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Mittlere Geschwindigkeit (um/s)
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  ® Enantiomer 0,0006 mg/ml
® Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 26: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Ldésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n = 9 Messwiederholungen)
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4.2.8 Lineare Geschwindigkeit (VSL)

Die Linearen Geschwindigkeiten aus Versuch 1 entlang der Strecke zwischen Start-
und Endpunkt sind in Form der arithmetischen Mittelwerte und deren
Standardabweichung in Tabelle 24 in Anhang 1 aufgefuhrt. Nachfolgend sind in den
Abbildungen 27 bis 29 diese Werte als Balkendiagramme dargestellt.

Die Kontrolle ohne Lésungsmittel zeigte direkt nach dem Auftauen eine mittlere
Lineare Geschwindigkeit von 50,58 + 9,99 um/s, fiel danach kontinuierlich auf 44,32
+ 5,06 uym/s nach 6 Stunden, hielt dieses Niveau fur weitere 6 Stunden und
reduzierte die Lineare Geschwindigkeit im letzten Intervall. Nach 24 Stunden
Versuchsdauer zeigte die Kontrolle ohne Losungsmittel noch eine mittlere Lineare
Geschwindigkeit von 41,80 £ 5,18 pm/s.

Die Kontrolle mit Losungsmittel zeigte zu jedem Analysezeitpunkt eine hohere
mittlere Lineare Geschwindigkeit. So lag sie zum Zeitpunkt 0 bei 54,75 + 9,60 um/s,
nach 6 Stunden bei 47,66 + 4,81 pm/s, nach 12 Stunden bei 46,38 + 2,99 ym/s und
zum Ende der Analysenzeit nach 24 Stunden bei 43,34 + 5,37 ym/s.

Die Entwicklung der Linearen Geschwindigkeiten (um/s) Uber die Zeit mit Zugabe
dreier Konzentrationen Dinoprost (Abbildung 27) wies keinen statistisch signifikanten
Unterschied auf (p = 0,26). Der Faktor Zeit hatte jedoch einen signifikanten Einfluss
(p = 0,015). Signifikante Wechselwirkungen zwischen den Wirkstoffkonzentrationen
und dem Analysezeitpunkt gab es keine (p = 0,62).

Mit der dreifaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse konnte jedoch zum Zeitpunkt O
ein Effekt der eingesetzten Konzentrationen nachgewiesen werden (p = 0,0080). So
unterschied sich im SNK-Test der Mittelwert in der Kontrolle mit Losungsmittel
signifikant von den Werten der Kontrolle ohne Losungsmittel und von den Werten in
der niedrigen und hohen Konzentration Dinoprost. Diese statistische Signifikanz war

jedoch nach 2 Stunden Lagerzeit nicht mehr gegeben (p = 0,41).

93



Ergebnisse

70 -

60 -

50 1

40

Lineare Geschwindigkeit (um/s)

| } I rhz ] | 1
| | I | | I | I I I | I II
0 2 4 6 8 10 12 24
Zeit (h)

B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
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Abbildung 27: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Die Zugabe der drei Konzentrationen des synthetischen Cloprostenol-Racemates
Ubte einen global statistisch signifikanten Effekt auf die Lineare Geschwindigkeiten
aus (p = 0,0022). Dieser trat ab einer Lagerzeit von 4 Stunden ein, denn die
dreifaktorielle Varianzanalyse zu den ersten beiden Messzeitpunkten 0 (p = 0,23)
und 2 (p = 0,081) ergab keinen signifikanten Unterschied.

Der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge reduzierte sich die Lineare
Geschwindigkeit in der niedrigen Konzentration im Zeitraum von 4 bis 12 Stunden
Lagerzeit etwas im Vergleich zur Kontrolle ohne Losungsmittel. Wahrenddessen
lagen die Werte in der mittleren und vor allem der hohen Konzentration Racemat im
selben Zeitfenster immer etwas Uber denen der Kontrolle ohne Lésungsmittel. Nach

24 Stunden Lagerzeit war jedoch kaum mehr ein Unterschied vorhanden.
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Abbildung 28: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)

Ahnlich der Racematzugabe konnte auch das Enantiomer die Linearen
Geschwindigkeiten der Bullenspermien steigern. Der Effekt der eingesetzten
Konzentrationen war statistisch hoch signifikant (p = 0,0007). Die dreifaktorielle
Varianzanalyse zeigte jedoch, dass zum Zeitpunkt O noch kein Effekt vorhanden war
(p = 0,081). Zwei Stunden spater war dagegen ein Konzentrationseffekt vorhanden
(p = 0,024), so dass sich die Werte der Kontrolle mit Losungsmittel von der niedrigen
Konzentration Enantiomer signifikant unterschieden (p < 0,05).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass vor allem in der hohen Konzentration
Enantiomer die Linearen Geschwindigkeiten im Zeitraum von 6 bis 12 Stunden

Lagerzeit im Vergleich zur Kontrolle ohne Losungsmittel gesteigert werden konnten.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  ® Enantiomer 0,0006 mg/ml
® Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 29: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeiten (um/s) in den Kontrollen mit und ohne
Ldésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n = 9 Messwiederholungen)
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429 Linearitat der Spermienbewegung (LIN)

Die Linearitat der Spermienbewegung (Tabelle 25, Anhang 1) entwickelte sich in der
Kontrolle so, dass die Werte Uber den langen Zeitraum von 24 Stunden nur wenig
abnahmen. Zum Zeitpunkt O lagen sie im Mittel bei 0,43 + 0,05 ohne und bei 0,43 +
0,03 mit Lésungsmittel. Nach 12 Stunden lag die Linearitat in der Kontrolle noch bei
0,34 £ 0,03 bzw. 0,38 + 0,01. Hin zur letzten Analyse legten die Mittelwerte dann
wieder etwas zu. Sie lagen bei 0,36 £ 0,03 in der Kontrolle ohne und bei 0,40 + 0,04
mit Losungsmittel. Die Werte sind in den Abbildungen 30 bis 32 mit der
Standardabweichung in einem Balkendiagramm dargestellt, zusammen mit den
Mittelwerten nach Zugabe dreier Konzentrationen jeweils eines
Prostaglandinpraparates.

So konnte mit Zugabe von Dinoprost (Abbildung 30) in der vierfaktoriellen
Varianzanalyse nachgewiesen werden, dass ein statistisch signifikanter Unterschied
der Linearitat nach Dinoprostzugabe bestand (p = 0,0003). Die Werte mit Dinoprost
waren zu jedem Analysezeitpunkt kleiner als bzw. genau so grof wie in der Kontrolle.
Abbildung 30 stellt die Mittelwerte und Standardabweichung fur jede Konzentration
dar. Hieraus wird ersichtlich, dass bereits ab dem zweiten Messzeitpunkt die
Kontrolle mit Lésungsmittel héhere Mittelwerte aufwies als die Kontrolle ohne und als
die drei verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen.

Der Faktor Zeit hatte einen statistisch signifikanten Einfluss (p = 0,0023) und
signifikante Wechselwirkungen mit dem Faktor Konzentration gab es ebenfalls (p =
0,0041). Zusatzlich ergab die dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse einen
signifikanten Effekt zum Zeitpunkt O (p = 0,046) und 2 (p = 0,016). Der SNK-Test
zeigte, dass sich direkt nach dem Auftauen nur die Mittelwerte der hohen
Konzentration und der Kontrolle ohne Lésungsmittel signifikant unterschieden (p <
0,05). Zwei Stunden spater gab es signifikante Unterschiede zwischen der hohen

Konzentration und der niedrigen und den beiden Kontrollen (p < 0,05).
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel ~ m Dinoprost 0,1 mg/ml
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 30: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Dinoprost zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Auch nach Zugabe des Cloprostenol-Racemats (Abbildung 31) ergaben sich
statistisch signifikante Unterschiede beim Vergleich der Mittelwerte mit den
Kontrollen (p = 0,0007). Sie lagen zum Zeitpunkt 0O etwas hdher, und zwar bei 0,45 +
0,04 in der niedrigen, bei 0,46 £ 0,04 in der mittleren und bei 0,45 £+ 0,03 in der
hohen Konzentration Racemat. Diese fielen dann in den ersten 12 Stunden ebenfalls
leicht ab, um anschlieRend bis zum letzten Analysezeitpunkt wieder etwas
anzusteigen. Der Faktor Zeit hatte somit einen signifikanten Einfluss (p = 0,0041).
Statistisch signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren Zeit und
Konzentration gab es ebenfalls (p < 0,0001).

Die dreifaktorielle hierarchsiche Varianzanalyse ergab einen signifikanten
Konzentrationseinfluss zum Zeitpunkt 0 (p = 0,012). Aul3erdem zeigte der SNK-Test,
dass zum Zeitpunkt O sich die Mittelwerte in allen drei Racematkonzentrationen
signifikant von beiden Kontrollen unterschieden (p < 0,05). Dieser Unterschied war

zum Zeitpunkt 2 nicht mehr vorhanden (p = 0,25).

98



Ergebnisse

In der allgemeinen Datenbeschreibung fallt auf, dass die Kontrolle mit Zugabe des
Losungsmittels ab 2 Stunden Lagerzeit stets hohere Linearitaten zeigte als die
Kontrolle ohne Ldsungsmittel. AulRerdem kommt hinzu, dass spatestens 4 Stunden
nach dem Auftauen die Spermienbewegungen in der mittleren und hohen
Racematkonzentration hdhere Linearitaten aufwiesen als die der Kontrolle ohne

Losungsmittel.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/ml Racemat 0,008 mg/ml
Abbildung 31: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne L&ésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Die Linearitdt mit Zugabe des Enantiomers von Cloprostenol (Abbildung 32)
entwickelte sich im Versuchszeitraum ahnlich den bereits beschriebenen mit dem
Racemat. Erneut waren statistisch signifikante Unterschiede nachweisbar (p =
0,0019) und der Faktor Zeit hatte einen signifikanten Effekt (p = 0,0056). Signifikante
Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren kommen aufl3erdem hinzu (p =
0,0004).

Die dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse zeigt jedoch, dass die beschriebenen
Effekte zu den ersten beiden Zeitpunkten 0 (p = 0,11) und 2 (p = 0,057) noch nicht
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aufgetreten waren. Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich entnehmen,
dass die Steigerung der Linearitat mit dem Enantiomer vor allem in der mittleren und

hohen Konzentration ab 4 Stunden Lagerzeit stattgefunden hatte.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  ® Enantiomer 0,0006 mg/ml
® Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 32: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9
Messwiederholungen)
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4210 Geradlinigkeit des durchschnittlichen Bewegungsablaufes (STR)

Die Mittelwerte der Geradlinigkeit des durchschnittichen Bewegungsablaufes sind
zusammen mit der Standardabweichung in Tabelle 26 in Anhang 1 aufgefuhrt.
Aulerdem werden die Ergebnisse in den Abbildungen 33 bis 35 dargestellt.

Die Mittelwerte der Kontrollen lagen nach dem Auftauen bei 0,79 + 0,05 ohne und bei
0,80 £ 0,04 mit Lésungsmittel. Sie fielen Uber die gesamte Versuchsdauer nur
geringgradig ab, so dass die Geradlinigkeit des durchschnittlichen
Bewegungsablaufes nach 24 Stunden immer noch 0,71 + 0,04 bzw. 0,76 + 0,03 in
den Kontrollen betrug.

Nach Zugabe von Dinoprost (Abbildung 33) fiel die Geradlinigkeit schneller ab. Die
Unterschiede waren statistisch signifikant (p = 0,0056) und der Faktor Zeit hatte
ebenfalls einen signifikanten Einfluss (p = 0,0016). Signifikante Wechselwirkungen
zwischen den beiden Faktoren kamen auf3erdem hinzu (p = 0,018).

Es fallt auf, dass die Geradlinigkeit in der Kontrolle mit Zugabe des Ldsungsmittels
stets die groRten Werte aufwies. Deshalb unterscheiden sich die Werte im SNK-Test
zum Zeitpunkt O signifikant von den Mittelwerten der niedrigen und hohen
Dinoprostkonzentration (p < 0,05) und 2 Stunden spater von den Werten der hohen
Konzentration (p < 0,05). Die dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse hatte einen
signifikanten Effekt der eingesetzten Konzentrationen auf die Geradlinigkeit der
Spermienbewegung zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,019) und 2 (p = 0,045)

nachgewiesen.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 33: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Geradlinigkeit
des durchschnittlichen Bewegungsablaufes in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n =9 Messwiederholungen)

Mit dem Racemat des Cloprostenols (Abbildung 34) lagen in jeder Konzentration die
Mittelwerte der Geradlinigkeit des durchschnittlichen Bewegungsablaufes direkt nach
dem Auftauen knapp Uber denen der Kontrollen. Der Konzentrationseinfluss zu
diesem Zeitpunkt war statistisch signifikant (p = 0,024) und der SNK-Test ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Werten der Kontrolle ohne Ldsungsmittel
und der mittleren Konzentration Racemat (p < 0,05). Nach 2 Stunden Lagerzeit war
kein signifikanter Einfluss der Konzentrationen mehr vorhanden (p = 0,063).

Den Unterschied zur Kontrolle ohne Lésungsmittel hielten die Spermien in 0,008
mg/ml Cloprostenol die gesamte Versuchsdauer Uber bei, so dass die Werte zu
jedem Analysezeitpunkt etwas grélier waren als die der Kontrollen. Dies ergibt sich
aus der allgemeinen Datenbeschreibung.

In den beiden niedrigeren Konzentrationen glichen sich die Geradlinigkeiten immer
mehr denen der Kontrollen an. Sie reduzierten sich aul3erdem stetig, so dass neben

dem global statistisch signifikanten Einfluss der Wirkstoffkonzentration (p = 0,0011)
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auch ein signifikanter Einfluss des Faktors Zeit bestand (p = 0,0019). Statistisch
signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren gab es ebenfalls (p =
0,0019).
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/mi Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 34: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Geradlinigkeit
des durchschnittlichen Bewegungsablaufes in den Kontrollen mit und
ohne  Loésungsmittel sowie nach  Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten

in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Die Werte nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 35) entwickelten sich Uber die
Zeit sehr ahnlich denen nach Zugabe des Racemats. So lagen fast zu jedem
Zeitpunkt die Geradlinigkeiten in der hdchsten Konzentration Uber denen der
Kontrollen. Direkt nach dem Auftauen zeigten die Spermien in allen drei
Konzentrationen eine hohere Geradlinigkeit.

Die vierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse ergab entsprechend einen global
statistisch signifikanten Einfluss der eingesetzten Enantiomerkonzentrationen (p =
0,0014). Der Faktor Zeit hatte zusatzlich einen signifikanten Effekt (p = 0,0033) und
signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren waren ebenfalls
vorhanden (p = 0,0003).
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Mit p = 0,044 zum Zeitpunkt O und p = 0,026 zwei Stunden spater war in der
dreifaktoriellen Varianzanalyse der signifikante Einfluss des Enantiomers auf die
Geradlinigkeit nachweisbar. Im SNK-Test wurde deutlich, dass eine signifikante
Differenz zwischen den Werten der mittleren und hohen Konzentration und der
Kontrolle ohne Lésungsmittel zum Zeitpunkt 0 bestand (p < 0,05). Nach 2 Stunden
Lagerung war der Unterschied zwischen den Werten der hohen Konzentration und
der Kontrolle ohne Lésungsmittel immer noch vorhanden (p < 0,05).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass Uber die gesamte Versuchsdauer die
Werte mit der hohen Konzentration Enantiomer uber denen der Kontrolle ohne
Losungsmittel lagen.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/ml
= Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 35: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Geradlinigkeit
des durchschnittlichen Bewegungsablaufes in den Kontrollen mit und
ohne  Losungsmittel sowie nach  Zugabe  verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer zZu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)
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4.2.11 Auslenkung der Spermienbewegung (WOB)

Die Auslenkung der Spermienbewegung wird in Form der Mittelwerte aus den 9
Durchgangen und der Standardabweichung aus Versuch 1 in Tabelle 27 in Anhang 1
aufgefihrt. Die Balkendiagramme in den Abbildungen 36 bis 38 stellen die
Ergebnisse graphisch dar.

Die Mittelwerte der Auslenkung der Spermienbewegung waren in der hohen
Konzentration Dinoprost zu jedem Analysezeitpunkt kleiner als die der Kontrollen
(Abbildung 36). Insgesamt veranderten sich die Werte kaum. In den Kontrollen
gingen sie nur in den ersten 4 bis 6 Stunden zurtick und mit Zugabe von Dinoprost
hatten sie sich nach 2 bis 4 Stunden auf einem Niveau eingependelt. Dennoch war
der Einfluss des Faktors Zeit statistisch signifikant (p = 0,0035).

Die Spermien in den beiden niedrigeren Konzentrationen Dinoprost verhielten sich
bezuglich der Auslenkung ihrer Bewegung ahnlich denen ohne Zusatz von
Lésungsmittel. Im Vergleich mit den beiden Kontrollen fallt auf, dass ab den Analysen
nach 4 Stunden Lagerzeit die Kontrolle mit Zusatz von Ldsungsmittel die grofdten
Auslenkungen zeigte.

Insgesamt hatte die vierfaktorielle Varianzanalyse zum Ergebnis, dass der Einfluss
der Dinoprostkonzentrationen statistisch signifikant war (p = 0,0004) und signifikante
Wechselwirkungen mit dem Faktor Zeit nicht aufgetreten sind (p = 0,16).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse zeigte, dass zu den ersten beiden Zeitpunkten ein
statistisch signifikanter Effekt der eingesetzten Konzentrationen vorhanden war. Zum
Zeitpunkt 0 (p = 0,042) war im SNK-Test der Unterschied zwischen den Werten der
hohen Konzentration und der Kontrolle ohne Losungsmittel ausschlaggebend (p <
0,05). Zwei Stunden spater (p = 0,0071) war ebenfalls die Reduktion der Auslenkung
in der hohen Konzentration im Vergleich zur Kontrolle mit (p < 0,01) und ohne (p <

0,05) Lésungsmittel entscheidend.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel ~ m Dinoprost 0,1 mg/ml
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 36: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne Lésungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Dinoprost zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9 Messwiederholungen)

Dagegen waren mit Zugabe des Cloprostenol in Form des Racemats (Abbildung 37)
die Mittelwerte der Auslenkung der Spermienbewegung in der hohen Konzentration
meist hoher als die der Kontrollen. Auch mit der mittleren Konzentration zeigten die
Spermien zu den ersten drei Messzeitpunkten grof3ere Auslenkungen ihrer
Bewegung. In der niedrigen Konzentration war direkt nach dem Auftauen die
Auslenkung auch noch groRRer als in den Kontrollen, glich sich diesen in den
folgenden Analysen jedoch an. Somit hatten die eingesetzten Konzentrationen einen
global statistisch signifikanten Einfluss auf die Auslenkung der Spermienbewegung
(p = 0,0003), ebenso wie der Faktor Zeit (p = 0,0074), da sich insgesamt die
Auslenkung wieder reduzierte und zum letzten Analysezeitpunkt noch einmal anstieg.
Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren waren ebenfalls
vorhanden (p = 0,0011).

Der statistisch signifikante Einfluss zum Zeitpunkt 0 mit p = 0,017 in der
dreifaktoriellen Varianzanalyse wird im SNK-Test mit signifikanten Differenzen

zwischen den Werten mit Zugabe dreier Konzentrationen Racemat und der Kontrolle
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mit Losungsmittel begrundet. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrolle ohne
Losungsmittel gabs zu diesem Zeitpunkt nicht. Zwei Stunden spater war kein
signifikanter Einfluss auf die Auslenkung der Spermienbewegung vorhanden (p =
0,55).

Der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge wird durch die hohe Konzentration
Racemat die Auslenkung ab dem Messzeitpunkt 6 Stunden nach dem Auftauen

positiv beeinflusst.
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m Racemat 0,004 mg/mi Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 37: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne Losungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Im Grunde dieselbe Entwicklung machte die Auslenkung der Spermienbewegung
nach Zugabe dreier Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer (Abbildung 38) durch.
Der Einfluss der Konzentrationen (p = 0,0011) und der des Faktors Zeit (p = 0,0090)
waren statistisch signifikant. Die Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren
ebenfalls (p = 0,031).

In der dreifaktoriellen Varianzanalyse war der Einfluss der Konzentrationen zum

Zeitpunkt 0 nicht signifikant (p = 0,16), zwei Stunden spater gab es einen
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signifikanten Effekt (p = 0,033). Dieser war begriindet in der signifikanten Differenz
zwischen der hohen und niedrigen Konzentration zu diesem Zeitpunkt (p < 0,05).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass die Auslenkung in der hohen
Konzentration ab dem Zeitpunkt 4 Stunden nach dem Auftauen stetig gesteigert

wurde im Vergleich zu den Kontrollen.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/ml
m Enantiomer 0,0012 mg/ml 1= Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 38: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung in den Kontrollen mit und ohne Losungsmittel
sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-
Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)
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4212 Frequenz der lateralen Kopfbewegungen (BCF)

Die Ergebnisse fur die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen in Form der
arithmetischen Mittelwerte in Verbindung mit der Standardabweichung sind in Tabelle
28 in Anhang 1 aufgelistet. Die nachfolgenden Abbildungen 39 bis 41 stellen diese
aullerdem als Balkendiagramme dar.

In der niedrigen Konzentration Dinoprost (Abbildung 39) bestand zu Beginn kein
Unterschied zur Kontrolle und die Mittelwerte in der mittleren waren etwas hoher. Zu
den restlichen Zeitpunkten waren jedoch in allen drei eingesetzten Konzentrationen
die Mittelwerte der Frequenz kleiner als die der Kontrollen. Vor allem die Spermien in
der hohen Konzentration reduzierten im Laufe der Versuchsdauer die Frequenz
deutlich und am schnellsten im Vergleich zu den anderen beiden Konzentrationen.
Die Spermien der niedrigen und der mittleren Konzentration verhielten sich in der
Hinsicht recht ahnlich.

Somit lag ein statistisch signifikanter Einfluss der verwendeten Konzentrationen (p =
0,0091) und des Faktors Zeit vor (p = 0,0032). Signifikante Wechselwirkungen
zwischen den beiden Faktoren gab es ebenfalls (p = 0,019).

Die dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse zum Zeitpunkt O ergab einen
signifikanten Effekt auf die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen (p = 0,016). Der
SNK-Test zeigte, dass sich die Frequenz in der hohen Konzentration Dinoprost direkt
nach dem Auftauen im Vergleich zu allen anderen Mittelwerten signifikant reduzierte
(p <0,05).

Zwei  Stunden spater war ebenfalls ein signifikanter Einfluss der
Dinoprostkonzentrationen vorhanden (p = 0,015). So reduzierten sich die
Frequenzen dem SNK-Test zufolge in der hohen Konzentration im Vergleich zu den
anderen Mittelwerten signifikant (p < 0,05). Lediglich die Differenz zur mittleren
Konzentration war nicht signifikant.

Die allgemeine Datenbeschreibung verdeutlicht, dass es wahrend der gesamten
Versuchsdauer zu einer Reduktiopn der Frequenz der lateralen Kopfbewegung in der

hohen Konzentration Dinoprost gekommen war.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 39: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Ein etwas anderes Bild ergab sich mit dem Einsatz des synthetischen Prostaglandins
in Form des Racemats (Abbildung 40). Direkt nach dem Auftauen lagen hier die
Frequenzen in allen drei Konzentrationen knapp uber denen der Kontrollen. Dennoch
war der Effekt des Racemats zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant (p = 0,095). Eine
Messung spater waren dann die Mittelwerte in den Kontrollen und den
Wirkstoffkonzentrationen recht ahnlich und der Unterschied in der dreifaktoriellen
hierarchischen Varianzanalyse erneut nicht signifikant (p = 0,97). In der niedrigen
Konzentration setzte sich dieser Trend weiter fort, so dass sich die Frequenzen zwar
weiter reduzierten, aber nie wesentliche Unterschiede zu den Kontrollen aufwiesen.
Die vierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse zeigte zwar, dass der globale Effekt
der eingesetzten Racematmengen nicht statistisch signifikant war (p = 0,23), dass es
aber auch signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und
Konzentration gab (p = 0,026). Der Faktor Zeit hatte ebenfalls einen signifikanten
Einfluss (p = 0,0040).
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Der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich entnehmen, dass in den beiden
hohen Konzentrationen die Frequenzen zu fast allen Zeitpunkten hoher als die der
Kontrollen lagen. Vor allem in der hohen Konzentration wurden die Frequenzen ab

dem Messzeitpunkt nach 4 Stunden Lagerung gesteigert.
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m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel ® Racemat 0,002 mg/ml
m Racemat 0,004 mg/ml Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 40: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)

Mit dem Einsatz des Enantiomers (Abbildung 41) lagen die Mittelwerte der
Versuchsreihen zu Beginn etwas héher und 2 Stunden spater auf demselben Niveau
wie die Kontrollen. Ahnlich dem Zusatz des Racemats ergab die dreifaktorielle
hierarchische Varianzanalyse jedoch zu keinem der beiden ersten Analysezeitpunkte
einen signifikanten Effekt (p = 0,23 und p = 0,86).

Die Spermien der niedrigen Konzentration unterschieden sich wieder nicht von den
Kontrollen und in den beiden hdheren Konzentrationen war die Frequenz zwar
meistens hoher als die Kontrollen, aber die vierfaktorielle hierarchische
Varianzanalyse konnte mit p = 0,21 keinen statistisch signifikanten Einfluss der

Wirkstoffkonzentration auf die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen mit dem
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Enantiomer nachweisen. Signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren
Zeitpunkt und Konzentration waren ebenfalls nicht vorhanden (p = 0,071). Der Faktor

Zeit alleine Ubte jedoch einen signifikanten Einfluss aus (p = 0,0047).
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Frequenz der lateralen
Kopfbewegungen (Hz)

Zeit (h)

m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  ® Enantiomer 0,0006 mg/ml
® Enantiomer 0,0012 mg/ml = Enantiomer 0,0024 mg/ml
Abbildung 41: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1
(bei n =9 Messwiederholungen)
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4213 Amplitude der lateralen Kopfbewegungen (ALH)

Die Amplituden der lateralen Kopfbewegungen werden als arithmetische Mittelwerte
aus den 9 Durchgangen in Versuch 1 zusammen mit der Standardabweichung in
Tabelle 29 in Anhang 1 aufgefuhrt. AuRerdem finden sich in diesem Kapitel
Balkendiagramme, welche die Ergebnisse zusatzlich darstellen (Abbildungen 42 bis
44).

Bei den Amplituden der lateralen Kopfbewegungen handelt es sich um einen
Motilitatsparameter, der im Laufe der Versuchsdauer zunahm. Zu Beginn der
Analysen lagen Werte von 4,25 + 0,38 um in der Kontrolle ohne und von 4,48 + 0,49
gm mit Losungsmittel vor. Diese steigerten sich im Anschluss und erreichten im
Zeitraum 8 bis 12 Stunden nach dem Auftauen ein Maximum, um anschliel3end
wieder etwas abzufallen.

Wahrend der gesamten Analysenzeit zeigten die Spermien in 0,4 mg/ml Dinoprost
(Abbildung 42) die groRten Amplituden. Das Maximum hier war 10 Stunden nach
dem Auftauen erreicht und betrug 5,41 + 0,20 um. Anschlielend fielen die Werte
wieder ab. Zum Zeitpunkt O war dieser Effekt der dreifaktoriellen Varianzanalyse
zufolge noch nicht vorhanden (p = 0,073). Zwei Stunden spater war der Einfluss der
hohen Konzentration Dinoprost dafir umso deutlicher (p = 0,0053). Die Werte in 0,4
mg/ml unterschieden sich signifikant von den Mittelwerten der beiden Kontrollen und
der niedrigen Konzentration im SNK-Test (p < 0,01).

Der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge waren die Amlituden in 0,4 mg/ml
Dinoprost zwar immer die groften, allerdings flachte der Unterschied zu den anderen
Werten im Laufe des Versuchs ab. Die Amplituden der Spermien in 0,1 und 0,2
mg/ml unterschieden sich nur unwesentlich von der Kontrolle ohne L&sungsmittel.
Die Werte der Kontrolle mit Lésungsmittel waren meist kleiner als der Rest.

Die Varianzanalyse hatte einen statistisch signifikanten Einfluss der eingesetzten
Dinoprostkonzentrationen auf die Amplituden der Spermienbewegungen zum
Ergebnis (p = 0,020). AuRerdem war der Einfluss des Faktors Zeit statistisch
signifikant (p = 0,0007), genauso wie die Wechselwirkungen zwischen den beiden
Faktoren (p = 0,019).
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Amplitude der lateralen
Kopfbewegungen (um)

] [ II I I

Zeit (h)

24

B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Dinoprost 0,1 mg/mi
m Dinoprost 0,2 mg/ml Dinoprost 0,4 mg/ml
Abbildung 42: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) in den Kontrollen mit und ohne
Lésungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei n = 9

Messwiederholungen)

Zu Beginn und 2 Stunden spater waren die Mittelwerte der Amplituden der lateralen
Kopfbewegungen nach Zugabe des Cloprostenol-Racemats (Abbildung 43) noch
sehr ahnlich denen der Kontrolle. Dies bestatigte die dreifaktorielle Varianzanalyse
fur die beiden Zeitpunkte 0 (p = 0,11) und 2 (p = 0,94).

Jedoch entwickelten sich die Amplituden mit Zugabe der verschiedenen
Cloprostenolkonzentrationen im Laufe der restlichen Versuchsdauer anders als die
der Kontrolle. Obwohl die Amplituden in allen Konzentrationen mit der Zeit
zunahmen, mit einem Maximum nach 12 Stunden, traten zu den verbleibenden
Zeitpunkten grofde Unterschiede auf. Vor allem in der hohen Konzentration kam es
zu einer deutlichen Reduktion.

Die vierfaktorielle Varianzanalyse konnte den Einfluss der eingesetzten
Cloprostenolkonzentrationen bestatigen (p = 0,029). Der Einfluss des Faktors Zeit
war ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,027). Signifikante Wechselwirkungen

zwischen den beiden Faktoren gab es aullerdem (p = 0,0009).
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B Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel m Racemat 0,002 mg/ml

m Racemat 0,004 mg/ml Racemat 0,008 mg/ml
Abbildung 43: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen

Cloprostenol-Racemat zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1 (bei

n = 9 Messwiederholungen)

Der Verlauf nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 44) war dem mit Racemat
sehr ahnlich. Es lag insgesamt erneut eine Zunahme der Amplituden mit einem
Maximum bei den Analysen nach 12 Stunden vor. Aullerdem waren die Amplituden
vor allem in der hohen Konzentration kleiner als die der Kontrolle ohne
Losungsmittel, wohingegen zwischen den Werten der niedrigen Konzentration und
den Kontrollen keine wesentlichen Unterschiede bestanden.

Die dreifaktorielle hierarchische Varianzanalyse fur die ersten beiden Messzeitpunkte
zeigte jedoch, dass direkt nach dem Auftauen (p = 0,055) und zwei Stunden danach
(p = 0,69) der o. g. signifikante Effekt noch nicht vorhanden war.

Die globale Vvierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse ergab, obwohl kein
statistisch signifikanter Einfluss der Prostaglandinkonzentration nachweisbar war (p =
0,073), dass aufgrund der signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren

Zeit und Konzentration (p = 0,0023) ein Effekt der zugesetzten
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Enantiomerkonzentrationen vorhanden gewesen sein muss. Der Einfluss des Faktors
Zeit war ebenfalls signifikant (p = 0,022).

Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich entnehmen, dass ab dem
Analysezeitpunkt nach 4 Stunden Lagerung die Amplituden in der mittleren und vor
allem in der hohen Konzentration Enantiomer deutlich zurickgingen im Vergleich zur

Kontrolle ohne Losungsmittel.
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Amplitude der lateralen
Kopfbewegungen (um)
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Zeit (h)

m Kontrolle ohne Lsg.-mittel O Kontrolle mit Lsg.-mittel  m Enantiomer 0,0006 mg/ml
m Enantiomer 0,0012 mg/ml 1= Enantiomer 0,0024 mg/ml

Abbildung 44: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) in den Kontrollen mit und ohne
Losungsmittel sowie nach Zugabe verschiedener Konzentrationen

Cloprostenol-Enantiomer zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 1

(bei n = 9 Messwiederholungen)
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4.3 Versuch 2

FuUr die Analysen in Versuch 2 kamen Besamungsportionen von zehn verschiedenen
Bullen zum Einsatz. Pro Bulle wurden jeweils drei einzelne Versuchsdurchgange
durchgefuhrt, so dass insgesamt n = 30 Messwiederholungen fur die Auswertung von

Versuch 2 zur Verfugung standen.

4.3.1 Anteil beweglicher Spermien

Die arithmetischen Mittelwerte der Anteile beweglicher Spermien und die
Standardabweichungen in Versuch 2 sind in Anhang 2 (Tabelle 30) aufgefuhrt. Die
Abbildungen 45 bis 47 zeigen den Verlauf der arithmetischen Mittelwerte der Anteile
beweglicher Spermien Uber die Zeit, jeweils fur ein Prostaglandinpraparat in den

unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen und die jeweilige Kontrolle.

4.3.1.1 Anteil beweglicher Spermien nach Zugabe von Dinoprost

Die Kontrolle zeigte direkt nach dem Auftauen einen Mittelwert von 62,36 + 9,03 %.
Deutlich aus dem Balkendiagramm zu entnehmen ist der Rickgang dieser Anteile in
den ersten beiden Stunden. Die Kontrolle fiel in diesem Intervall auf 53,09 £ 9,77 %
ab und hielt dieses Niveau die folgenden 10 Stunden. Erst im letzten Intervall fielen
die Werte auf mittlere 45,02 + 13,68 % bewegliche Spermien ab.

Nach Zugabe des naturlichen Prostaglandins F,, wurden sehr ahnliche Werte
ermittelt. Nach 24 Stunden Lagerzeit lagen die prozentualen Anteile in allen drei
eingesetzten Konzentrationen knapp uUber den Werten der Kontrolle. Zusatzlich
zeigten die Ergebnisse nach 2 und 6 Stunden Lagerzeit teilweise geringgradig
héhere Werte als die Kontrolle. Die vierfaktorielle Varianzanalyse konnte jedoch
keinen Unterschied zwischen den einzelnen Wirkstoffkonzentrationen und der
Kontrolle feststellen (p = 0,52). Entsprechend bietet das Balkendiagramm (Abbildung
45) ein recht einheitliches Bild.

Es wird aulRerdem ersichtlich, dass die Gesamtmotilitat im Laufe der Versuchsdauer
abnahm. Dies bestatigte die Varianzanalyse. Der Faktor Zeit hatte in Versuch 2 einen
hoch signifikanten Einfluss auf den Anteil beweglicher Spermien (p < 0,0001).
Signifikante Wechselwikungen zwischen den beiden Faktoren Zeit und Konzentration

gab es keine (p = 0,25).
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Abbildung 45: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
beweglicher  Spermien (%) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehérigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.1.2 Anteil beweglicher Spermien nach Zugabe von Cloprostenol -
Racemat

Bereits direkt nach dem Auftauen mit anschlieRender Zugabe des Racemates des
synthetischen PGF,, zeigten die Proben in jeder Konzentration geringere Anteile
beweglicher Spermien als die Kontrolle. Die Kontrolle lag im Mittel bei 62,94 + 8,94
%, wohingegen die Proben mit Cloprostenol Mittelwerte von 60,31 + 10,09 % in der
hohen, 60,83 + 9,94 % in der mittleren und 62,13 + 9,51 % in der niedrigen
Konzentration aufwiesen.

In der Vvierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse konnte ein statistisch
signifikanter Einfluss festgestellt werden (p = 0,0010). Die anschlieRende
dreifaktorielle Varianzanalyse zum Zeitpunkt O ergab ebenfalls einen statistisch
signifikanten Einfluss der eingesetzten Konzentrationen auf die Gesamtmotilitat (p =
0,0028).
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Im SNK-Test wurde verdeutlicht, dass die Gesamtmotilitat in der hohen
Konzentration Racemat deutlich von der Kontrolle abweicht (p < 0,01), aber auch der
Unterschied zwischen der niedrigen Konzentration und der hohen Konzentration war
signifikant (p < 0,05). Hinzu kam ein signifikanter Einfluss der mittleren Konzentration
auf die Gesamtmotilitat im Vergleich zu der Kontrolle (p < 0,05) zum Zeitpunkt O.
Nach 2 Stunden Lagerzeit verringerte sich die Differenz zur Kontrolle und der
Mittelwert in der hohen Konzentration lag minimal héher, so dass kein signifkanter
Unterschied zu diesem Zeitpunkt mehr bestand (p = 0,42).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass der Unterschied im Laufe der
restlichen Versuchsdauer weiter bestehen blieb und vor allem in der hohen
Konzentration Cloprostenol (0,008 mg/ml) deutlicher wurde, so dass nach 24
Stunden hier die geringsten Anteile beweglicher Spermien vorhanden waren.

Der Faktor Zeit hatte einen statistisch hoch signifikanten Einfluss (p < 0,0001) und
signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration gab
es ebenfalls (p = 0,045).
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Abbildung 46: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
beweglicher  Spermien (%) nach  Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.1.3 Anteil beweglicher Spermien nach Zugabe von Cloprostenol -
Enantiomer

Die Kontrolle dieser Versuchseinheit wies zu Beginn der Analysen mit 64,28 + 8,34
% die groRten Anteile beweglicher Spermien in Versuch 2 auf. Jedoch folgte ein
Ruckgang um circa 10 % in den ersten 2 Stunden und ein erneuter Abfall im letzten
Analysenintervall auf 45,07 £ 10,26 % bewegliche Spermien.

Die Zugabe des Cloprostenol-Enantiomers konnte diesen Rickgang nicht
verhindern. Die Varianzanalyse kommt zu dem Ergebnis, dass die Konzentration
einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtbeweglichkeit hat (p = 0,0003). Die
arithmetischen Mittelwerte waren bereits direkt nach dem Auftauen nach Zugabe der
entsprechenden Mengen von synthetischem Prostaglandin Fy, kleiner. Sie lagen im
Mittel bei 61,72 £ 9,20 % in der hohen, bei 61,08 £ 8,24 % in der mittleren und bei
61,36 = 8,28 % in der niedrigen Konzentration zu Beginn der Messungen. Dieser
Unterschied war bereits statistisch signifikant (p = 0,0079) und der SNK-Test zeigt
deutlich, dass bereits zum Zeitpunkt O sich die Gesamtbeweglichkeiten in allen drei
Wirkstoffkonzentrationen signifikant von der Kontrolle unterschieden (p < 0,05).

Es folgte eine Reduktion der Anteile beweglicher Spermien im ersten und letzten
Zeitintervall, so dass der Faktor Zeit einen signifikanten Einfluss ausibte (p <
0,0001). Zum Zeitpunkt 2 waren die Unterschiede zur Kontrolle nicht mehr statistisch
signifikant (p = 0,46).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass die Anteile beweglicher Spermien in
der hohen Konzentration Cloprostenol-Enantiomer wahrend der folgenden
Versuchsdauer am schnellsten und am starksten abnahmen. So unterschritten diese
bereits nach 8 Stunden im Warmeschrank die 50 %-Marke und unterschieden sich
immer deutlicher von den Werten der Kontrolle.

Die Varianzanalyse kam zu dem Ergebnis, dass signifikante Wechselwirkungen

zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration vorlagen (p = 0,0061).
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Abbildung 47: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile

beweglicher  Spermien (%) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.2 Anteil vorwartsbeweglicher Spermien

Der Anteil vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher Spermien
(%) wird in Tabelle 31 in Anhang 2 in Form der arithmetischen Mittelwerte und der
Standardabweichung aufgefihrt. AuBRerdem sind die Ergebnisse in Form von
Balkendiagrammen in den Abbildungen 48 bis 50 dargestellt. Dies erfolgt getrennt
nach zugegebenem Prostaglandinpraparat in Verbindung mit der dazugehdrigen

Kontrolle.

4.3.21 Anteil vorwartsbeweglicher Spermien nach Zugabe von Dinoprost

Die Anteile vorwartsbeweglicher Spermien waren zu Beginn der Analysen in der
Kontrolle am groften (56,39 = 9,35 %). Mit der Zugabe des natirlichen
Prostaglandins (Abbildung 48) lagen im Mittel noch zwischen 53,00 + 9,89 %
vorwartsbewegliche Spermien in der hohen und 55,76 £ 9,31 % in der niedrigen
Konzentration vor. Allerdings gab es der Vvierfaktoriellen hierarchischen
Varianzanalyse zufolge keinen signifikanten Einfluss der Wirkstoffkonzentrationen
auf die Vorwartsbeweglichkeit der Spermien (p = 0,61).

Ab dem zweiten Analysenzeitpunkt nach 2 Stunden bieten die Messergebnisse ein
relativ einheitliches Bild. Zu diesem Zeitpunkt lagen die Anteile vorwartsbeweglicher
Spermien zwischen 47 und 48 % und unterschieden sich nur minimal von der
Kontrolle. In den folgenden 10 Stunden reduzierten sich die Werte nur wenig, um
dann im letzten Intervall noch einmal deutlich abzunehmen. Entsprechend war der
Einfluss des Faktors Zeit statistisch signifikant (p < 0,0001), signifikante
Wechselwirkungen zu den Konzentrationen gab es keine (p = 0,20).

Es fallt auf, dass in der allgemeinen Datenbeschreibung nach 24 Stunden die
mittleren Anteile vorwartsbeweglicher Spermien in jeder Dinoprostkonzentration
héher waren als die der Kontrolle. AuRerdem lagen in der niedrigen Konzentration

die Werte nach 10 und 12 Stunden ebenfalls geringgradig hoher.
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Abbildung 48: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien (%) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.2.2 Anteil vorwartsbeweglicher Spermien nach Zugabe von Cloprostenol
- Racemat

In der Versuchseinheit mit Zugabe des Cloprostenol-Racemats (Abbildung 49) zeigte
direkt zu Beginn die Kontrolle die grof3ten Anteile vorwartsbeweglicher Spermien. Mit
mittleren 57,36 + 9,03 % lag diese jedoch nur knapp Uber den 56,39 £ 9,87 %
vorwartsbeweglicher Spermien mit Zugabe von 0,002 mg/ml Cloprostenol-Racemat.
Mit Zugabe der doppelten und vierfachen Menge an Cloprostenol waren die Anteile
geringer. Sie lagen mit 0,004 mg/ml zu Beginn bei 55,09 £ 9,85 % und mit 0,008
mg/ml Racemat bei 54,18 % 10,01 %. Der Einfluss der eingesetzten
Cloprostenolkonzentrationen war sowohl global (p = 0,0021) als auch zu dem
Zeitpunkt O (p = 0,0009) statistisch signifikant.

Im SNK-Test ergaben sich zum Zeitpunkt 0 Unterschiede zwischen der hohen

Konzentration und der Kontrolle (p < 0,01), aber auch zwischen der mittleren
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Konzentration und der Kontrolle (p < 0,05) und der hohen und der niedrigen
Konzentration (p < 0,05).

Nach 2  Stunden Lagerzeit war kein signifikanter  Einfluss  der
Wirkstoffkonzentrationen mehr nachweisbar (p = 0,28). Allerdings zeigt die
allgemeine Datenbeschreibung, dass in der hohen Konzentration in den Analysen
nach 10 Stunden Lagerzeit der Ruckgang der Vorwartsbeweglichkeit deutlich groflier
war als in den Ubrigen Konzentrationen. Dieser Trend setzte sich nach 12 und 24
Stunden fort.

Die vierfaktorielle Varianzanalyse konnte statistisch signifikante Wechselwirkungen
zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration ferststellen (p = 0,018). Der Einfluss

des Faktors Zeit war ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,0001).
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Abbildung 49: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien (%) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol - Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.2.3 Anteil vorwartsbeweglicher Spermien nach Zugabe von Cloprostenol
- Enantiomer

Mit der Zugabe der drei Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer (Abbildung 50)
lagen die Anteile vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher
Spermien direkt nach dem Auftauen recht einheitlich zwischen 55 und 56 %. Die
Kontrolle lag mit 58,23 + 8,42 % etwas hdher. Entsprechend war der Einfluss der
Konzentration in der dreifaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse statistisch
signifikant (p = 0,019) und im SNK-Test unterschieden sich die Werte aller drei
Konzentrationen signifikant von der Kontrolle (p < 0,05). Zwischen den drei
Konzentrationen gab es keine signifikanten Unterschiede der Vorwartsbeweglichkeit
zum Zeitpunkt 0.

Global ergab sich ebenfalls ein signifikanter Einfluss der Wirkstoffkonzentrationen (p
= 0,0013). Dieser lag zum Zeitpunkt 2 Stunden nach dem Auftauen allerdings nicht
vor (p = 0,16).

Im weiteren Versuchsverlauf fielen die Anteile vorwartsbeweglicher Spermien mit
Zugabe des Cloprostenol-Enantiomers vor allem in der hohen Konzentration weiter
ab. Die allgemeine Datenbeschreibung zeigte in dieser Konzentration den groften
Unterschied zur Kontrolle zu allen folgenden Zeitpunkten. Hieraus ergaben sich die
signifikanten Wechselwirkungen der Faktoren Zeit und Konzentration (p = 0,017).

Der Faktor Zeit Ubte ebenfalls einen signifikanten Einfluss aus (p < 0,0001).
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Abbildung 50: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Anteile
vorwartsbeweglicher Spermien (%) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol - Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.3 Tatsachlich zuriickgelegter Weg (DCL)

Die Langen des tatsachlich zurickgelegten Weges sind als arithmetische Mittelwerte
und Standardabweichung in Tabelle 32 in Anhang 2 aufgefuhrt. AuRerdem stellen die

Abbildungen 51 bis 53 die Ergebnisse in Form von Balkendiagrammen dar.

4.3.3.1 DCL nach Zugabe von Dinoprost

Mit 52,00 £ 3,36 um direkt nach dem Auftauen legten die Spermien der Kontrolle den
vergleichsweise kurzesten tatsachlichen Weg zurtuck. Die Spermien in den drei
untersuchten Konzentrationen Dinoprost (Abbildung 51) wiesen zu diesem Zeitpunkt
eine mittlere Lange des tatsachlich zurtiickgelegten Weges von 53,78 + 3,23 um in
der niedrigen, von 55,84 + 3,52 ym in der mittleren und von 56,79 + 2,42 um in der
hohen Konzentration Dinoprost auf. Dieser Einfluss der zugegebenen Konzentration
zum Zeitpunkt 0 war statistisch signifikant (p < 0,0001). Im SNK-Test unterschieden
sich die Wege in allen eingesetzten Konzentrationen signifikant von denen der
Kontrolle und untereinander (p < 0,01). Lediglich die Differenz zwischen der
Weglange in der mittleren und der hohen Konzentration war nicht signifikant zum
Zeitpunkt O.

Zum Zeitpunkt 2 Stunden nach dem Auftauen war der Konzentrationseinfluss
ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,0001) und im SNK-Test waren die Differenzen
zwischen den mittleren Weglangen in allen drei Konzentrationen und der Kontrolle
signifikant (p < 0,05).

Global lagen alle arithmetischen Mittelwerte der Proben mit Zusatz von Prostaglandin
héher als die der jeweiligen Kontrolle. Entsprechend ergab die vierfaktorielle
hierarchische Varianzanalyse einen signifikanten Einfluss der eingesetzten
Dinoprostkonzentrationen auf die tatsachliche Weglange (p = 0,0028).

Hinzu kam, dass im Laufe der Versuchsdauer die Langen des tatsachlich
zuruckgelegten Weges immer gréfier wurden. Entsprechend war der Einfluss des
Faktors Zeit signifikant (p < 0,0001). In der Kontrolle und den beiden niedrigeren
Konzentrationen Dinoprost erreichten sie ihr Maximum 10 bzw. 8 Stunden nach dem
Auftauen, in der hohen bereits nach 2 Stunden, um dann in den folgenden Analysen
wieder abzufallen. Hieraus ergeben sich zusatzlich die signifikanten
Wechselwirkungen der Faktoren Zeit und Konzentration in der vierfaktoriellen

Varianzanalyse (p < 0,0001).
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Abbildung 51: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung des Tatsachlich
zurlickgelegten Weges (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.3.2 DCL nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Die Kontrolle startete bei 51,54 £ 3,22 pm, hatte ihr Maximum nach 10 Stunden
Lagerzeit und fiel auf 53,77 £ 9,62 ym nach 24 Stunden ab. Zu den ersten drei
Analysezeitpunkten nach 0, 2 und 4 Stunden lagen die Werte mit PGF,, Uber denen
der Kontrolle. Nach 6 Stunden unterschieden sie sich in allen drei Konzentrationen
nur noch unwesentlich von der Kontrolle. Mit 0,008 mg/ml Cloprostenol-Racemat
(Abbildung 52) reduzierte sich der tatsachlich zurickgelegte Weg die folgenden
Analysen weiter, so dass mit 52,83 + 7,59 ym nach 24 Stunden hier die Spermien die
kirzesten mittleren Weglangen aufwiesen.

Aus dieser Entwicklung der mittleren tatsachlichen Weglangen nach Racematzugabe
Uber die gesamte Versuchsdauer, ergaben sich die statistisch signifikanten
Wechselwirkungen der Faktoren Zeit und Konzentration (p < 0,0001). Die fehlende
Signifikanz bei dem Einfluss der eingesetzten Konzentrationen (p = 0,060) bleibt
ohne Bedeutung. Der Faktor Zeit Ubte ebenfalls einen statistisch signifikanten
Einfluss aus (p < 0,0001).
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Zum Zeitpunkt O war der Einfluss des zugegebenen Racemates signifikant (p <
0,0001). Im SNK-Test waren die Differenzen der Weglangen auler zwischen der
mittleren und der hohen Konzentration immer statistisch signifikant (p < 0,05).

Zum Zeitpunkt 2 Stunden nach dem Auftauen ergab sich ein ahnliches Bild. Der
Racemateinfluss war statistisch signifikant (p < 0,0001). Die Weglangen
unterschieden sich dem SNK-Test zufolge ebenfalls in fast allen Konzentrationen
signifikant (p < 0,05). Lediglich der Unterschied in der tatsdchlichen Weglange

zwischen der Kontrolle und der niedrigen Konzentration war nicht signifikant.
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Abbildung 52: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung des Tatsachlich
zuruckgelegten Weges (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)

4.3.3.3 DCL nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 53) waren die Weglangen nach 0, 2 und 4
Stunden ebenfalls grélRer als in der Kontrolle. Zu den restlichen Zeitpunkten wurden
die Differenzen kleiner. Nur in der hohen Konzentration Cloprostenol kam es zum
Ruckgang der Weglangen, so dass nach 24 Stunden Lagerzeit die Spermien in

0,0024 mg/ml Cloprostenol-Enantiomer den insgesamt kurzesten Weg zurlcklegten.
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Dies fuhrte zu signifikanten Wechselwirkungen der Faktoren Zeit und Konzentration
in der vierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse (p < 0,0001). Die fehlende
Signifikanz bei dem Einfluss des Faktors Konzentration bleibt ohne Bedeutung (p =
0,12). Der Einfluss der Zeit war ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,0001).

Zum Zeitpunkt O Uubten die eingesetzten Enantiomerkonzentrationen einen
signifikanten Einfluss auf die zurickgelegte tatsachliche Weglange der Spermien aus
(p < 0,0001). Im SNK-Test waren die Differenzen stets signifikant (p < 0,05), lediglich
die Weglangen in der niedrigen und der mittleren Konzentration unterschieden sich
nicht signifikant.

Zwei Stunden spater ergab sich ein ahnliches Bild. Der Einfluss des Enantiomers war
statistisch signifikant (p < 0,0001) und die Mittelwerte der tatsachlich zuriickgelegten
Weglangen unterschieden sich im SNK-Test fast alle signifikant (p < 0,05). Einzig die
Differenz der Weglangen in der mittleren und der hohen Konzentration war nicht

signifikant.
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Abbildung 53: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung des Tatsachlich
zuruckgelegten Weges (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.4 Lange einer geglatteten Linie (DAP)

Die Ergebnisse fur die Lange einer geglatteten Linie sind in Form der arithmetischen
Mittelwerte zusammen mit der Standardabweichung in Tabelle 33 in Anhang 2
aufgefiihrt. Aullerdem werden die Verlaufe der Werte Uber die Zeit in den

Abbildungen 54 bis 56 als Balkendiagramme dargestellt.

4.3.41 DAP nach Zugabe von Dinoprost

Nach Zugabe des naturlichen Prostaglandins (Abbildung 54) lagen die Mittelwerte
direkt nach dem Auftauen in der Kontrolle und den beiden niedrigen Konzentrationen
bei ca. 30 um. In der hochsten Konzentration war die Lange einer geglatteten Linie
kleiner (29,15 £ 1,37 pym). Im Gegensatz zum tatsachlich zurickgelegten Weg kam
es hier nicht zu einer Zunahme im Laufe der Versuchsdauer. In der Kontrolle
reduzierten sich die Langen der geglatteten Linie nur unwesentlich in den ersten 12
Stunden, ebenso mit 0,1 mg/ml Dinoprost. In beiden Fallen reduzierten sich dann die
Langen wieder deutlich im letzten Intervall. Die Spermien in der mittleren
Konzentration lagen mit 30,02 + 2,24 ym nach 2 Stunden etwas uber und nach 10
und 12 Stunden etwas unter den Werten der Kontrolle.

In der hohen Konzentration (0,4 mg/ml) war die Lange der geglatteten Linie wahrend
der gesamten Versuchsdauer kleiner als in der Kontrolle. So lagen hier die Werte
nach 6 Stunden bei 27,90 + 1,85 uym, nach 10 Stunden bei 27,86 + 1,89 um und auch
nach 12 Stunden zeigten die Spermien in 0,4 mg/ml Dinoprost die kleinsten Werte
mit mittleren 27,69 + 1,84 um. Bei der letzten Analyse nach 24 Stunden waren die
Mittelwerte in allen vier Konzentrationen jedoch wieder sehr ahnlich und nur in den
beiden niedrigen Konzentrationen etwas hoher als die Kontrolle.

Der Einfluss der Wirkstoffkonzentration war in der vierfaktoriellen hierarchischen
Varianzanalyse statistisch signifikant (p = 0,034). AuRerdem Ubte der Faktor Zeit
einen statistisch hoch signifikanten Einfluss aus (p < 0,0001). Signifikante
Wechselwirkungen zwischen den beiden genannten Faktoren gab es keine (p =
0,30).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss der eingesetzten
Dinoprostmenge auf den Parameter DAP zum Zeitpunkt 0 (p = 0,0029) und im SNK-
Test wurde deutlich, dass sich die Lange einer geglatteten Linie in der hochsten

Konzentration signifikant von allen drei anderen Mittelwerten signifikant unterschied
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(p < 0,01). Zwischen den Konzentrationen 0; 0,1 und 0,2 mg Dinoprost pro ml
ergaben sich direkt nach dem Auftauen keine Unterschiede.
Zwei Stunden spater konnte kein signifikanter Einfluss der eingesetzten

Wirkstoffkonzentrationen festgestellt werden (p = 0,12).
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Abbildung 54: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer
geglatteten Linie (um) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.4.2 DAP nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Zu Beginn lagen die Mittelwerte mit Zugabe von Cloprostenol-Racemat (Abbildung
55) hoher als die der Kontrolle. Dies war direkt nach dem Auftauen, 2 und 4 Stunden
spater der Fall. Zum Analysezeitpunkt 4 Stunden nach dem Auftauen begannen
jedoch die Werte in der hohen Konzentration bereits unter die der Kontrolle
abzufallen. Bei den restlichen Analysen lagen die Werte in der hohen Konzentration
immer unter denen der Kontrolle. In den beiden niedrigen Konzentrationen wiesen
sie kaum einen Unterschied auf. Erst nach 24 Stunden Lagerzeit war zwischen der
Kontrolle und der hohen Konzentration kaum noch ein Unterschied vorhanden und
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die Spermien in den beiden niedrigen Konzentrationen legten eine etwas grollere
geglattete Linie zurlck als die Kontrolle.

Insgesamt reduzierten sich wie bereits mit dem naturlichen Prostaglandin die Werte
der Langen einer geglatteten Linie mit dem Racemat des Cloprostenols, so dass der
Einfluss des Faktors Zeit hoch signifikant war (p = 0,0001). Die globale
Varianzanalyse zeigte auflerdem einen statistisch signifikanten Einfluss der
Wirkstoffkonzentration (p = 0,011). Die Wechselwirkungen zwischen den Faktoren
Zeit und Konzentration waren ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,0083).

Zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,24) und 2 (p = 0,52) waren keine signifikanten
Unterschiede nachweisbar. Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich
jedoch entnehmen, dass in der hohen Racematkonzentration die Mittelwerte zu den
folgenden funf Analysezeitpunkten niedriger lagen als die der Kontrolle und der

niedrigeren Konzentrationen.
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Abbildung 55: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer
geglatteten Linie (um) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.4.3 DAP nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Direkt nach dem Auftauen waren die Werte mit Zusatz des Cloprostenol-Enantiomers
(Abbildung 56) etwas hoher als die der Kontrolle. Mit 0,0006 mg/ml und 0,0012
mg/ml setzte sich dieser Trend Uber anndhernd die gesamte Versuchsdauer fort.
Jedoch mit 0,0024 mg/ml fiel der Mittelwert bereits 2 Stunden nach dem Auftauen
unter den der Kontrolle. In den folgenden Analysen fielen die Mittelwerte mit 0,0024
mg/ml Enantiomer starker als mit weniger Cloprostenolzusatz ab. Nach 24 Stunden
Versuchsdauer war der Mittelwert der Spermien in der hochsten Konzentration der
kleinste.

Der Einfluss der eingesetzten Konzentrationen war statistisch signifikant (p = 0,013),
ebenso der des Faktors Zeit (p < 0,0001). Signifikante Wechselwirkungen zwischen
den beiden genannten Faktoren gab es keine (p = 0,23).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse ergab keine Unterschiede zu den Zeitpunkten 0 (p
= 0,16) und 2 (p = 0,25) Stunden nach dem Auftauen. Die allgemeine
Datenbeschreibung lasst lediglich vermuten, dass der global signifikante Einfluss der
eingesetzten Konzentrationen durch die Unterschiede zwischen den Kontrollen und
den Werten der hohen Enantiomerkonzentration zu spateren Zeitpunkten zustande

kam.
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Abbildung 56: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Lange einer

geglatteten Linie (um) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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43.5 Strecke zwischen Start- und Endpunkt (DSL)

Die Strecken zwischen Start- und Endpunkt (um) sind in Tabelle 34 in Anhang 2 fur
jedes Prostaglandinpraparat aufgefuhrt. Angegeben sind die arithmetischen
Mittelwerte aus den 30 Durchgangen in Verbindung mit der Standardabweichung.
Aulerdem werden diese nachfolgend getrennt nach Praparat zusammen mit der

dazugeharigen Kontrolle in den Abbildungen 57 bis 59 dargestellt.

4.3.51 DSL nach Zugabe von Dinoprost

Die Zugabe von Dinoprost (Abbildung 57) hatte keine Steigerung der zurtickgelegten
Strecken zwischen Start- und Endpunkt zur Folge. Bereits direkt nach dem Auftauen
waren die Werte vor allem in den hohen Konzentrationen wesentlich kleiner als in der
Kontrolle. Dies war Uber die gesamte Versuchsdauer der Fall. Am grof3ten war der
Unterschied zwischen Kontrolle und der hohen Konzentration zum Zeitpunkt 8
Stunden nach dem Auftauen.

Mit der mittleren Konzentration Dinoprost war der Verlauf sehr ahnlich, die
Unterschiede jedoch nicht ganz so grofd. Acht Stunden nach dem Auftauen war der
Unterschied am groften und die Werte mit 0,2 mg/ml Dinoprost waren durchweg
kleiner als in der Kontrolle.

Diese Unterschiede stellten sich als Folge des statistisch hoch signifikanten
Einflusses der eingesetzten Prostaglandinkonzentrationen auf die Strecke zwischen
Start- und Endpunkt in der Varianzanalyse dar (p < 0,0001). Der Faktor Zeit hatte
einen entsprechenden Einfluss auf die Entwicklung der Streckenlange (p < 0,0001).
Zusatzlich waren die Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und
Konzentration statistisch signifikant (p = 0,0027).

Zu den Zeitpunkten 0 und 2 war in der dreifaktoriellen Varianzanalyse der
Konzentrationseinfluss ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,0001). Allerdings zeigte
der SNK-Test, dass sich zu diesen beiden Zeitpunkten nur die Werte der héchsten
Konzentration von allen anderen signifikant unterschieden (p < 0,01). Die Differenzen
zwischen den Werten der ubrigen drei Konzentrationen (0; 0,1 und 0,2 mg/ml) waren
zu den Zeitpunkten 0 und 2 nicht signifikant.

Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst sich entnehmen, dass die kleinste
eingesetzte Dinoprostkonzentration (0,1 mg/ml) im Vergleich zur Kontrolle wahrend
den ersten 12 Stunden Lagerzeit keinen Unterschied in der Streckenlange bewirken

konnte. Die Werte entsprechen im Wesentlichen denen der Kontrolle.
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Abbildung 57: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Strecke
zwischen Start- und Endpunkt (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehorigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.5.2 DSL nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Wie mit dem naturlichen PGFyq verhielt sich auch die Strecke zwischen Start- und
Endpunkt in der hohen Konzentration mit Cloprostenol-Racemat (Abbildung 58). Die
Werte lagen durchweg tiefer, nur die Differenz war kleiner. Aulerdem glichen sie sich
zum letzten Analysenzeitpunkt aneinander an.

Entsprechend konnte in der vierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse ein
statistisch signifikanter Einfluss der Konzentration des Cloprostenol-Racemats (p =
0,0001) und des Faktors Zeit (p < 0,0001) auf die Strecke zwischen Start- und
Endpunkt nachgewiesen werden. Die Wechselwirkungen zwischen den beiden
Faktoren waren ebenfalls signifikant (p = 0,027).

Mit dem Racemat des Cloprostenols konnte zwar im Vergleich zur Kontrolle in den
beiden niedrigeren Konzentrationen eine Steigerung der zurtickgelegten Strecke zu
den ersten drei Analysezeitpunkten erreicht werden, allerdings war dieser

Unterschied zum Zeitpunkt 0 im SNK-Test nicht signifikant. Der signifikante Einfluss
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zum Zeitpunkt O (p = 0,037) ergab sich vielmehr aus den Differenzen zwischen den
Werten der hohen und den beiden niedrigeren Konzentrationen Racemat (p < 0,05).
Ansonsten war kein Unterschied signifikant.

Zum Zeitpunkt 2 ergab die dreifaktorielle Varianzanalyse keinen Einfluss der
Wirkstoffkonzentrationen (p = 0,068). Wahrend der folgenden Analysen, so zeigt die
allgemeine Datenbeschreibung, wurde vor allem in der hohen Konzentration

Cloprostenol-Racemat die Strecke zwischen Start- und Endpunkt reduziert.
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Abbildung 58: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Strecke
zwischen Start- und Endpunkt (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.5.3 DSL nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Der Verlauf der Streckenentwicklung wahrend des Versuches wies mit dem
Enantiomer Parallelen auf zum Verlauf mit dem Racemat. Deutlich im
Balkendiagramm (Abbildung 59) zu sehen ist, dass die beiden niedrigeren
Konzentrationen durchweg eine gréliere zurtickgelegte Strecke zwischen Start- und
Endpunkt hervorriefen. Diese Unterschiede waren jedoch weder zum Zeitpunkt O
noch 2 statistisch signifikant.

Erneut kirzere Strecken legten die Spermien in der hohen Konzentration
Cloprostenol im Vergleich zu der Kontrolle zurick. Zum Zeitpunkt 2 war der Einfluss
des Enantiomers entsprechend signifikant (p = 0,0052). Die Werte in der hohen
Konzentration unterschieden sich im SNK-Test von den drei anderen (0; 0,0006 und
0,0012 mg/ml) signifikant (p < 0,05).

Zu den Zeitpunkten 0 und 24 waren die arithmetischen Mittelwerte in der Kontrolle
und mit 0,0024 mg/ml Cloprostenol-Enantiomer anndhernd gleich grof3.
Entsprechend ergab die dreifaktorielle Varianzanalyse zum Zeitpunkt O keinen
Wirkstoffeinfluss (p = 0,070).

In der globalen Vvierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse hatten die
eingesetzten Konzentrationen des Enantiomers einen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Lange der Strecke zwischen Start- und Endpunkt (p = 0,0001),
ebenso der Faktor Zeit (p < 0,0001). Aus der allgemeinen Datenbeschreibung lasst
sich entnehmen, dass dieser Einfluss vor allem aufgrund der Unterschiede zwischen
der hohen Konzentration und der Kontrolle zu spateren Zeitpunkten zustande
gekommen sein muss. Signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit

und Konzentration gab es keine (p = 0,72).
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Abbildung 59: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Strecke
zwischen Start- und Endpunkt (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30
Messwiederholungen)
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4.3.6 Kurvolineare Geschwindigkeit (VCL)

Die ermittelten Kurvolinearen Geschwindigkeiten (um/s) sind in Tabelle 35 in Anhang
2 als arithmetische Mittelwerte aus den 30 Durchgangen in Verbindung mit der
Standardabweichung aufgefuhrt. Au3erdem werden sie nachfolgend getrennt nach
zugegebenen Prostaglandinpraparaten in den Abbildungen 60 bis 62 fur jeden

Analysezeitpunkt dargestellt.

4.3.6.1 VCL nach Zugabe von Dinoprost

Es fallt auf, dass die Kontrollen im Vergleich zu den Proben mit Dinoprost in jeder
Konzentration und zu jedem Analysezeitpunkt die geringsten Mittelwerte aufwiesen
(Abbildung 60). Hinzu kommt, dass zu den ersten drei Messzeitpunkten aul’erdem
die Proben mit der hochsten Konzentration an Dinoprost (0,4 mg/ml) die groften
mittleren Kurvolinearen Geschwindigkeiten zeigten.

Des Weiteren nahmen die Geschwindigkeiten im Laufe der Versuchsdauer weiter zu
und erreichten zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihr Maximum. Je gréRer die
Konzentration der enthaltenen Prostaglandine war, umso friher war dies der Fall. So
lag in der hohen Konzentration bereits nach 2 Stunden das Maximum von 140,11 *
9,16 um/s vor. Die Spermien in der mittleren erreichten 139,39 £ 11,16 pym/s nach 8
und die Spermien in der niedrigen zum gleichen Zeitpunkt wie die Kontrolle
erreichten 137,77 + 14,84 ym/s nach 10 Stunden Lagerzeit.

Somit konnte ein statistisch  signifikanter Einfluss der eingesetzten
Dinoprostkonzentrationen nachgewiesen werden (p = 0,023). Der Faktor Zeit
beeinflusste die Entwicklung aufRerdem signifikant (p < 0,0001) und signifikante
Wechselwirkungen waren ebenfalls vorhanden (p < 0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse der Zeitpunkte O und 2 ergab zusatzlich einen
statistisch hoch signifikanten Einfluss der zugesetzten Dinoprostmengen auf die
Kurvolineare Geschwindigkeit (p < 0,0001). Der SNK-Tests zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen den Werten in den drei verschiedenen Konzentrationen zum
Zeitpunkt 2 (p < 0,05) und direkt nach dem Auftauen lagen ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen fast allen Konzentrationen vor (p < 0,01). Lediglich die
Differenz zwischen den Werten in der mittleren und der hohen Konzentration war

zum Zeitpunkt O nicht signifikant.
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Abbildung 60: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.6.2 VCL nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Die Kontrolle wies zu den ersten beiden Messzeitpunkten die geringsten
Geschwindigkeiten auf und die Proben mit der hohen Konzentration Cloprostenol-
Racemat die grof3ten (Abbildung 61). 4 und 6 Stunden nach dem Auftauen zeigten
die Geschwindigkeiten der Spermien in allen Konzentrationen recht ahnliche Werte
und stiegen weiter an. Allerdings zeigten bereits nach 8 Stunden Lagerzeit die
Spermien in der hohen Konzentration Cloprostenol geringere Werte und
unterschieden sich doch recht deutlich von den ubrigen. Dieser Trend setzte sich die
folgenden 3 Analysen weiter fort.

Die Kurvolinearen Geschwindigkeiten reduzierten sich im Laufe der Versuchsdauer
vor allem im Intervall vor der Analyse nach 24 Stunden, am deutlichsten in der hohen
Konzentration.

Aufgrund der hoch signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und
Konzentration (p < 0,0001), bleibt die Tatsache der fehlenden Signifikanz bei der

Analyse des globalen Einflusses der Cloprostenolkonzentrationen auf die
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Kurvolineare Geschwindigkeit (p = 0,056) ohne Bedeutung. Der Faktor Zeit hatte mit
p < 0,0001 einen signifikanten Effekt.

Die dreifaktorielle Varianzanalyse zeigte, dass sowohl zum Zeitpunkt 0 als auch 2
Stunden spater die eingesetzte Menge an Cloprostenol-Racemat einen hoch
signifikanten Einfluss auf die Kurvolineare Geschwindigkeit hatte (p < 0,0001). Die
Effekte waren zu den Zeitpunkten 0 und 2 im SNK-Test zwischen den verschiedenen
Konzentrationen signifikant unterschiedlich (p < 0,05). Lediglich die Werte in der

mittleren und hohen Konzentration direkt nach dem Auftauen unterschieden sich

nicht signifikant.
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Abbildung 61: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehoérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.6.3 VCL nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Die Ergebnisse nach Zugabe des Enantiomers (Abbildung 62) unterschieden sich
nur unwesentlich von denen mit dem Racemat. So zeigten zu den ersten drei
Analysezeitpunkten wieder die Spermien der Kontrolle die kleinsten Werte. Die
héchsten Kurvolinearen Geschwindigkeiten wiesen zu den Zeitpunkten 0 und 2 die
Spermien in der hohen Konzentration Enantiomer auf.

Zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Versuchsbeginn waren die mittleren Kurvolinearen
Geschwindigkeiten in der mittleren Konzentration hoher als in den anderen
Konzentrationen. Dies war die darauf folgenden 4 Analysen der Fall. Im gleichen
Zeitraum reduzierten sich die Geschwindigkeiten in der hohen Konzentration
deutlich. Der Unterschied zur Kontrolle wurde mit jeder Analyse groRer.

Insgesamt stiegen die Geschwindigkeiten je nach Konzentration in den ersten 6 bis
12 Stunden an. AnschlielRend reduzierten sie sich. Nach 24 Stunden waren sie in der
Kontrolle und der niedrigen Konzentration wieder auf dem Ausgangsniveau
angelangt und in den beiden hoheren Konzentrationen lagen sie deutlich darunter.
Aufgrund der signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und
Konzentration (p < 0,0001), bleibt die fehlende Signifikanz beim Effekt der
verschiedenen Konzentrationen (p = 0,12) ohne Bedeutung. Der Einfluss des Faktors
Zeit war hoch signifikant (p < 0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse der Ergebnisse zu den Zeitpunkten 0 und 2 ergab
einen signifikanten Effekt der eingesetzten Enantiomerkonzentrationen (p < 0,0001).
Der SNK-Tests zeigte, dass sich direkt nach dem Auftauen die Werte in allen
Konzentrationen signifikant voneinander unterschieden (p < 0,05), nur nicht die in der
niedrigen und der mittleren Konzentration. Zwei Stunden spater war zwischen der
niedrigen und der mittleren Konzentration ebenfalls kein signifikanter Unterschied
vorhanden, ebenso nicht zwischen der mittleren und hohen. Allerdings hatten im
Vergleich zur Kontrolle im SNK-Test alle eingesetzten Mengen zu den Zeitpunkten 0
und 2 einen signifikanten Effekt (p < 0,05).
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Abbildung 62: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Kurvolinearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.7 Mittlere Geschwindigkeit (VAP)

Die gemessenen Werte der Mittleren Geschwindigkeit sind in Form der
arithmetischen Mittelwerte in Verbindung mit der Standardabweichung in Tabelle 36
in Anhang 2 aufgefuhrt. AuRerdem sind diese in den nachfolgenden Abbildungen 63

bis 65 als Balkendiagramme dargestellt.

4.3.71 VAP nach Zugabe von Dinoprost

Nach Zugabe des naturlichen Prostaglandins (Abbildung 63) lagen die Mittelwerte
der Mittleren Geschwindigkeit der Spermien in der Kontrolle direkt nach dem
Auftauen bei 70,16 = 5,64 um/s und somit hdher als die der Proben mit
Dinoprostzusatz. Nach 2, 4 und 6 Stunden Lagerzeit lagen die Werte dann in 0,1
mg/ml bzw. 0,2 mg/ml Dinoprost hoher als in der Kontrolle.

Wahrend der kompletten Versuchsdauer wiesen die Spermien in der hohen
Konzentration (0,4 mg/ml) Dinoprost die geringste Mittlere Geschwindigkeit auf. Ab
dem Zeitpunkt 8 Stunden nach dem Auftauen zeigten die Spermien in der Kontrolle
wieder die grofdte Mittlere Geschwindigkeit. Nach 24 Stunden waren die
Unterschiede weniger deutlich. Im letzten Analysenintervall von 12 Stunden kam es
zu einer deutlichen Reduktion der Mittleren Geschwindigkeiten.

Der Unterschied und somit der Einfluss der eingesetzten Dinoprostkonzentrationen
war statistisch signifikant (p = 0,014), ebenso der Einfluss des Faktors Zeit (p <
0,0001). Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren gab es
jedoch keine (p = 0,11).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse ergab, dass Effekte der eingesetzten
Konzentrationen zum Zeitpunkt O statistisch signifikant (p = 0,0010) und zum
Zeitpunkt 2 eher zufallig waren (p = 0,15). Dabei war die Reduktion der VAP zum
Zeitpunkt O in der hochsten Konzentration im Vergleich zu den Ubrigen drei
Konzentrationen im SNK-Test statistisch signifikant (p < 0,01). Zwischen den
restlichen Werten in den Ubrigen drei Konzentrationen gab es keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 63: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.7.2 VAP nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Mit Zugabe des Cloprostenol-Racemats (Abbildung 64) lagen direkt nach dem
Auftauen alle arithmetischen Mittelwerte der Geschwindigkeiten entlang der
geglatteten Linie mit Prostaglandinzugabe uber denen der Kontrolle. Dies war 2
Stunden spater immer noch der Fall. Allerdings war der Effekt der drei
Konzentrationen zu den Zeitpunkten 0 (p = 0,24) und 2 (p = 0,45) nicht signifikant.

Ab den darauf folgenden Analysen waren wiederum die Werte in der hohen
Konzentration die niedrigsten. Dies setzte sich Uber die restliche Versuchsdauer so
fort. Zwischen der Kontrolle und den beiden niedrigen Konzentrationen des
Racemats konnte in diesem Zeitraum kein wesentlicher Unterschied mehr festgestellt
werden. Deshalb lasst die allgemeine Datenbeschreibung vermuten, dass die
signifikanten Effekte der eingesetzten Mengen an Racemat auf die Mittleren
Geschwindigkeiten (p = 0,0033) vor allem in der hohen Konzentration zu spateren

Zeitpunkten eingetreten sein mussen.
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Hinzu kommt ein signifikanter Einfluss des Faktors Zeit (p < 0,0001) und signifikante
Wechselwirkungen zwischen eben diesem Zeitfaktor und den verschiedenen

Konzentrationen (p = 0,0002).
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Abbildung 64: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehoérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.7.3 VAP nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Zu Beginn der Analysen lagen mit dem Enantiomer (Abbildung 65) die arithmetischen
Mittelwerte der Mittleren Geschwindigkeiten in allen drei Konzentrationen hoher als
die der Kontrolle. Allerdings war weder zum Zeitpunkt O (p = 0,062) noch 2 Stunden
danach (p = 0,18) ein signifikanter Effekt des Enantiomers zu erkennen.

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass bereits ab dem zweiten
Messzeitpunkt die Werte in der hohen Konzentration fur die komplette restliche
Versuchsdauer die niedrigsten waren.

Die Spermien in der niedrigen Konzentration zeigten in den ersten 10 Stunden
Lagerzeit die hochsten Werte und nach 24 Stunden Lagerzeit lagen die Mittelwerte in

den beiden niedrigeren Konzentrationen wieder Uber denen der Kontrolle.
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Die Varianzanalyse ergab einen statistisch signifikanten Einfluss der eingesetzten
Cloprostenolkonzentrationen (p = 0,0036). Die Unterschiede zwischen den Werten
der hohen Konzentration und denen der Kontrolle zu spateren Zeitpunkten waren
vermutlich daflr die Ursache.

Der Faktor Zeit war ebenfalls mit entscheidend fur den Rickgang der Mittleren
Geschwindigkeiten (p < 0,0001). AulRerdem gab es signifikante Wechselwirkungen

zwischen den beiden Faktoren Zeit und Konzentration (p = 0,013).
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Abbildung 65: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Mittleren
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehorigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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43.8 Lineare Geschwindigkeit (VSL)

Die arithmetischen Mittelwerte der Linearen Geschwindigkeiten zu den acht
Analysezeitpunkten sind in Verbindung mit der Standardabweichung in Tabelle 37 in
Anhang 2 chronologisch und flr jedes Prostaglandinpraparat getrennt aufgefihrt.

Zusatzlich werden sie in den Abbildungen 66 bis 68 dargestellt.

4.3.8.1 VSL nach Zugabe von Dinoprost

Die Lineare Geschwindigkeit der Spermien in der mittleren und der hohen
Konzentration Dinoprost war wahrend der gesamten Versuchsdauer geringer als in
der Kontrolle. Der Unterschied war entsprechend der Prostagladinkonzentration
umso groRer je hoher die Konzentration war. Die Abbildung 66 veranschaulicht das
sehr deutlich. Der Einfluss der Dinoprostkonzentration auf die Lineare
Geschwindigkeit war in der vierfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse somit
statistisch hoch signifikant (p < 0,0001).

Mit Zugabe von 0,1 mg/ml Dinoprost war der Unterschied nicht so deutlich. Zu zwei
Zeitpunkten (nach 6 wund nach 24 Stunden Lagerzeit) war die Lineare
Geschwindigkeit mit 0,1 mg/ml Dinoprost grof3er als in der Kontrolle. Die ersten drei
Analysen zeigten keinen wesentlichen Unterschied und im Zeitraum 8 bis 12 Stunden
nach dem Auftauen lagen die Werte etwas tiefer als in der Kontrolle.

Die Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse und des SNK-Tests bestatigten
dies. Zu den Zeitpunkten 0 und 2 lag zwar immer ein statistisch signifikanter Einfluss
der eingesetzten Mengen an Dinoprost vor (p < 0,0001), allerdings beschrankte sich
dieser auf die hohe Konzentration. Zu beiden Zeitpunkten waren die Differenzen
zwischen den Werten in der hohen Konzentration und den Ubrigen drei
Konzentrationen (0; 0,1 und 0,2) statistisch signifikant (p < 0,01). Unterschiede
zwischen der Kontrolle und den beiden niedrigeren Konzentrationen gab es aber
keine.

Im Laufe der Versuchsdauer nahm die Lineare Geschwindigkeit in allen
Konzentrationen ab, so dass der Faktor Zeit ebenfalls einen hoch signifikanten
Einfluss hatte (p < 0,0001). Hinzu kommen statistisch signifikante Wechselwirkungen

zwischen den beiden Faktoren Zeit und Konzentration (p = 0,0004).
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Abbildung 66: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.8.2 VSL nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Nach Zusatz des Cloprostenol-Racemats (Abbildung 67) in der hohen Konzentration
lagen die arithmetischen Mittelwerte wahrend der gesamten Versuchsdauer tiefer als
die der Kontrolle.

Anders dagegen war der Verlauf in der niedrigen und der mittleren Konzentration. Bis
auf die Analysen nach 6 und 10 Stunden Lagerzeit zeigten die Spermien in 0,002
und 0,004 mg/ml Cloprostenol-Racemat zu den restlichen Zeitpunkten etwas grofliere
Werte als die Kontrolle.

Global war sowohl der Einfluss der Prostaglandinkonzentration als auch der des
Faktors Zeit auf die Lineare Geschwindigkeit der Spermien statistisch hoch
signifikant (p < 0,0001). Aul3erdem gab es singnifikante Wechselwirkungen zwischen
den beiden Einflussfaktoren (p = 0,0040).

In der dreifaktoriellen Varianzanalyse zu den ersten beiden Zeitpunkten ergab sich
zwar ein signifikanter Effekt der eingesetzten Mengen Racemat (p = 0,040 und p =

0,030), allerdings konnte kein signifikanter Unterschied im SNK-Test zwischen den
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beiden niedrigen Konzentrationen und der Kontrolle festgestellt werden. Signifikante
Differenzen bestanden vielmehr zwischen den Werten der hohen und der mittleren
Konzentration zum Zeitpunkt O (p < 0,05) und zwischen der hohen und der niedrigen
Konzentration zum Zeitpunkt 2 Stunden nach dem Auftauen (p < 0,05).

Der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge resultiert der global statistisch
signifikante Effekt des Racemates vermutlich aus der Differenz zwischen den Werten
der hohen Konzentration und den uUbrigen Mittelwerten ab dem Analysezeitpunkt

nach 4 Stunden.
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Abbildung 67: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehoérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.8.3 VSL nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Mit dem Enantiomer des Cloprostenols (Abbildung 68) lagen die arithmetischen
Mittelwerte der Linearen Geschwindigkeit direkt nach dem Auftauen in der Kontrolle
und in der hohen Konzentration sehr nahe beieinander. Jedoch waren wahrend der
restlichen Versuchsdauer die Werte in 0,0024 mg/ml Cloprostenol-Enantiomer
deutlich kleiner als die der Kontrolle.

In den beiden niedrigeren Konzentrationen lagen die Linearen Geschwindigkeiten
direkt nach dem Auftauen und bei der letzten Analyse hdher als die der Kontrolle. Zu
den restlichen Messzeitpunkten waren die Werte der Kontrolle und mit 0,0006 bzw.
0,0012 mg/ml Cloprostenol-Enantiomer annahernd gleich, bzw. mit Zusatz des
Prostaglandins teilweise etwas grofer.

Zu den Zeitpunkten 0 und 2 ergab die dreifaktorielle Varianzanalyse einen
signifikanten Effekt des Enantiomers (p = 0,026 und p = 0,0027). Allerdings zeigte
der SNK-Test, dass die signifikanten Unterschiede zum Zeitpunkt O nur zwischen den
Werten der hohen und niedrigen Konzentration bestanden (p < 0,05). Zwei Stunden
spater waren die Differenzen der Werte in der hohen und den Ubrigen
Konzentrationen signifikant (p < 0,05). Zwischen der Kontrolle und den beiden
niedrigen Konzentrationen gab es zu diesen Zeiten keine signifikanten Unterschiede.
Die allgemeine Datenbeschreibung fur die folgenden Messzeitpunkte lasst vermuten,
dass der global hoch signifikante Einfluss des Cloprostenol-Enantiomers auf die
Linearen Geschwindigkeiten der Spermien (p < 0,0001) vermutlich durch die
Reduktion der Geschwindikeiten in der hohen Konzentration vor allem zu spateren
Zeitpunkten begrundet liegt.

Der Einfluss des Faktors Zeit war ebenfalls wieder statistisch hoch signifikant (p <
0,0001) und signifikante Wechselwirkungen mit dem Faktor Konzentration gab es
nicht (p = 0,31).
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Abbildung 68: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearen
Geschwindigkeit (um/s) nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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43.9 Linearitat der Spermienbewegung (LIN)

Die Ergebnisse fur die Linearitat der Spermienbewegungen sind als arithmetische
Mittelwerte aus den 30 Durchgangen in Verbindung mit der Standardabweichung in
Form von Dezimalbrichen in Tabelle 38 in Anhang 2 aufgefuhrt. AulRerdem stellen
die Abbildungen 69 bis 71 die Werte fur jedes zugegebene Prostaglandinpraparat

getrennt dar.

4.3.9.1 Linearitat nach Zugabe von Dinoprost

Durch  Dinoprostzusatz  konnte keine  Steigerung der Linearitat der
Spermienbewegung erzielt werden (Abbildung 69). Die Kontrolle zeigte durchweg die
gréfRten Werte.

Das Ergebnis der Varianzanalyse bestatigt den negativen Einfluss der zugegebenen
Mengen an Dinoprost auf die Linearitdt. Die Konzentrationen hatten einen
signifikanten Effekt (p < 0,0001). Aulerdem reduzierten sich alle Werte im Laufe des
Versuchs kontinuierlich, so dass der Faktor Zeit ebenfalls einen signifikanten Einfluss
hatte (p < 0,0001). Zusatzlich waren die Wechselwirkungen zwischen diesen beiden
Faktoren signifikant (p < 0,0001).

Der Unterschied zur Kontrolle war umso groler je hoher die eingesetzte
Konzentration war. Dies zeigte auch der SNK-Test, nachdem die dreifaktorielle
Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 und 2 den signifikanten Effekt der
Wirkstoffkonzentrationen bestatigte (p < 0,0001). Die Differenzen zwischen den
Werten der einzelnen Dinoprostkonzentrationen und den Kontrollen waren zu beiden

Zeitpunkten stets signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 69: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.9.2 Linearitat nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Nach Zugabe des Racemats (Abbildung 70) wurde ebenfalls keine Steigerung der
Linearitat der Spermienbewegung erreicht. Ingesamt waren jedoch die Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Kontrolle und denen mit Zusatz von Cloprostenol
kleiner als nach Dinoprostzusatz bzw. es war kein Unterschied vorhanden. Die Werte
in der niedrigen Konzentration bei den Analysen nach 6 und 8 Stunden, sowie in
allen eingesetzten Cloprostenolkonzentrationen nach 24 Stunden Lagerzeit, lagen
etwas Uber denen der Kontrolle.

Der Einfluss der verwendeten Cloprostenolkonzentrationen und der Einfluss des
Faktors Zeit waren beide statistisch hoch signifikant (p < 0,0001). Signifikante
Wechselwirkungen zwischen den beiden genannten Faktoren gab es ebenfalls (p <
0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 und 2 ergab einen statistisch
signifikanten Effekt der verwendeten Racematkonzentrationen (p < 0,0001).

Allerdings ergab der SNK-Test im Vergleich zu den Werten nach Dinoprostzusatz
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keinen signifikanten Unterschied zwischen den niedrigen Konzentrationen und den
Kontrollen nach 0 bzw. 2 Stunden. Die ubrigen Mittelwerte der Linearitat der
Spermienbewegung nach Racematzusatz zeigten dagegen signifikante Differenzen
sowohl zwischen den einzelnen Konzentrationen als auch zwischen der mittleren und
hohen Konzentration und der jeweiligen Kontrolle (p < 0,05).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigte jedoch, dass diese Unterschiede im
Verlauf des Versuchs deutlich kleiner wurden, bzw. spatestens nach 12 Stunden

Lagerzeit nicht mehr vorhanden waren.
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Abbildung 70: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehoérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.9.3 Linearitdt nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Zu den ersten beiden Messzeitpunkten lagen die Werte der Linearitat in allen drei
Konzentrationen niedriger als in der Kontrolle. Die dreifaktorielle Varianzanalyse
ergab entsprechend einen signifikanten Einfluss des zugesetzten Enantiomers (p <
0,0001). Dem SNK-Test zufolge unterschieden sich die Werte zu den ersten beiden
Zeitpunkten in allen vier Konzentrationen signifikant (p < 0,05). Lediglich die
Differenz der Werte der Kontrolle und der niedrigen Konzentration direkt nach dem
Auftauen war nicht signifikant.

Nach 4 und 6 Stunden lag nur noch die Linearitdt in den beiden hohen
Konzentrationen tiefer. Acht Stunden nach dem Auftauen und die drei folgenden
Analysen zeigten in der niedrigen Konzentration durchweg geringgradig hohere
Werte als die Kontrolle.

Die Spermien in der mittleren Konzentration wiesen ab dem Zeitpunkt 8 Stunden
nach dem Auftauen die gleichen mittleren Linearitaten auf wie die Kontrolle. In der
hohen Konzentration war dies erst 4 Stunden spater der Fall. Insgesamt wurden die
Differenzen der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge im Laufe der
Versuchsdauer immer geringer bzw. waren spatestens nach 12 Stunden Lagerung
nicht mehr vorhanden.

Die vierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse ergab folgerichtig signifikante
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration (p < 0,0001).
Aulerdem hatten die Konzentration des Enantiomers wie auch der Faktor Zeit einen
global statistisch hoch signifikanten Einfluss auf die Linearitat der

Spermienbewegung (p < 0,0001).
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Abbildung 71: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Linearitat der
Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.10 Geradlinigkeit des durchschnittlichen Bewegungsablaufes (STR)

In Tabelle 39 in Anhang 2 sind die arithmetischen Mittelwerte zusammen mit der
Standardabweichung der ermittelten Geradlinigkeit des durchschnittlichen
Bewegungsablaufes  dokumentiert, jeweils getrennt nach zugegebenem
Prostaglandinpraparat. Entsprechend aufgeteilt sind diese Ergebnisse auf die
Abbildungen 72 bis 74, welche die Ergebnisse fir jeweils einen Wirkstoff und die

dazugehdrige Kontrolle darstellen.

4.3.10.1 STR nach Zugabe von Dinoprost

Eine Steigerung der Geradlinigkeit des durchschnittlichen Bewegungsablaufes blieb
nach Zugabe des natlrlichen Prostaglandins aus (Abbildung 72). In keiner
Konzentration lagen die arithmetischen Mittelwerte zu irgendeinem Analysezeitpunkt
Uber denen der Kontrolle. Aul3erdem fallt auf, dass der Unterschied zur Kontrolle
umso groRer ist, desto hoher die eingesetzte Prostaglandinkonzentration war.

Bei diesem Parameter kam es zu einem Abfall der Werte im Laufe der
Versuchsdauer, wiederum am starksten in der hohen Konzentration. Entsprechend
lieferte die Varianzanalyse einen statistisch hoch signifikanten Einfluss sowohl der
eingesetzten Prostaglandinkonzentration als auch des Faktors Zeit (p < 0,0001).
Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren gab es ebenfalls (p <
0,0001).

Zusatzlich ergab die dreifaktorielle Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 und 2 einen
signifikanten Effekt der zugesetzten Dinoprostmengen (p < 0,0001). Auflierdem
zeigte der SNK-Test, dass sich die Werte der hoéchsten Konzentration von allen
anderen zu beiden Zeitpunkten signifikant unterschieden (p < 0,01). Dies war auch
fur die Mittelwerte der mittleren Konzentration der Fall (p < 0,05). Die Differenz
zwischen niedriger Konzentration und Kontrolle war jedoch erst nach 2 Stunden
Lagerzeit signifikant (p < 0,05).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass sich die Mittelwerte der niedrigen
Konzentration und der Kontrolle wahrend der gesamten Versuchsdauer kaum
unterschieden. Die Differenzen zur mittleren und hohen Konzentration blieben jedoch

bestehen.
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Abbildung 72: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Geradlinigkeit
des  durchschnittichen = Bewegungsablaufes  nach  Zugabe
verschiedener Konzentrationen Dinoprost und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)

4.3.10.2 STR nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Die Unterschiede zwischen den Werten der Kontrolle und der Geradlinigkeit des
durchschnittichen Bewegungsablaufes in den eingesetzten Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat (Abbildung 73) erschienen zunachst sehr gering. Vor allem in
der niedrigen Konzentration unterschieden sie sich zu drei Zeitpunkten des
Versuchs. Sie lagen lediglich nach 4, 12 und 24 Stunden Lagerzeit etwas hoher als
die Kontrolle.

In der mittleren Konzentration gab es ebenfalls nur zu zwei Zeitpunkten Unterschiede
in der Geradlinigkeit des durchschnittlichen Bewegungsablaufes im Vergleich zur
Kontrolle. Jedoch bewirkte die hochste eingesetzte Konzentration einen vermehrten
Abfall der Geradlinigkeit, vor allem in den ersten 8 Stunden. Danach nahmen sie
nicht weiter ab und waren nach 24 Stunden wieder so gro® wie die Werte der

Kontrolle.
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Die globale vierfaktorielle hierarchische Varianzanalyse ergab einen signifikanten
Effekt der eingesetzten Racematkonzentrationen (p < 0,0001) und des Faktors Zeit
(p < 0,0001). Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren waren
ebenfalls vorhanden (p < 0,0001).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass dieser Effekt in der Reduktion der
Geradlinigkeit in der hohen Konzentration begrindet sein musste, sowohl zu Beginn
als auch zu spateren Zeitpunkten. Nach 0 und 2 Stunden Lagerzeit war der
Konzentrationseffekt ebenfalls signifikant und der SNK-Test bestatigt zu diesen
beiden Zeitpunkten die signifikante Differenz (p < 0,01) zwischen den Werten der
hohen Konzentration und denen der ubrigen drei Konzentrationen (0; 0,002 und
0,004 mg/ml).
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Abbildung 73: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Geradlinigkeit
des  durchschnittichen  Bewegungsablaufes  nach  Zugabe
verschiedener Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der

dazugehdrigen Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2

(bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.10.3 STR nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Durch den Zusatz des Enantiomers (Abbildung 74) konnte keine wesentliche
Steigerung der Geradlinigkeit erreicht werden. Die Unterschiede zur Kontrolle fielen
meist sehr gering aus.

In der hohen Konzentration lagen die Werte zu jedem Analysezeitpunkt tiefer als in
der Kontrolle. 2 Stunden nach dem Auftauen waren die Werte der beiden anderen
Konzentrationen kleiner als die der Kontrolle. Ansonsten war die Geradlinigkeit des
durchschnittlichen Bewegungsablaufes in der niedrigen Konzentration Cloprostenol
etwas grofRer als die Kontrolle (aul3er bei den Analysen nach 8 Stunden). Die mittlere
Konzentration wies dagegen keinen weiteren Unterschied mehr auf.

Dennoch waren die Unterschiede vorhanden und der globale Einfluss der
eingesetzten Prostaglandinkonzentrationen statistisch hoch signifikant (p < 0,0001),
ebenso wie der Einfluss des Faktors Zeit (p < 0,0001). Signifikante
Wechselwirkungen waren ebenfalls vorhanden (p = 0,049).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse hatte zum Ergebnis, dass die eingesetzten
Konzentrationen Enantiomer nach 0 (p = 0,0016) und 2 Stunden (p < 0,0001) einen
signifikanten Effekt auf die Geradlinigkeit der durchschnittlichen Spermienbewegung
ausubten. Der SNK-Test zeigte in einer weiteren Analyse, dass die Reduktion der
Werte umso hoher war je groRer die eingesetzte Konzentration war. So
unterschieden sich zum Zeitpunkt O die Werte der hohen Konzentration signifikant
von allen anderen (p < 0,01), wie auch 2 Stunden danach (p < 0,01). Nach 2 Stunden
Lagerzeit kam eine signifikante Differen zwischen der mittleren und der niedrigen

Konzentration und der mittleren und der Kontrolle hinzu (p < 0,01).
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4.3.11  Auslenkung der Spermienbewegung (WOB)

Die arithmetischen Mittelwerte der Auslenkung der Spermienbewegung sind
zusammen mit der Standardabweichung in Tabelle 40 in Anhang 2 aufgelistet.
AuRerdem finden sich in den folgenden Kapiteln Balkendiagramme dieser
Ergebnisse (Abbildungen 75 bis 77).

4.3.11.1 WOB nach Zugabe von Dinoprost

Mit Zugabe der drei Konzentrationen Dinoprost (Abbildung 75) blieben die Werte fur
die Auslenkung der Spermienbewegung hinter den Kontrollwerten zurtck. Vor allem
in den ersten drei Analysen waren die Werte deutlich kleiner. AuRerdem waren die
groRten Unterschiede in der hohen Konzentration zu erkennen. Im Verlauf des
Versuchs glichen sich der allgemeinen Datenbeschreibung zufolge die Mittelwerte
mit Zugabe von Dinoprost denen der Kontrolle an.

Insgesamt nahm die Auslenkung im Versuchsverlauf ab, so dass neben dem
statistisch hoch signifikanten Einfluss der Wirkstoffkonzentration (p < 0,0001) auch
der Faktor Zeit eine wichtige Rolle spielte (p < 0,0001). Die Wechselwirkungen
zwischen den beiden genannten Faktoren waren ebenfalls signifikant (p < 0,0001).
Die dreifaktorielle Varianzanalyse und der folgende SNK-Test bestatigten den
negativen Einfluss der eingesetzten Dinoprostmengen auf die Auslenkung der
Spermienbewegung (p < 0,0001) zu den Zeitpunkten 0 und 2. Sowohl direkt nach
dem Auftauen als auch 2 Stunden spater waren signifikante Unterschiede zwischen

den einzelnen Konzentrationen nachweisbar (p < 0,01).
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Abbildung 75: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.11.2 WOB nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Mit Zusatz des Racemats des Cloprostenols (Abbildung 76) wurden ahnliche
Ergebnisse wie mit Dinoprost erzielt. Es bestand bei den Analysen nach 0, 2 und 4
Stunden ein deutlicher Unterschied zu der Kontrolle. Die gréften Unterschiede
zeigten die Mittelwerte nach Zusatz der hohen Konzentration Cloprostenol. Allerdings
fiel er insgesamt nicht so gro® aus. Der SNK-Test zeigte jedoch, dass die
bestehenden Unterschiede fast alle signifikant waren (p < 0,01). Lediglich die
Differenz zwischen der Kontrolle und der Auslenkung in der niedrigen Konzentration
Racemat waren weder zum Zeitpunkt 0 noch 2 Stunden spater signifikant.

Die globale vierfaktorielle Varianzanalyse ergab einen statistisch hoch signifikanten
Einfluss der Wirkstoffkonzentration (p < 0,0001) und des Faktors Zeit (p < 0,0001).
Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden Faktoren waren ebenfalls
vorhanden (p < 0,0001).

Die allgemeine Datenbeschreibung zeigt, dass die zu Beginn bestehenden

Unterschiede in den einzelnen Konzentrationen im Laufe der Versuchsdauer kleiner
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wurden und bereits nach 8 Stunden Lagerzeit kaum noch Differenzen vorhanden

waren.
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Abbildung 76: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Racemat und der dazugehérigen Kontrolle zu den acht

Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.11.3 WOB nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Die Werte der Auslenkung der Spermienbewegung entwickelten sich nach Zugabe
des Enantiomers (Abbildung 77) sehr ahnlich wie mit Zugabe des Racemats. Zu
Beginn des Versuchs bestanden doch relativ deutliche Unterschiede mit den hohen
Werten in der Kontrolle und niedrigeren Werten nach Zugabe von Cloprostenol. Die
Spermien in der hohen Konzentration zeigten die kleinsten Werte, also die geringste
Auslenkung der Spermienbewegung. Entsprechend ergab die dreifaktorielle
Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 und 2 einen signifikanten Einfluss der
Enantiomerkonzentration (p < 0,0001). Der SNK-Test zeigte, dass die Unterschiede
der Mittelwerte zwischen den einzelnen Konzentrationen zu beiden Zeitpunkten
signifikant waren (p < 0,01). Lediglich der Unterschied zum Zeitpunkt O zwischen der

Kontrolle und der niedrigen Konzentration war nicht signifikant, bzw. zum Zeitpunkt 2

167



Ergebnisse

Stunden nach dem Auftauen war der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen
nur schwach signifikant (p < 0,05).
Die globale Vvierfaktorielle Varianzanalyse ergab, dass die Effekte der
Wirkstoffkonzentration und des Faktors Zeit statistisch hoch signifikant waren (p <
0,0001). AuRerdem gab es signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden
genannten Faktoren (p < 0,0001).
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Abbildung 77: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Auslenkung
der Spermienbewegung nach Zugabe verschiedener Konzentrationen
Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehorigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)
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4.3.12 Frequenz der lateralen Kopfbewegungen (BCF)

Die arithmetischen Mittelwerte aus den 30 Durchgangen fur die Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen sind zusammen mit der Standardabweichung in Tabelle
41 in Anhang 2 aufgefuhrt. Desweiteren verdeutlichen die Abbildungen 78 bis 80 die

Entwicklung dieses Parameters in Versuch 2.

4.3.12.1 BCF nach Zugabe von Dinoprost

Die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen lag mit Zugabe von Dinoprost zu jedem
Analysezeitpunkt und in allen drei zugesetzten Konzentrationen unter der
Kontrollfrequenz (Abbildung 78). Aulderdem war sie immer in den Proben mit der
hohen Konzentration am geringsten und nahm in allen Konzentrationen im
Versuchsverlauf stetig ab.

Somit konnte ein statistisch hoch signifikanter Einfluss sowohl der
Wirkstoffkonzentration (p < 0,0001) als auch des Faktors Zeit (p < 0,0001) in der
vierfaktoriellen Varianzanalyse nachgewiesen werden. Signifikante
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration gab es ebenfalls
(p <0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse konnte zu den Zeitpunkten O und 2 einen
signifikanten Effekt der Wirkstoffkonzentrationen nachweisen (p < 0,0001). Im SNK-
Test wurde deutlich, dass sich zu diesen beiden Messzeitpunkten die Mittelwerte

zwischen allen Konzentrationen signifikant unterschieden (p < 0,01).
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Abbildung 78: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.12.2 BCF nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen mit Zugabe des Racemats des
synthetischen Prostaglandins entwickelte sich im Laufe der Versuchsdauer sehr
ahnlich (Abbildung 79). Die Mittelwerte lagen mit Cloprostenol immer unter der
Frequenz der Kontrolle. Nur nach 24 Stunden Lagerzeit waren sie sowohl mit 0,002
als auch mit 0,004 mg/ml Cloprostenol-Racemat einmalig hoher. Der Unterschied
war zu diesem Zeitpunkt jedoch sehr gering.

Insgesamt waren die Unterschiede nicht so grol wie nach Zugabe von Dinoprost, vor
allem weil die Werte der hochsten Konzentration nicht so stark abnahmen wie mit 0,4
mg/ml Dinoprost. Dennoch war durch das Racemat ebenfalls ein statistisch hoch
signifikanter Einfluss auf die Frequenz der lateralen Kopfbewegungen vorhanden (p
< 0,0001). AuBerdem reduzierten sich die Frequenzen in den 24 Stunden
Versuchdauer in allen Konzentrationen, so dass ein statistisch hoch signifikanter

Einfluss des Faktors Zeit vorlag (p < 0,0001). Die Wechselwirkungen zwischen den
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beiden Faktoren Zeit und Konzentration waren ebenfalls statistisch signifikant (p <
0,0001).

Aulerdem ergab die dreifaktorielle Varianzanalyse zu den Zeitpunkten 0 und 2 einen
signifikanten Wirkstoffeinfluss auf die Frequenz (p < 0,0001). Im SNK-Test konnte
zum Zeitpunkt O ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der hohen
Konzentration und den Ubrigen drei Konzentrationen festgestell werden (p < 0,01).
Die Werte in der mittleren Konzentration zeigten ebenfalls signifikante Differenzen
zur Kontrolle (p < 0,05), allerdings war der Unterschied zwischen der niedrigen
Konzentration und der Kontrolle nicht signifikant, ebenso die Differenz zwischen der
mittleren und der niedrigen Konzentration.

Zum Zeitpunkt 2 Stunden nach dem Auftauen waren die Werte in der hohen
Konzentration Racemat wieder signifikant unterschiedlich zu allen anderen (p <
0,01). Dies war auch bei den Werten der mittleren Konzentration der Fall (p < 0,01).
Lediglich die Messungen der Frequenz in der niedrigen Konzentration unterschieden

sich nicht signifikant von denen der Kontrolle zu diesem Zeitpunkt.
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Abbildung 79: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.12.3 BCF nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Nach Zugabe des Enantiomers waren Unterschiede zur Kontrolle vor allem in der
hohen Konzentration vorhanden (Abbildung 80). Sie fielen jedoch nicht so stark aus
wie mit dem naturlichen Prostaglandin. In der mittleren und der hohen Konzentration
waren die Frequenzen wahrend des gesamten Versuches geringer als in der
Kontrolle. Zu Beginn waren groRere Differenzen vorhanden als bei den letzten
Analysen. In der niedrigen Konzentration waren bereits nach 4 Stunden Lagerzeit
keine wesentlichen Unterschiede mehr vorhanden.

Die globale vierfaktorielle Varianzanalyse hatte zum Ergebnis, dass sowohl die
Wirkstoffkonzentrationen (p < 0,0001) als auch der Faktor Zeit (p < 0,0001) einen
statistisch hoch signifikanten Einfluss auf die Frequenz der lateralen
Kopfbewegungen der Spermien hatten. AuRerdem waren die Wechselwirkungen
zwischen den beiden Faktoren signifikant (p < 0,0001).

Die Messwerte zu den Zeitpunkten O und 2 zeigten in der dreifaktoriellen
Varianzanalyse ebenfalls einen statistisch signifikanten Einfluss der eingesetzten
Mengen Enantiomer (p < 0,0001). Im SNK-Test wurde deutlich, dass sich die Werte
in der mittleren und in der hohen Konzentration von allen anderen signifikant
unterschieden (p < 0,01). Lediglich die Differenz zwischen der niedrigen

Konzentration und der Kontrolle war zu beiden Zeitpunkten nicht signifikant.
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Abbildung 80: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Frequenz der
lateralen Kopfbewegungen (Hz) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.13 Amplitude der lateralen Kopfbewegungen (ALH)

Die Amplituden der lateralen Kopfbewegungen sind in Form von arithmetischen
Mittelwerten zusammen mit der Standardabweichung in Tabelle 42 in Anhang 2
aufgefihrt. AuRerdem werden die Ergebnisse in den Abbildungen 81 bis 83

dargestellt.

4.3.13.1 ALH nach Zugabe von Dinoprost

Die Amplituden der lateralen Kopfbewegungen waren in der Kontrolle zu jedem
Analysezeitpunkt kleiner als nach Zugabe der drei Konzentrationen Dinoprost
(Abbildung 81). Je mehr Dinoprost hinzu gegeben wurde, umso grélker wurden die
Amplituden der Spermienbewegungen. AuRerdem nahmen die Amplituden im Laufe
der Versuchsdauer stetig zu, so dass in jeder Konzentration und der Kontrolle 10
Stunden nach dem Auftauen das Maximum erreicht wurde. In den zwei folgenden
Messungen gingen die GréfRen der Amplituden im Mittel wieder leicht zurlck.

Die vierfaktorielle Varianzanalyse konnte mit p < 0,0001 den statistisch hoch
signifikanten Einfluss der Dinoprostkonzentrationen ebenso wie den des Faktors Zeit
(p < 0,0001) bestatigen. Signifikante Wechselwirkungen zwischen den beiden
genannten Faktoren gab es ebenfalls (p < 0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse hatte zum Ergebnis, dass zu den beiden
Zeitpunkten 0 und 2 der Einfluss des Dinoprosts auf die Amplitutden der lateralen
Kopfbewegungen der Spermien signifikant war (p < 0,0001). Aul3erdem waren im
SNK-Test die Unterschiede zwischen den Werten in den vier verschiedenen
Konzentrationen zu den beiden Zeitpunkten signifikant (p < 0,01). Lediglich die
Differenz der mittleren ALH zwischen der Kontrolle und den Spermien in der

niedrigen Konzentration direkt nach dem Auftauen war nicht signifikant.
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Abbildung 81: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Dinoprost und der dazugehdrigen Kontrolle zu den

acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30 Messwiederholungen)

4.3.13.2 ALH nach Zugabe von Cloprostenol-Racemat

Das Maximum der Amplituden der lateralen Kopfbewegungen war mit
Racematzusatz 12 Stunden nach dem Auftauen erreicht (Abbildung 82). Die Werte
waren mit Zugabe des Prostaglandins meist hoher als die Kontrolle, allerdings war
der Unterschied nicht grof3.

Dennoch war der Einfluss der eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen statistisch hoch
signifikant (p = 0,0001), ebenso wie der des Faktors Zeit (p < 0,0001). AulRerdem gab
es signifikante Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Zeit und Konzentration (p
< 0,0001).

Die dreifaktorielle Varianzanalyse fur die Zeitpunkte O und 2 zeigte, dass die
eingesetzte Menge Racemat einen signifikanten Effekt auf die Amplitudengrof3e der
Kopfbewegungen zu diesem Zeitpunkt hatte (p < 0,0001). Der allgemeinen
Datenbeschreibung zufolge wurde dieser Unterschied zur Kontrolle im Laufe der
Versuchsdauer geringer und war 8 Stunden nach dem Auftauen fast nicht mehr

vorhanden.
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Der SNK-Test ergab, dass die mittlere und die hohe Konzentration jeweils einen
signifikanten Einfluss auf die ALH hatte. Die Werte unterscheiden sich zu den
Zeitpunkten 0 und 2 sowohl von der Kontrolle (p < 0,01), als auch von der niedrigen
Konzentration (p < 0,05). AulRerdem sind die Differenzen zwischen der hohen und
mittleren Konzrntration signifikant (p < 0,01). Lediglich die geringste Menge an
Cloprostenol-Racemat von 0,002 mg/ml hatte im Vergleich zur Kontrolle keinen
Effekt.

Amplitude der lateralen
Kopfbewegungen (um)
w

2 -
1 -
0 //
L] L] L] L] L] L] L] // L]
0 2 4 6 8 10 12 24
Zeit (h)

O Kontrolle & Racemat 0,002 mg/ml @ Racemat 0,004 mg/ml @ Racemat 0,008 mg/ml

Abbildung 82: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Racemat und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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4.3.13.3 ALH nach Zugabe von Cloprostenol-Enantiomer

Die Amplituden der lateralen Kopfbewegungen wurden im Laufe des Versuchs immer
groler. Sie erreichten ein Maximum nach 12 Stunden in allen Konzentrationen des
Enantiomers (Abbildung 83). Hin zum letzten Analysezeitpunkt wurden die Werte
wieder kleiner.

Bei den Messungen nach 0 und 2 Stunden lagen die Amplituden der lateralen
Kopfbewegungen Uber den Werten der Kontrolle. Der Unterschied war nicht so
deutlich wie mit Dinoprostzusatz. AuRerdem wurde er im Laufe der Versuchsdauer
immer geringer und war bereits 4 Stunden nach dem Auftauen zwischen der
Kontrolle und den Spermien in der niedrigen Konzentration nicht mehr vorhanden.
Spatestens nach 10 Stunden unterschieden sich die beiden anderen
Konzentrationen nicht mehr von der Kontrolle und nach 24 Stunden Lagerzeit lagen
in allen 4 Konzentrationen annahernd die gleichen Werte vor.

Der globale Einfluss des Enantiomers auf die Amplitude der lateralen
Kopfbewegungen durch die verwendeten Cloprostenolkonzentrationen war dennoch
statistisch signifikant (p = 0,0010). Der Faktor Zeit Gbte einen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Amplituden aus (p < 0,0001) und die Wechselwirkungen zwischen
den beiden Faktoren waren ebenfalls signifikant (p < 0,0001).

In der dreifaktoriellen Varianzanalyse hatten zu den Zeitpunkten 0 und 2 die
eingesetzten Mengen des Cloprostenol-Enantiomers ebenfalls einen signifikanten
Effekt (p < 0,0001).

Der SNK-Test zeigte, dass direkt nach dem Auftauen die Differenzen zwischen der
hohen Konzentration und allen anderen (p < 0,01) und der mittleren Konzentration
und der Kontrolle (p < 0,05) signifikant waren. Keine signifikanten Unterschiede in
der Amplitudenlange gab es zwischen der Kontrolle und der niedrigen bzw. der
niedrigen und der mittleren Konzentration zum Zeitpunkt 0.

Zwei Stunden spater wurde die ALH durch Zugabe des Enantiomers deutlicher
gesteigert, so dass sich im SNK-Test die Mittelwerte der Amplituden der lateralen
Kopfbewegungen in allen Konzentrationen statistisch signifikant voneinander

unterschieden (p < 0,01).
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Abbildung 83: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der Amplitude der
lateralen Kopfbewegungen (um) nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen Cloprostenol-Enantiomer und der dazugehdrigen
Kontrolle zu den acht Messzeitpunkten in Versuch 2 (bei n = 30

Messwiederholungen)
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5 Diskussion

51 Diskussion der Fragestellung

Die Besamung ist in Milchviehbetrieben aufgrund der dkonomischen Vorteile von
groRer wirtschaftlicher Bedeutung. Dennoch werden mit einem Deckbullen bessere
Trachtigkeitsraten erreicht und moderne Milchviehbetriebe erreichen selten einen
Erstbesamungserfolg von uber 40 % bei Kuhen (LUCY 2007). Ursachlich dafur sind
vor allem hohe Milchleistungen und die daraus resultierende negative Energiebilanz
(BERRY et al. 2003). Diverse Studien berichteten deshalb von Versuchen, mittels
Einsatz von PGF2, in vivo bei der Besamung die Trachtigkeitsraten zu steigern.

Die systemische Applikation erzielte Ergebnisse mit wechselhaftem Erfolg. Einige
Autoren konnten nach systemischer PGF,,-Gabe keinen positiven Effekt auf die
Trachtigkeitsraten von Milchkihen und Farsen feststellen (GABRIEL et al. 2011,
PATTANIK et al. 2010, KAUFFOLD et al. 2009). Andere Studien berichten jedoch
von einer signifikanten Steigerung der Trachtigkeitsraten nach systemischer PGF -
Applikation zum Besamungszeitpunkt (JAEGER 2005, LOPEZ-GATIUS et al. 2004,
PRINZEN et al. 1991).

Bei der lokalen Instillation in den Uterus zum Besamungszeitpunkt, entweder
zeitgleich mit oder nach der Besamung, kann das PGFy, zusatzlich zum passiven
Spermientransport auch direkt auf die Spermien wirken. Beim Rind gibt es bis jetzt
nur zwei Studien, die von dieser Applikationsart berichten. GABRIEL et al. (2011)
instillierten separat zur Besamungsportion 0,25 mg Dinoprost nach der Besamung in
den Uterus. JAEGER (2005) verwendete ebenfalls das naturliche PGFy, und
versetzte das Inseminat von Fleischrindern mit 0,5 bzw. 5 ng Dinoprost vor der
Besamung. In beiden Arbeiten konnte keine signifikante Steigerung der
Trachtigkeitsraten erreicht werden. Beim Schwein waren ahnliche Versuche
erfolgreicher. So konnten mehrere Autoren sowohl die Trachtigkeitsraten als auch die
Wurfgréf3en durch Zusatz von 5 mg Dinoprost zum Inseminat verbessern (KOS und
BILKEI 2004, HORVAT und BILKEI 2003, WILLENBURG et al. 2003, PENA et al.
2000).

Bei der systemischen Applikation war die stimulierende Wirkung von PGF,, auf die
glatte Muskulatur im Myometrium vorrangiges Ziel der Behandlung (KAUFFOLD et
al. 2009). Aulierdem soll PGF,, die GnRH-induzierte Freisetzung von LH und somit
die Ovulationsrate von Kiihen steigern (RANDEL et al. 1996). Sie konnten bei primi-
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und pluriparen Zebuklihen eine gesteigerte Freisetzung von LH am Tag 30 nach der
Geburt nach simultaner Gabe von GnRH und PGFy, feststellen.

Durch die lokale Instillation bei der Besamung in den Uterus kann PGFy, eine
zusatzliche Wirkung auf die im Inseminat enthaltenen Spermien entfalten. Die
vorliegende Arbeit soll genau diesen Aspekt genauer beleuchten.

In der Literatur gibt es bereits Studien, die die Auswirkungen von PGF,, auf die
Motilitat von Bullenspermien in vitro untersuchten. Die Autoren kamen zu
gegensatzlichen Ergebnissen. ABITT et al. (1977) versetzten Bullenejakulat vor dem
Tiefgefrieren mit PGF,,. Die Spermien zeigten nach dem Auftauen eine schlechtere
Beweglichkeit. FAYED (1996) konnte ebenfalls einen negativen Effekt nachweisen.
Im Gegensatz dazu berichten bisher nur zwei Studien von RAMANA et al. (1989) und
KARAHAN et al. (2006) von einer Steigerung der Motilitat boviner Spermien mit Hilfe
von Prostaglandinen. RAMANA et al. (1989) arbeiteten allerdings mit Ejakulaten von
Baffeln und gaben aulRer PGF,, zusatzlich PGE; hinzu. Bei KARAHAN et al. (2006)
trat ein positiver Langzeiteffekt mit Etiproston nach 24 Stunden auf. Sie konnten mit
0,25 und 0,5 mg/ml PGF,, die Anteile beweglicher Spermien im Vergleich zur
Kontrolle signifikant steigern. Beide Versuche arbeiteten ohne ein CASA-System,
sondern erfassten die spermatologischen Parameter subjektiv.

Beim Schwein dagegen gibt es bereits Untersuchungen, die mit einem CASA-System
durchgefuhrt wurden. MAES et al. (2003) konnten jedoch keinen positiven Effekt von
PGF,, auf die Motilitat nachweisen. YESTE et al. (2008) und MUNSTER et al. (2008)
fanden dagegen einen positiven Effekt des natirlichen Prostaglandins, allerdings erst
nach 72 bzw. 144 Stunden. Dieser Effekt erscheint nutzlich zur Verlangerung der
Lagerfahigkeit von Frischsperma. Die Lagerzeit von Frischsperma ist jedoch beim
Rind von geringerem Interesse, da hier in der Praxis fast ausschliel3lich TG-Sperma
zum Einsatz kommt.

Bisher gibt es also in der Literatur keine Untersuchungen, die mit einem CASA-
System die Motilitat von Bullenspermien nach Zusatz von PGF,, untersucht haben.
In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig sowohl naturliches als auch synthetisches
PGF24 unter vergleichbaren Bedingungen eingesetzt. AuRerdem wird die Entwicklung
der Bewegungsmuster der Spermien zweistindlich Uber einen Zeitraum von 12
Stunden nach Prostaglandinzugabe sowie nach 24 Stunden analysiert. Besonders
wichtig sind die Ergebnisse der Analysen nach 0 und 2 Stunden, um Aussagen uber

die Auswirkungen auf den aktiven Spermientransport treffen zu kdnnen. Spermien
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haben nur ein gewisses Zeitfenster, um nach der Besamung aus dem Uterus zum
Ort der Befruchtung in den Eileiter zu wandern (TOPFER-PETERSEN 2007).
Spatere Effekte waren wichtig fir den Prozess der Befruchtung selbst.
Langzeiteffekte, die Uber 24 Stunden hinausgehen, wurden in der vorliegenden
Arbeit nicht betrachtet. Die in Besamungsportionen zuvor tiefgefronenen
Spermatozoen Uberleben im weiblichen Geschlechtstrakt nicht langer als 24
Stunden. Selbst nach einer naturlichen Bedeckung uUberleben Spermien beim
Nutztier im Isthmus des Eileiters maximal wenige Stunden oder Tage (TOPFER-
PETERSEN 2007).

5.2 Diskussion der Methode
5.21 Auswahl des Probenmaterials

FUr die Untersuchungen wurden Besamungsportionen von zehn Bullen der Rasse
Deutsche Holstein aus dem Vertrieb einer lokalen Besamungsstation eingesetzt. Die
praxisublichen Mini-Pailletten & 250 ul waren in flissigem Stickstoff bei -196 °C
gelagert. Natives Ejakulat oder flissig konserviertes Ejakulat sind beim Rind nicht
praxisrelevant und wurden deshalb nicht verwendet.

Ein wesentlicher Vorteil von tiefgefrorenem Sperma liegt in seiner permanenten
Verflugbarkeit. Im vorliegenden Fall wurden die Besamungsportionen von der ZBH in
Alsfeld kostenlos zur Verfligung gestellt. Die Qualitdt war nach normalem
Herstellungsprozess und Standardqualitatskontrolle gesichert. Ejakulate minderer
Qualitat wurden nicht eingesetzt.

Ein weiterer Vorteil war, dass der verwendete Verdinner (Bioxcell®, Firma IMV,
L Aigle, Frankreich) keine tierischen Proteine enthalt und daher gut geeignet ist, um
verdunntes Ejakulat mit einem CASA-System zu beurteilen. Eidotter- oder
Milchverdunner enthalten dagegen Partikel, die unter dem Mikroskop eine ahnliche
Grolde wie die Spermienkdpfe besitzen und deshalb im CASA nicht von immotilen
Spermien unterschieden werden kénnen (VERSTEGEN et al. 2002; RIJSSELAERE
et al. 2003). Die durch den Verdunnungsprozess bereits eingestellte Konzentration
von ca. 80 Mio. Spermien pro Milliliter ist eine weitere wesentliche Voraussetzung fur

eine aussagekraftige Analyse mit einem CASA-System (Abschnitt 5.2.5).
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5.2.2 Auswahl der PGF,4-Praparate und -Konzentrationen

Ziel der Untersuchungen war aul3er der Erfassung der Auswirkungen des naturlichen
Prostaglandins Dinoprost auf die Motilitdtsparameter auch der Test der zwei
synthetischen Cloprostenolpraparate, des Racemates und des Enantiomers. Dies
sind die in der Buiatrik regelmalig verwendeten Wirkstoffe.

Die Konzentration des Dinoprost wurde soweit moglich aufgrund der in der Literatur
bereits beschriebenen Effekte ausgewahlt. FAYED (1996) beschrieb einen negativen
Effekt auf die Motilitat von Bullenspermien ab einer Konzentration von 0,6 mg/ml,
bereits nach 2 Stunden fiel die Motilitat auf 0 %. Fur die vorliegenden
Untersuchungen wurde daher die héchste einzusetzende Konzentration etwas tiefer
auf 0,4 mg Dinoprost pro Milliliter festgelegt. Bei 0,3 mg/ml Dinoprost konnte FAYED
(1996) noch keinen Unterschied zur Kontrolle feststellen. Die hochste Konzentration
in den vorliegenden Untersuchungen sollte nicht im toxischen Bereich liegen.
KARAHAN et al. (2006) konnten mit 0,25 und 0,5 mg/ml Etiproston einen positiven
und ab 1 mg/ml einen negativen Langzeiteffekt nachweisen. HASHIZUME et al.
(1984) und JAEGER (2005) konnten keinen Einfluss von zugesetztem PGFy, finden.
Keine dieser Studien arbeitete mit den synthetischen Praparaten, die in der Praxis
eingesetzt werden und in dieser Arbeit zusatzlich untersucht werden sollten.

Beim Schwein konnten MUNSTER et al. (2008) mit 0,109 mg/ml Dinoprost einen
positiven Effekt erzielen. Der Nachweis eines positiven Einflusses gelang YESTE et
al. (2008) in den niedrigeren Konzentrationen von 0,025 und 0,05 mg/ml Dinoprost,
bereits bei 0,125 mg/ml Dinoprost zeigten sich negative Auswirkungen. MAES et al.
(2003) konnten keinen Effekt von Dinoprost auf die Motilitat nachweisen. Insgesamt
reagieren Eberspermien empfindlicher als Bullenspermien auf aul3ere Einflisse. Das
mag der Grund sein, warum beim Schwein bereits bei niedrigeren Konzentrationen
Veranderungen der Motilitat eintreten.

Da bei FAYED (1996) mit 0,3 mg/ml Dinoprost keine Effekte sichtbar waren, mit
empfindlicheren Eberspermien in wesentlich geringeren Konzentrationen die Motilitat
aber doch gesteigert werden konnte, wurden die einzusetzenden
Dinoprostkonzentrationen fur die vorliegende Studie auf 0,1 und 0,2 mg/ml Dinoprost
festgesetzt. Mit der hochsten Konzentration von 0,4 mg/ml Dinoprost war
moglicherweise bereits der toxische Bereich erreicht. Diese Konzentration sollte

dennoch in die Untersuchungen einbezogen werden, da aulRer FAYED (1996) bisher

182



Diskussion

niemand eine ahnliche Menge bei Bullenspermien eingesetzt hat und FAYED (1996)
ohne CASA-Sytem arbeitete.

Mit den synthetischen Praparaten Cloprostenol-Racemat und -Enantiomer gibt es
noch weniger Erfahrungen in vitro. Lediglich CEROVSKY und VINTER (1985) und
KOZUMPLIK und MARTINEK (1986) beschrieben einen negativen Einfluss von
0,005 mg/ml Cloprostenol. In beiden Fallen reduzierten sich die Anteile beweglicher
Eberspermien nach Zugabe des synthetischen Prostaglandins. Da es in der Literatur
bisher keine Untersuchung der Wirkung von Cloprostenol auf Bullenspermien gibt,
wurden die einzusetzenden Konzentrationen von Dinoprost zu Cloprostenol im
Verhaltnis 50 zu 1 gewahlt, entsprechend dem empfohlenen Dosierungsverhaltnis
beim weiblichen Rind. Je Kuh werden 25 mg Dinoprost und 0,5 mg Cloprostenol-
Racemat empfohlen. Die Dosis des Enantiomers ist noch einmal um den Faktor 3
niedriger, d.h. jede Kuh bekommt 0,15 mg Cloprostenol-Enantiomer zur
Brunstinduktion. Grund fur die wesentlich niedrigere Dosis von Cloprostenol ist die
langere Halbwertszeit (KROKER 2010) und die héhere Spezifitdt (GRUNERT und
ZERBE 1999). Demgemals wurden fur die vorliegenden Untersuchungen die
Konzentrationen 0,002, 0,004 und 0,008 mg/ml fur das Cloprostenol-Racemat und
0,0006, 0,0012 und 0,0024 mg/ml far das Enantiomer festgelegt. Die von
CEROVSKY und VINTER (1985) sowie KOZUMPLIK und MARTINEK (1986)
gewahlte Konzentration von 0,005 mg/ml Cloprostenol mit negativem Einfluss auf die
Motilitat lag also innerhalb dieses Bereiches.

Um die Proben mit Cloprostenol- und Dinoprostzusatz dem Volumen nach
anzugleichen, wurde zusatzlich mit Losungsmittel aufgeflllt. Auf diese Weise wurde
mit  den Cloprostenolpraparaten die  gleiche Verdlinnungsrate  der
Spermienkonzentration erzielt wie mit dem Dinoprostpraparat und somit die

Vergleichbarkeit untereinander sichergestellt.

5.2.3 Analysezeitpunkte

Bisher veroffentlichte Studien, die sich mit Bullenspermien befassten, beschrankten
sich bei der Wahl ihrer Messzeitpunkte entweder auf einen kurzen Zeitraum nach der
Prostaglandinzugabe oder sie untersuchten das Ejakulat an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen.

ABBITT et al. (1977) untersuchten ihre Proben unmittelbar nach dem Auftauen und
nach Ablauf von 2 Stunden. HASHIZUME et al. (1984) machten ihre Untersuchungen
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ebenfalls unmittelbar nach dem Auftauen und zusatzlich nach 3 Stunden. FAYED
(1996) untersuchte Proben nach 0, 1, 2 und 4 Stunden nach Prostaglandinzugabe,
JAEGER (2005) nach 0 und 3 Stunden. Diese Zeitraume erscheinen passend, da
Spermien nach ihrer Deponierung im Uterus bereits wenige Minuten spater im
Eileiter nachgewiesen werden koénnen. Jedoch fihrt vielmehr ein langsamer
Transport zur Etablierung einer befruchtungsfahigen Spermienpopulation im Eileiter
(TOPFER-PETERSEN 2007). Der Transport sollte innerhalb weniger Stunden nach
der Besamung abgeschlossen sein, da das weibliche Immunsystem aktiviert wird und
die Spermien als fremd erkennt. Im Isthmus des Eileiters sind die Spermien in der
Bindung an die Schleimhaut sicher. Deshalb lag ein Hauptaugenmerk der
vorliegenden Studie auf den ersten beiden Analysezeitpunkten. Ein in diesem
Zeitraum gesteigerter Spermientransport konnte die Uberlebensfahigkeit im
weiblichen Genital erhéhen, da ein groRerer Anteil der mannlichen Gameten
schneller im Eileiter ankommt.

KARAHAN et al. (2006) untersuchten Ejakulatproben nach 0, 1, 2 und 4 Stunden und
zusatzlich noch einmal taglich an den folgenden 9 Tagen. Sie konnten nach 24
Stunden einen positiven Effekt mit 0,25 und 0,5 mg/ml Etiproston nachweisen. Fur
die Praxis scheint dies der einzige noch relevante Zeitpunkt zu sein, da i.d.R. einmal
taglich besamt wird und die Spermien nach dem Einfrierprozess nicht langer als 24
Stunden im Eileiter Uberleben. Deshalb wurde dieser Zeitpunkt in der vorliegenden
Arbeit als letzter Messpunkt mit aufgenommen. KARAHAN et al. (2006) wahlten eine
Lagertemperatur von 4 °C und setzten Frischsperma ein. RAMANA et al. (1989)
wiederholen ihre Analyse erstmalig nach 24 Stunden. Das Hauptziel des Einsatzes
von PGF,, in Studien, die derart spate Analysezeitpunkte betrachten, ist die
Verlangerung der Lagerfahigkeit von Frischsperma, das vorwiegend beim Schwein
eingesetzt wird. MUNSTER et al. (2008) und YESTE et al. (2008) versuchten die
Lagerfahigkeit bei 17 °C bzw. 15 °C durch PGFy.-Zusatz zu erhohen. Im Gegensatz
zu den genannten Arbeiten war Ziel der vorliegenden Arbeit, moglichst nahe an die

Situation in vivo beim Rind anzuknupfen.

5.2.4 Lagertemperatur

Da Spermien langere Zeitraume nur bei entsprechend niedriger Lagertemperatur
Uberleben, hangt die zu wahlende Lagertemperatur in vitro von der Wahl der

Analysezeitpunkte ab.
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So konnten Autoren, die sich auf einen relativ kurzen Zeitraum beschrankten,
entsprechend hohe und somit anndhernd physiologische Temperaturen wahlen.
ABBITT et al. (1977), HASHIZUME et al. (1984), FAYED (1996) und JAEGER (2005)
lagerten ihre Proben nach Prostaglandinzugabe bei 35 °C bis 38 °C. RAMANA et al.
(1989) und KARAHAN et al. (2006) untersuchten das Ejakulat Gber mehrere Tage.
Entsprechend lagerten sie die Proben bei 4 °C.

Da fur die vorliegende Arbeit Analysezeitpunkte von 0 bis 24 Stunden nach Auftauen
festgelegt  waren, sollte die Lagertemperatur  der physiologischen
Korperinnentemperatur einer Kuh moglichst nahekommen, aber mindestens ein
Uberleben der Spermien (iber 24 Stunden gewahrleisten. Aufgrund der Ergebnisse
des Vorversuchs wurde die Lagertemperatur auf 24 °C festgelegt. Bei hoheren

Temperaturen Uberleben die Spermien in vitro nicht lange genug.

5.2.5 Computergestiitzte Spermienanalyse

DOTT und FOSTER (1979) waren die ersten, die ein CASA-System verwendeten.
Seitdem haben sich die Messsysteme deutlich weiterentwickelt, vor allem die
Leistung der PCs ist enorm gestiegen (HOLT et al. 1994). CASA-Systeme machen
durch ihre Standardisierung die objektive Beurteilung der Spermienmotilitat einer
sehr grolden Anzahl von Proben maoglich. AuRerdem reduzieren sie den Einfluss des
individuellen Untersuchers. Bei der Motilitatsbeurteilung ohne CASA-System
variieren die Ergebnisse zwischen 30 und 60 % (VERSTEGEN et al. 2002). Eine
Untersuchung ohne CASA-System verlangt erfahrenere Untersucher und ist deshalb
zu einer Einschatzung der Fertilitat des Spermas nicht immer geeignet (MARTINEZ
2004). Mit CASA-Systemen werden objektivere Ergebnisse erzielt (KRAUSE und
VIETHEN 1999). AuRerdem werden neben einer Vielzahl von Samenzellen
verschiedenste Parameter in relativ kurzer Zeit analysiert. Dazu gehoren neben der
Konzentration die Morphologie und diverse Motilitatsparameter, die die
Bewegungsmuster und Geschwindigkeiten genau beschreiben (BOYERS et al.
1989).

Im Lauf der Entwicklung ist die Anzahl der kinetischen Parameter zur Beschreibung
der Bewegungsmuster von Spermien, die mittels CASA-Systemen und anderer
Untersuchungsmethoden (Viabilitatsanalysen, Resistenztests, etc.) erfasst werden,
deutlich gestiegen. Die Morphologie und eventuelle Veranderungen nach

Prostaglandinzugabe wurden in dieser Arbeit nicht betrachtet. Frihere Studien
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zeigen, dass die Ergebnisse der Viabilitatsanalysen mit denen der Motilitatsanalysen
korrelieren. YESTE et al. (2008) konnten toxische Effekte ab einer bestimmten
Prostaglandinkonzentration gleichermalen in der Motilitdts- und in der
Viabilitatsanalyse und zusatzlich im Resistenztest nachweisen.

Die Spermienkonzentration in der Probe wurde durch das System erfasst und ihr
Mittelwert berechnet. Die mittlere Spermienkonzentration aller Analysen in Versuch 2
betrug 81,76 Mio. pro Milliliter. Die Konzentration lag somit in dem fur die Analyse im
SpermVision® optimalen Bereich von 50 bis 100 Mio. Spermien pro Milliliter
(VERSTEGEN et al. 2005). Eine weitere Auswertung der Konzentration war nicht
erforderlich, da der Verdinnungsgrad in den aus dem Handel bezogenen
Besamungsportionen voreingestellt ist.

Zu Beginn ihrer Entwicklung waren CASA-Systeme aufgrund vieler Fehlerquellen
storanfallig. Diese Probleme wurden inzwischen weitestgehend behoben (HOLT und
VAN LOOK 2004). Die Systeme arbeiten sehr prazise und die Ergebnisse lassen
sich gut wiederholen (VERSTEGEN et al. 2002). Die technischen Einstellungen und
standardisierten Ablaufe von CASA-Systemen sind dabei sehr wichtig, zumal sich die
einzelnen Gerate oft stark im Aufbau und der Software unterscheiden (VERSTEGEN
et al. 2002). Die zwei wichtigsten Faktoren sind die Frame Rate und die
Berechnungsalgorithmen einzelner Motilitatsparameter. Aufgrund der gewahlten
Einstellungen bzw. der systemintern vorgegebenen Eigenart der Auswertungsablaufe
geht oft ein Teil der Informationen fur die Beschreibung der Spermienbewegung
verloren (CASTELLINI et al. 2011). Verschiedene CASA-Systeme liefern aufgrund
fehlender Standardeinstellungen immer noch sehr unterschiedliche Ergebnisse
(HOLT et al. 1994).

Die fir die Motilitatsanalysen der vorliegenden Dissertation verwendeten
Einstellungen entsprechen den vom Hersteller (Firma Minitib, Tiefenbach)
empfohlenen Analyseeinstellungen fur SpermVision® in Abstimmung auf
Bullenspermien.

Die Frame Rate ist die Anzahl der pro Sekunde ausgewerteten Bilder. Dies ist die
wichtigste EinstellungsgroRe. Sie wurde durch den Hersteller (Firma Minitub,
Tiefenbach) entsprechend der in bisherigen Studien verwendeten Einstellungen auf
60 Bilder pro Sekunde voreingestellt (RIJSSELAERE et al. 2003). Bei zu niedrig
eingestellter Frame Rate konnen die ausgegebenen Werte der Motilitatsparameter

verfalscht sein. Mit einer hoheren Frame Rate sind die von den Spermien
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zuruckgelegten Wege besser rekonstruierbar. Besonders fur hyperaktive Spermien
sollten hohere Frame Rates gewahlt werden. Fir humane und bovine Spermien
genugen niedrigere Bilderfassungsraten (CASTELLINI et al. 2011).

Weitere Einflussfaktoren sind die Umgebungstemperatur der Probe (Raumluft und
umgebende Geratschaft), die Beschaffenheit der verwendeten Messkammern und
der Zeitpunkt der Analyse (DAVIS und SIEMERS 1995). Unterschiedlich tiefe
Kammern liefern differierende Ergebnisse. Spermien bewegen sich ungestort in drei
Dimensionen. CASA-Systeme erfassen jedoch nur zwei Dimensionen. Deshalb muss
die Kammer moaglichst so beschaffen sein, dass sich die Spermien nur in einer
annahernd zweidimensionalen Ebene bewegen koénnen. Die verwendeten Leja-
Kammern erfillen diese Voraussetzungen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit relevanter sind Unterschiede in dem von Hand
eingesetzten Volumen und eine uneinheitliche Verteilung der Spermien in der
Kammer. Volumenunterschiede werden meist durch die bei der Beschickung
entstandenen Luftblasen oder unterschiedliche Chargen des Kammerherstellers
verursacht. Daher wurde nur eine einzige Charge verwendet (Chargenbezeichnung:
481115, hergestellt am 01.12.2011). Eine gleichmaRige Verteilung wurde durch
besondere Sorgfalt bei der Beschickung erreicht und kontrolliert. Tauchten in einem
Gesichtsfeld Luftblasen oder Bereiche mit erhdhter Spermiendichte auf, so wurde die
Kammer nicht fur die Messung herangezogen und eine neue Kammer verwendet.
Die Beschickung erfolgte stets entsprechend den Anweisungen der Herstellerfirma.
Eine uneinheitliche Verteilung der Spermien kann aul3erdem beim Einstromen der
Probe in die Messkammer entstehen. Motile Spermien bewegen sich tendenziell zu
der der Full6ffnung gegentberliegenden Seite der Messkammer, die unbeweglichen
Spermien werden passiv weitertransportiert. Um Messfehlern aufgrund dieses
Phanomens entgegenzuwirken, wurden zusétzlich zur visuellen Uberpriifung durch
den Untersucher stark abweichende Ergebnisse in einzelnen Gesichtsfeldern
automatisch von der Software geléscht und neue Messungen durchgefihrt.

Die Analysetemperatur ist ein weiterer wesentlicher Faktor, der neben der Aktivitat
der Spermien auch das Verdunnermedium und dessen Viskositat beeinflusst.
Bioxcell® (Firma IMV, L’Aigle, Frankreich) ist ein eigelbloser Verdunner, der gut
geeignet ist fur die Analysen in einem CASA-System (Abschnitt 5.2.1). Die Viskositat
von Bioxcell® wird jedoch ebenfalls von der Temperatur beeinflusst und kann bei

falscher Wahl der Analysetemperatur zu verfalschten Ergebnissen flhren
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(RIUSSELAERE et al. 2003). Die Analysen fur die vorliegenden Untersuchungen
wurden deshalb in Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur bei der
physiologischen Koérperinnentemperatur der Kuh von 38 °C durchgefuhrt. Nach
IGUER-OUADA und VERSTEGEN (2001) ist die Motilitdt bei Analysetemperaturen
zwischen 37 und 38 °C signifikant hoéher als bei tieferen Temperaturen (30 °C).
Entsprechend wurde diese Temperatur bereits in mehreren Studien verwendet
(VERSTEGEN et al. 2002; VERSTEGEN et al. 2005).

Insgesamt kénnen also mit CASA-Systemen standardisierte und objektive Analysen
von Motilitatsparametern, der Morphologie und der Konzentration von Spermien
durchgefuhrt werden. Sofern oben genannte Bedingungen eingehalten werden,
liefern diese Messungen gute Ergebnisse und sind somit bestens geeignet, die
vorliegende Fragestellung zu untersuchen. Es muss jedoch in weiteren Studien
geklart werden, inwieweit die aus den Befunden in vitro gewonnenen Aussagen auf

die Fertilitat der Spermien in vivo Ubertragbar sind.

5.2.6 Versuchsaufbau

Wegen der hohen Anzahl von insgesamt rund 4000 Einzelproben mussten
Versuchsaufbau und -ablauf vorrangig so gestaltet werden, dass die Standzeiten der
Samenproben niedrig blieben. Andernfalls hatten unerwinschte Umwelteinflisse, vor
allem Temperaturschwankungen, die Spermien vermeidbar geschadigt und somit die
Ergebnisse verfalscht. Aus diesen Uberlegungen ergab sich der beschriebene
Versuchsaufbau.

In Versuch 1 wurden zunachst fur die Analysen der Kontrolle gesondert
Besamungsportionen aufgetaut (Kapitel 3.5.2). In Versuch 1 wurde jeder
Versuchsdurchgang in vier, in Versuch 2 in drei Auftauprozesse unterteilt.

Um einen toxischen Einfluss der in den Prostaglandinpraparaten enthaltenen Matrix
auszuschlief3en, wurde in Versuch 1 die Kontrolle unterteilt in die Kontrolle ohne und
mit Zusatz von Lésungsmittel. In den neun Durchgangen des Versuchs 1 zeigte sich,
dass das Ldsungsmittel die Motilitatsparameter der Bullenspermien nicht negativ
beeinflusst. Mit dieser Kenntnis wurde der Aufbau fur Versuch 2 umstrukturiert. Die
Kontrolle mit Zusatz von Losungsmittel wurde weggelassen und die Kontrolle ohne
jeglichen Zusatz wurde in jede der drei Versuchseinheiten integriert (Kapitel 3.5.3).
Somit wurde nun die jeweilige Kontrolle unter denselben Auftaubedingungen

vorbereitet und aus derselben Sammelprobe entnommen. Die Vergleichbarkeit von
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Kontrolle und ubrigen Proben wurde so verbessert, da Differenzen im Umgang mit
den Proben der Kontrolle und den Versuchsreihen ausgeschlossen werden konnten.
Aulerdem wurde die statistische Aussagekraft verbessert, indem in Versuch 2
Ejakulate von 10 Bullen in 30 Durchgangen untersucht wurden, gegenuber 3 Bullen
in Versuch 1. Folgerichtig wurde flr die abschlielende Bewertung der Ergebnisse

nur Versuch 2 herangezogen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse
5.3.1 Vorversuch

Der Vorversuch diente der Ermittlung einer geeigneten Lagertemperatur fir die
Einzelproben in den Versuchen 1 und 2. Nach dem Auftauen wurde der Anteil
vorwartsbeweglicher  Spermien  nach  der  klassischen = Methode  der
Motilitatsbeurteilung geschatzt und die Entwicklung im Verlauf von 24 Stunden
beobachtet. Je ein Teil der Proben wurde bei 4, 24 und 35 °C gelagert. Unmittelbar
nach dem Auftauen gab es hinsichtlich der Anteile vorwartsbeweglicher Spermien
eine Differenz zwischen der Probe des klinikeigenen Bullen und den Bullen der ZBH
Alsfeld. Grund ist vermutlich eine mangelhafte  Durchfihrung des
Herstellungsprozesses, da die spermatologische Untersuchung vor dem Einfrieren
keine Abweichungen von der Norm (WABERSKI und PETRUNKINA 2007) gezeigt
hatte. Die Besamungsportionen der Bullen ,Besancon“ und ,Laudes der ZBH
zeigten in Ubereinstimmung mit den erhaltenen Produktionsdaten (Tabelle 9) nach
dem Auftauen ca. 50 % vorwartsbewegliche Spermien.

Die Spermien des klinikeigenen Bullen ,Herbert® waren zusatzlich in den zwei
weiteren Verdunnern Triladyl® und Andromed® konserviert worden. Triladyl® ist ein
Eidotterverdunner. Er enthalt Partikel, die unter dem Mikroskop eine ahnliche Grofe
besitzen wie Spermienkdpfe. Unter dem Lichtmikroskop kann das erfahrene Auge
diese Partikel aufgrund ihrer Struktur und des fehlenden Schwanzes als solche
erkennen. Das CASA-System kann sie jedoch nicht von immotilen Spermien
unterscheiden (VERSTEGEN et al. 2002; RIJSSELAERE et al. 2003). Die Partikel
behinderten auf’erdem die Spermienbewegung, da sie besonders bei 35 °C
Lagertemperatur bis auf ein Vielfaches ihrer urspriinglichen Grofle anwuchsen. Aus
diesen Grunden waren Eidotter- oder Milchverdunner fur die Versuche 1 und 2
ungeeignet. Der Verdunner Andromed® zeigte dagegen keine Nachteile gegenuber

Bioxcell®.
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Lagertemperaturen von 35 °C oder hoher wurden im Vorversuch als ungeeignet
erkannt. Die Spermatozoen uberlebten nicht lange genug fur die Untersuchung. Die
Motilitat reduzierte sich in den ersten 4 Stunden fast um die Halfte. Ahnliche
Ergebnisse finden sich in der Literatur bei Schafsspermien nach Lagerung bei 37 °C
(BAG et al. 2004). Mdgliche Ursachen sind der Verbrauch der Energiereserven und
die Alterung der Mitochondrien. NAGY et al. (2004) wiesen bei bovinen Spermien
eine Schadigung der Akrosomenmembran bei 67 % der Spermien nach einer
Lagerung von 4 Stunden bei 37 °C nach. Dasselbe Phanomen konnte FAYED (1996)
beobachten. In der Kontrolle ohne Zugabe von PGF;,, hatte sich nach 4 Stunden
Inkubationszeit der Anteil motiler Spermien von 50 % auf unter 30 % reduziert. Aus
diesem Grund konnte keine der Studien mit Lagertemperaturen von 35 °C bzw. 37
°C nach mehr als 4 Stunden eintretende Effekte von Prostaglandinen untersuchen
(ABBITT et al. 1977, HASHIZUME et al. 1984, FAYED 1996, JAEGER 2005).

Nach Lagerung bei 4 °C im Kuihlschrank bzw. 24 °C im Warmeschrank
unterschieden sich in den ersten 12 Stunden die Ergebnisse nicht. Erst nach 24
Stunden waren die Motilitatsraten bei 24 °C etwas starker abgefallen. Somit waren
beide Temperaturen fur die Versuche 1 und 2 geeignet. Arbeiten, die langerfristige
Effekte von Prostaglandinen auf die Spermienmotilitat in vitro zu erfassen suchten,
wahlten zur Sicherung der Uberlebensdauer niedrige Temperaturen und setzten
Frischsperma ein (RAMANA et al. 1989, KARAHAN et al. 2006). Da fur die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit jedoch 24 Stunden ausreichten, war die
Temperatur von 24 °C ein Kompromiss, um eine lange Uberlebensdauer in vitro zu
sichern und zugleich der physiologischen Korperinnentemperatur moglichst nahe zu

kommen.

5.3.2 Versuch 1

Die 9 Messwiederholungen in Versuch 1 ergaben keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich einiger Motilitatsparameter, zu denen sich in Versuch 2 mit 30
Messwiederholungen deutliche Signifikanzen ergaben. Diese Unterschiede kdnnen
der wesentlich hdheren Anzahl an Messwiederholungen und den Mangeln im Aufbau
des Versuchs 1 (Abschnitt 5.2.6) zugeschrieben werden. Die Ergebnisse des
Versuchs 1 sollen deshalb nicht weiter bewertet werden. Fur ahnliche
Fragestellungen sollte zukinftig jedoch kritisch hinterfragt werden, ob nicht die Wahl

einer Kontrolle mit Zusatz des Lésungsmittels fir Versuch 2 weitere aussagekraftige
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Ergebnisse hervorbringen konnte. Denn einzelne Parameter wiesen in Versuch 1 mit
Losungsmittelzusatz dirket nach dem Auftauen in Ansatzen Verbesserungen auf im
Vergleich zur Kontrolle ohne Lésungsmittel.

Trotz der Mangel in Versuch 1 kann konstatiert werden, dass die Matrix des
Lésungsmittels keine negativen Auswirkungen auf die Motilitdt der Spermien hatte,
da keiner der betrachteten Parameter eine signifikante Reduktion der Werte nach

Zusatz des Ldsungsmittels im Vergleich zur Kontrolle ohne Losungsmittel aufwies.

5.3.3 Versuch 2

Die Ergebnisse aus Versuch 2 sind aus zwei Grinden fundierter als die des
Versuchs 1. Erstens wurden Ejakulate von zehn Bullen in die Untersuchungen
einbezogen anstelle von dreien in Versuch 1. Zum Zweiten wurde durch Integration
der Kontrolle in die Versuchseinheit erreicht, dass die Proben der jeweiligen Kontrolle
immer unter denselben Auftaubedingungen erwarmt und aus derselben
Sammelprobe entnommen wurden wie die Einzelproben mit Prostaglandinzusatz
(Kapitel 3.5.3). Diese Mallnahme erhohte die Vergleichbarkeit mit den Kontrollen und
verringerte auf Umwelteinflisse zurlckzufihrende Unterschiede. Aus diesen
Grunden werden die fachlichen Ergebnisse fiir die abschliellende Bewertung nur aus

Versuch 2 herangezogen.

In Versuch 2 konnten mit Zugabe des naturlichen Prostaglandins Dinoprost die
Anteile beweglicher und vorwartsbeweglicher Bullenspermien nicht gesteigert
werden. Alle bisherigen Untersuchungen, welche mittels Schatzverfahren unter dem
Lichtmikroskop arbeiteten und ebenfalls die Gesamtmotilitat als Parameter erfassten,
kamen mit Zusatz von natlrlichem PGF,, zu Bullenspermien zu demselben
Ergebnis. JAEGER (2005) und RAMANA et al. (1989) setzten 5 ng/ml zu,
HASHIZUME et al. (1984) bis zu 0,1 mg/ml naturliches PGF2, und FAYED (1996) 0,3
mg/ml Dinoprost. In allen diesen Versuchen konnte keine positive Wirkung auf die
Gesamtmotilitat von Bullenspermien nachgewiesen werden. Der Einsatz des CASA-
Systems SpermVision® in der vorliegenden Arbeit bestatigte diese Ergebnisse in
Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,4 mg/ml Dinoprost.

Noch hohere Konzentrationen dagegen reduzierten den Anteil beweglicher
Spermien. FAYED (1996) erzielte mit 0,6 und 1,2 mg/ml Dinoprost eine Reduktion
der Gesamtmotilitat. ABBITT et al (1977) wiesen mit dem THAM-Salz des natlrlichen
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PGF,, in demselben Konzentrationsbereich bis zu 0,675 mg/ml ebenfalls einen
Ruckgang der Gesamtbeweglichkeit nach. Deshalb wurde Dinoprost in solch hohen
Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit nicht eingesetzt.

Bei den Strecken- und Geschwindigkeitsparametern dagegen traten Effekte nach
Dinoprostzusatz auf. Vergleichbare Erkenntnisse mit Bullenspermien aus der
Literatur gibt es nicht, da bisher keine Untersuchungen mit einem CASA-System
durchgefuhrt worden sind. Fur die folgenden Parameter und eingesetzten
Konzentrationen liefert die vorliegende Arbeit somit neue Erkenntnisse. Direkte
Vergleiche mit Studien, welche mit Eberspermien und CASA-Systemen arbeiteten,
sind schwierig. Eberspermien reagieren insgesamt empfindlicher als Bullenspermien
auf aulere Einflisse. Vergleichende Studien bezuglich einer Prostaglandinwirkung
auf die Spermien beider Tierarten gibt es nicht. Deshalb lassen sich
Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zwar feststellen, aber nicht interpretieren. Hohe
Konzentrationen Dinoprost haben auf die Beweglichkeit von Eberspermien ebenfalls
negative Auswirkungen. YESTE et al. (2008) fanden ab einer Konzentration von
0,125 mg/ml Dinoprost zytotoxische Effekte und einen Rickgang der Vorwarts- und
Gesamtbeweglichkeit.

Ob die nach Dinoprostzusatz gesteigerte tatsachliche Weglange (bzw. erhohte
Kurvolineare Geschwindigkeit) letztlich eine fir den Befruchtungserfolg positiv zu
bewertende Entwicklung darstellt, bleibt fraglich. Als Folge reduzierten sich die Werte
fur die Lange einer geglatteten Linie (bzw. die Mittlere Geschwindigkeit) und die
Strecke zwischen Start- und Endpunkt (bzw. die Lineare Geschwindigkeit) in der
Lejakammer. Durch den damit einhergehenden erhdhten Energie- und Zeitverbrauch
wird der aktive Transport in vivo vom Cavum uteri zum Ort der Befruchtung scheinbar
verlangsamt. Ob diese Veranderungen jedoch auch in vivo in gleicher Art und Weise
auftreten, ist nicht geklart. Viele Einflussfaktoren wie z.B. der gesteigerte passive
Transport durch vermehrte Uteruskontraktionen wirken in vitro nicht. Es ist denkbair,
dass beim Prozess der Befruchtung im Eileiter der gesteigerte tatsachlich
zuruckgelegte Weg bzw. die erhdhte Kurvolineare Geschwindigkeit einen Vorteil flr
das schlielich erfolgreiche Spermium darstellt. Weitere Untersuchungen sind notig,
um diese offenen Fragen zu beantworten.

Bei Eberspermien erzielten YESTE et al. (2008) mit Dinoprost ebenfalls eine
Reduktion der Mittleren und der Linearen Geschwindigkeit. Die Kurvolineare

Geschwindigkeit wurde im Gegensatz zu den vorliegenden Untersuchungen bei
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YESTE et al. (2008) verringert. MAES et al. (2003) dagegen konnten mit Dinoprost
keinen Einfluss auf die Geschwindigkeitsparameter nachweisen.

Die Parameter Linearitat, Geradlinigkeit der durchschnittlichen Spermienbewegung,
Auslenkung, Frequenz und Amplitude der lateralen Kopfbewegungen entwickelten
sich unter Dinoprosteinfluss negativ. Bereits in der niedrigen Konzentration von 0,1
mg/ml Dinoprost traten signifikante Unterschiede zu den Kontrollen auf. Dieser
Sachverhalt steht einer idealisierten schnellen und gerichteten Vorwartsbewegung
der Spermien entgegen und ist somit negativ zu bewerten. Vergleichswerte mit
Bullenspermien gibt es in der Literatur nicht. Bei ihren Untersuchungen an
Eberspermien kamen YESTE et al. (2008) zu ahnlichen Ergebnissen. MAES et al.
(2003) konnten keine Unterschiede der Parameter Linearitdt und Geradlinigkeit
zwischen ihren Versuchsgruppen feststellen.

Folgerichtig muss unter anderem hinterfragt werden, ob in den vorliegenden
Untersuchungen zu hohe Konzentrationen PGFy, eingesetzt worden sind.
Zugegeben wurde eine 10°- bis 10°-fach hohere Konzentration an PGFy, als in
bovinem Ejakulat physiologisch vorkommt (Tabelle 2). Es ist zu berucksichtigen,
dass bisherige Studien nur die Gesamtmotilitdt der Bullenspermien erfassten. Auf
diese zeigte das Dinoprost keine negativen Auswirkungen (JAEGER 2005, FAYED
1996, RAMANA et al. 1989, HASHIZUME et al.1984). Die in diesen Arbeiten
eingesetzten Prostaglandinkonzentrationen wurden den vorliegenden
Untersuchungen als Ausgangswerte zugrunde gelegt. Es erscheint deshalb sinnvoll,
bei zuklnftigen Arbeiten mit ahnlicher Fragestellung zusatzlich geringere
Konzentrationen einzusetzen.

Nachdem bisher vorwiegend negative Effekte auf die Motilitdt von Spermien
festgestellt wurden, stellt sich die Frage, ob die physiologisch im Seminalplasma
enthaltenen Prostaglandine der Forderung der Motilitat dienen oder doch vorwiegend
andere Funktionen erflllen. Positive Effekte auf den Befruchtungserfolg nach lokaler
Anwendung von Dinoprost im Uterus in vivo wahrend oder nach der Besamung
bleiben in diesem Zusammenhang dennoch denkbar. Leider konnen in vitro die
physiologischen Bedingungen der Gebarmutter nicht adaquat simuliert werden.
Deshalb ist nicht bekannt, inwieweit Anderungen der einzelnen Motilitatsparameter in
vitro auch in vivo auftreten und welche Effekte die Befruchtungsfahigkeit in vivo
insgesamt positiv oder negativ beeinflussen. In vivo besteht sowohl die Mdéglichkeit,

dass die Prostaglandine im Uterus und im Eileiter den Spermien langfristig schaden,
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aber auch die Mdglichkeit, dass die Spermien nach kurzer Zeit im Eileiter ankommen
und sich der nachteiligen Wirkung des Dinoprost bzw. des Cloprostenol entziehen.
So koénnten die Prostaglandine wie in Kapitel 2.2.2.2 beschrieben primar auf die
weiblichen Reproduktionsorgane wirken.

Ergéanzend konnten JAEGER und DEL CURTO (2012) nachweisen, dass der
Prostaglandingehalt in verdinntem Bullenejakulat verhaltnismaig hoher ist als in
frischen Ejakulaten. Offenbar wurden wahrend des Verdlinnungsprozesses
Prostaglandine produziert (SHALEV et al. 1994). Die Angaben in der Literatur
diesbezlglich variieren jedoch (SHALEV et al. 1994, SCHLEGEL et al. 1981).
Weitere Studien sollten deshalb klaren, ob Spermienzellen zur Neusynthese oder
Speicherung von Prostaglandinen fahig sind. Sollte das zutreffen, muisste die
vorliegende Fragestellung neu uberdacht werden.

Einen weiteren Schwerpunkt sollte kinftig die Erforschung des Wirkmechanismus
von PGF,q an Spermien darstellen. Bisher konnten nur Effekte von PGE1 und PGE,
Uber einen Rezeptor am Spermium auf die Akrosomenreaktion und die
Befruchtungsfahigkeit durch einen Calciuminflux nachgewiesen werden (SHIMIZU et
al. 1998). Hinsichtlich der Wirkung der Prostaglandine der F-Reihe auf Spermien
fanden SHIMIZU et al. (1998) zwar den FP-Rezeptor, aber keinen zellularen
Wirkmechanismus. Aul3er der rezeptorvermittelten Wirkung sind andere biologische
Wirksysteme denkbar. Vor allem die negativen Auswirkungen auf verschiedene
Motilitatsparameter bei hoher Dinoprostkonzentration sind vermutlich nicht die Folge
einer rezeptorvermittelten Wirkung, sondern einer Stoérung der Membranintegritat der
Spermienzellen. Die physiologische Fortbewegung der Spermien im Uterus und
Eileiter verlauft im Normalfall entlang eines Peptidgradienten. Auf der Oberflache des
Flagellums binden die Peptide an eine Guanylylzyklase und beeinflussen die
Bewegung uber einen Calciumioneneinstrom und die folgende Hyperpolarisation
(KAUPP 2007). Dieser Prozess findet im Verdinnermedium nicht statt. Eine
unspezifische Wirkung durch die hohe Konzentration an Prostaglandinmolekulen, die
Uber eine Hyper- oder Depolarisation die Bewegung der Spermien beeinflusst, ware
moglich.

Schadliche Umwelteinflisse kénnen aufgrund der exakt gleichen Ablaufe bei der
Probenverarbeitung der Kontrollen und der Versuchsreihen als Ursache flr die
signifikant abweichenden Werte mit Prostaglandinzusatz ausgeschlossen werden.

Fur Schadigungen durch die Materialien der Pipettenspitzen und Probengefalie etc.
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gilt dasselbe. Der Einfluss derartiger Storfaktoren wurde zusatzlich im
Versuchsablauf durch die 30 Messwiederholungen stark reduziert. Der signifikante
Einfluss des Faktors Zeit war zu erwarten. Das Schwinden der Energiereserven und
die Alterung von Zellorganellen wie Mitochondrien (BAG et al. 2004) wahrend der
Lagerung bewirkten eine stetige Reduktion der Motilitat. Zusatzlich kommt es bei
immer mehr Spermien im Laufe der Zeit zu einer Schadigung der
Akrosomenmembran (NAGY et al. 2004).

Neben dem naturlichen PGF, sollte der Einfluss der zwei synthetischen Praparate
Cloprostenol-Racemat und Cloprostenol-Enantiomer unter denselben Bedingungen
untersucht werden. Das Cloprostenol bindet prinzipiell an denselben Rezeptor wie
naturliches PGF,,. Allerdings gibt es bisher keine Untersuchungen zur
Bindungsaffinitat von Cloprostenol am FP-Rezeptor von Spermien und einer
eventuellen Selektivitdt. Diese Fragestellung musste ebenso wie der genaue
Wirkmechanismus genauer erforscht werden.

KARAHAN et al. (2006) sind bisher die einzigen, die den Einfluss von synthetischem
Prostaglandin in Form von Etiproston auf die Motilitdt von Bullenspermien
untersuchten. Sie konnten einen positiven Effekt nachweisen, allerdings zu einem
sehr spaten Zeitpunkt. Das Etiproston ist zurzeit in Deutschland in keinem
Tierarzneimittel verkehrsfahig und war nicht Gegenstand der vorliegenden
Untersuchungen.

Die zwei hier eingesetzten Cloprostenolpraparate bewirkten einen deutlichen
Ruckgang der Anteile beweglicher und vorwartsbeweglicher Spermien. Dieses
Ergebnis entspricht den Erkenntnissen von CEROVSKY und VINTER (1985) sowie
KOZUMPLIK und MARTINEK (1986). Sie beschrieben ebenfalls einen Rickgang der
Motilitat unter Cloprostenoleinfluss bei Eberspermien. Es gibt bisher keine
vergleichbaren Studien, die den Einfluss von Cloprostenol auf Bullenspermien
untersuchten und zur Auswertung ein CASA-System nutzten. FUr die Ubrigen
Motilitatsparameter nach Cloprostenolzusatz liefert die vorliegende Arbeit somit neue
Resultate.

Nach Cloprostenolzusatz zeigten sich ahnliche Effekte wie mit Dinoprost. Der
tatsachlich zurickgelegte Weg (DCL) und die Kurvolineare Geschwindigkeit (VCL)
konnten initial gesteigert werden. Spatestens nach 8 Stunden Lagerzeit fielen die

Werte in der hohen Konzentration jedoch deutlich unter die Kontrollwerte.
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Gleichzeitig hatten beide Cloprostenolpraparate in den niedrigen Konzentrationen
weder einen Effekt auf die Lange einer geglatteten Linie (DAP) und die Strecke
zwischen Start- und Endpunkt (DSL), noch auf die entsprechenden
Geschwindigkeiten (VCL und VAP). In der jeweils hohen Konzentration kam es
jedoch zur Reduktion der Mittelwerte. Diese trat friihestens nach 4 Stunden Lagerung
auf, also deutlich spater als nach Dinoprostzusatz. Die Parameter Linearitat,
Geradlinigkeit und Auslenkung werden durch Cloprostenolzusatz ebenfalls in ihren
Mittelwerten reduziert. Die Unterschiede zur Kontrolle fallen zwar insgesamt weniger
deutlich aus als mit Dinoprost und sind nach 8 Stunden Lagerzeit nicht mehr
vorhanden, aber vor allem initial kommt es zu einer signifikanten Reduktion, am
starksten in der jeweils hohen Konzentration. Gleiches gilt flir die Frequenzen und
die Amplituden der lateralen Kopfbewegungen, sie zeigten negative Effekte nach
Cloprostenolzusatz.

Die Auswirkungen der beiden Cloprostenolpraparate auf die Motilitat stehen also
einer idealisierten gerichteten Fortbewegung entgegen. Im Grunde ergeben sich fur
das Cloprostenol sowohl als Racemat als auch als Enantiomer dieselben Fragen und
Forschungsansatze wie nach Dinoprostzusatz. Zusatzlich von Interesse ware eine
Selektivitat einer synthetischen Variante des PGF,, am FP-Rezeptor von Spermien.
Die vorliegende Arbeit befasst sich nicht mit diesen Fragen. Die Ergebnisse zeigen
aber, dass hohe Konzentrationen PGF,, die Motilitat boviner Spermien negativ
beeinflussen. Niedrige Konzentrationen haben dagegen wenig bis keinen Einfluss

auf die mit dem System SpermVision® erfassten Motilitatsparameter.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen verschiedener
Prostaglandinpraparate auf die Motilitat boviner Spermien in vitro zu untersuchen.
Fur die Analysen wurden handelsubliche Minipailletten mit kryokonserviertem
bovinem Ejakulat von 10 Bullen der Rasse Deutsche Holstein verwendet.

Unmittelbar nach dem Auftauen wurden Einzelproben mit jeweils drei

unterschiedlichen Konzentrationen eines PGF,,-Praparates versetzt. Zum Einsatz

kamen die Wirkstoffe Dinoprost, das Cloprostenol-Racemat und das Cloprostenol-

Enantiomer. AnschlieBend wurden mit dem computergestitzten System

SpermVision® insgesamt 13 Motilitatsparameter erfasst. Die Messungen wurden

nach 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 24 Stunden Lagerung bei 24 °C im Warmeschrank

wiederholt. Als Kontrollen dienten jeweils Proben ohne jeglichen Zusatz. Es wurden
folgende Resultate erzielt:

— Der Anteil beweglicher Spermien wurde sowohl mit dem Cloprostenol-Racemat
(p = 0,0010) als auch dem Cloprostenol-Enantiomer (p = 0,0003) signifikant
reduziert.

— Der Anteil vorwartsbeweglicher Spermien an der Gesamtzahl beweglicher
Spermien verringerte sich ebenfalls signifikant nach Zusatz von Cloprostenol als
Racemat (p = 0,0021) und als Enantiomer (p = 0,0013).

— Der tatsachlich zurtckgelegte Weg (DCL) nahm nach Zusatz von Dinoprost
signifikant zu (p = 0,0028). Mit den synthetischen Prostaglandinen nahm die
tatsachliche Weglange initial ebenfalls zu (p < 0,0001).

— Die Lange einer geglatteten Linie (DAP) wurde mit Dinoprost in der hohen
Konzentration signifikant reduziert (p = 0,034). Die synthetischen Prostaglandine
Cloprostenol-Racemat (p = 0,011) und Cloprostenol-Enantiomer (p = 0,013)
bewirkten ebenfalls eine Verklirzung der DAP in der jeweils hohen Konzentration.
Der Effekt des Cloprostenols trat jedoch frihestens nach 8 Stunden Lagerzeit
auf.

— Die Strecke zwischen Start- und Endpunkt (DSL) wurde durch Zugabe der hohen
Konzentration Dinoprost signifikant verkirzt (p < 0,0001). Die beiden
Cloprostenolpraparate bewirkten in der hohen Konzentration ebenfalls eine
Reduktion der DSL (p = 0,0001). Initial war jedoch kein Unterschied zur Kontrolle
vorhanden.
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Die Kurvolineare Geschwindigkeit (VCL) wurde nach Zugabe der drei
Konzentrationen Dinoprost initial signifikant gesteigert (p < 0,0001). Mit
zunehmender Lagerzeit nahm der Konzentrationseinfluss jedoch ab. Das
Cloprostenol bewirkte direkt nach dem Auftauen und nach 2 Stunden Lagerzeit
sowohl als Racemat (p < 0,0001) als auch als Enantiomer (p < 0,0001) eine
signifikante Steigerung der VCL. Diese Effekte reduzierten sich im Laufe der
Versuchsdauer.

Die Mittlere Geschwindigkeit (VAP) wurde mit Dinoprost in der hohen
Konzentration signifikant verringert (p = 0,014). Die synthetischen Prostaglandine
bewirkten ebenfalls einen Rickgang in der hohen Konzentration Racemat (p =
0,0033) und Enantiomer (p = 0,0036) ab einer Lagerzeit von mindestens 4
Stunden.

Die Lineare Geschwindigkeit (VSL) war nach Zusatz der hohen Konzentration
Dinoprost signifikant kleiner als die der Kontrolle (p < 0,0001). Die jeweils hohe
Konzentration der synthetischen Praparate hatte die gleiche Wirkung (p <
0,0001), wenngleich der Effekt frihestens nach 2 Stunden Lagerung eintrat.

Die Linearitat (LIN) und die Auslenkung (WOB) der Spermienbewegung, sowie
die Geradlinigkeit des durchschnittichen Bewegungsablaufes (STR) wurden
durch die Zugabe der drei Konzentrationen Dinoprost signifikant reduziert (p <
0,0001). Die Cloprostenolpraparate bewirkten in den hohen Konzentrationen
ebenfalls eine Reduktion der drei Parameter LIN, WOB und STR (p < 0,0001).
Die Frequenz und die Amplitude der lateralen Kopfbewegungen anderten sich
gegensatzlich: mit steigender Konzentration aller Prostaglandine nahmen die
Frequenzen signifikant ab (p < 0,0001), die Amplituden zu. Mit Dinoprost stiegen
die Amplituden am deutlichsten (p < 0,0001), mit dem Racemat (p = 0,0001) und
dem Enantiomer (p = 0,0010) etwas weniger.

Fazit der Untersuchungen ist, dass der Zusatz von Prostaglandinen in hohen

Konzentrationen zu aufgetauten bovinen Samenzellen in vitro einen negativen

Einfluss auf die Spermienbewegung hat. Niedrige Konzentrationen haben hingegen

keinen oder wenig Einfluss auf die Motilitatsparameter. Der tatsachlich zurtckgelegte

Weg (DCL) und die Kurvolineare Geschwindigkeit (VCL) sind die einzigen

Parameter, welche in den vorliegenden Untersuchungen mit Prostaglandinzusatz
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signifikant gesteigert werden konnten. Ob eine solche Steigerung auch in vivo von

Vorteil ist, musste in weiteren Studien untersucht werden.
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7  Summary

The aim of this study was to analyze the in vitro effects of various prostaglandin
preparations on the motility of bovine sperm. For the analyses cryoconserved bovine
ejaculate from 10 bulls of the race German Holstein was used in commercially
available insemination portions.

Immediately after thawing, the individual samples were treated each with three

different concentrations of a PGFy4 preparation. The active substances dinoprost, the

cloprostenol-racemate and the cloprostenol-enantiomer were used. Afterwards, a

total of 13 different motility parameters were measured using the computer-assisted

sperm analyser SpermVision®. The measurements were repeated after 2, 4, 6, 8, 10,

12 and 24 hours of storage at 24 °C. Control samples were measured without the

addition of active substances. The following results were obtained:

- The percentage of total motility was significantly reduced by the addition of the
cloprostenol-racemate (p = 0.0010), as well as the cloprostenol-enantiomer (p =
0.0003).

- The percentage of progressive motility was also significantly reduced by the
addition of cloprostenol, both as a racemate (p = 0.0021) and as an enantiomer
(p = 0.0013).

- The distance curved line (DCL) significantly increased after addition of dinoprost
(p = 0.0028). The same results were initially obtained for the synthetic
prostaglandins (p < 0.0001).

- The distance average path (DAP) was significantly reduced by the addition of the
high concentration of dinoprost (p = 0.034). The synthetic prostaglandins
cloprostenol-racemate (p = 0.011) and cloprostenol-enantiomer (p = 0.013) also
reduced the DAP when using the high concentrations. However, the effect
caused by the cloprostenols only appeared at the earliest after 8 hours of storage
time.

- The distance straight line (DSL) was significantly shortened by the addition of the
high concentration of dinoprost (p < 0.0001). Both cloprostenol preparations,
used in the high concentration, also led to a reduction of the DSL (p = 0.0001).
Initially however, no difference could be seen in comparison to the control.

- The curvilinear velocity (VCL) was initially increased after the addition of the

three different concentrations of dinoprost (p < 0.0001). However, the effect
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caused by the dinoprost decreased with prolonged storage time. Immediately
after thawing and after two hours of storage time the cloprostenol-racemate (p <
0.0001) as well as the enantiomer (p < 0.0001) provoked a significant increase of
the VCL. This effect decreased over the time course of the experiment.

- The average path velocity (VAP) was significantly reduced (p = 0,014) in the
presence of the high concentration of dinoprost. The addition of the high
concentration of the synthetic prostaglandins, cloprostenol-racemate (p = 0.0033)
and cloprostenol-enantiomer (p = 0.0036), also resulted in a decline, beginning
after a storage time of at least four hours.

- The straight line velocity (VSL) was significantly smaller after the addition of the
high concentration dinoprost in comparison to the control (p < 0.0001). The high
concentration of both synthetic preparations had the same effect (p < 0.0001),
although the effect was visible after two hours of storage at the earliest.

- The linearity (LIN) and the wobble (WOB) of the sperm motility as well as the
straightness (STR) were significantly reduced by the addition of the three
different dinoprost concentrations (p < 0.0001). The high concentrations of both
cloprostenol preparations also provoked a reduction of the three parameters LIN,
WOB and STR (p < 0.0001).

- The beat cross frequency (BCF) and the amplitude of lateral head displacement
(ALH) changed contrarily: The BCF decreased significantly (p < 0.0001) with
rising concentrations of all prostaglandins, whereas the ALH increased. The
amplitudes rose most prominently in the presence of dinoprost (p < 0.0001),
slightly less in the presence of the racemate (p = 0.0001) and least with the

enantiomer (p = 0,0010).

The results of this study demonstrate that the in vitro addition of highly concentrated
prostaglandins to thawed bovine sperm cells has a negative influence on sperm
motility. Lower concentrations however have no or little impact on the motility
parameters. The distance curved line (DCL) and the curvilinear velocity (VCL) are the
only parameters in this study which could be significantly increased by the addition of
prostaglandins. Further studies would have to analyze whether such an

enhancement would also be beneficial in vivo.
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Anhang 1

9 Anhang

9.1 Anhang 1: Ergebnisse Versuch 1 (Tabellen 17 bis 29)
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Anhang 2

9.2 Anhang 2: Ergebnisse Versuch 2 (Tabellen 30 bis 42)
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