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1 Einleitung

Die wachsenden Anforderungen an die Diagnostik in der Kleintiermedizin sind die
Motivation nach erweiterten Untersuchungsmoglichkeiten zur Fertilitatsprognose
beim Riden zu suchen bzw. diese zu etablieren. In der Spermatologie des Riden
sind eine Reihe von Farbemethoden beschrieben, die teilweise seit Jahrzehnten
eingesetzt werden. Bisher gibt es kaum Untersuchungen, bei denen mehrere
Methoden an der gleichen Samenprobe verglichen wurden. In der Humanmedizin hat
sich die Beurteilung des Spermienchromatin als eine wichtige Methode im Rahmen

der spermatologischen Diagnostik bewahrt.

Ziel der Untersuchungen ist es daher, die andrologische Diagnostik beim Riden
durch spermatologische Farbeverfahren, die in der Kleintiermedizin noch nicht

etabliert sind, zu erweitern und folgende Fragestellung zu beantworten:

- Eignen sich die gewahlten Farbemethoden dazu, aufgetautes Tiefgefrier-Sperma zu

untersuchen?
- Unterscheiden sich die Ergebnisse der verschiedenen Methoden?

- Zeigen die Ergebnisse zur Chromatinkondensation eine Assoziation zu Parametern

der klassischen Spermatologie?

- Unterscheidet sich die Chromatinbeschaffenheit von Nativsamen, Tiefgefrier-

Sperma und Spermien aus dem Nebenhoden?

- Sind die Farbemethoden praktikabel fur die veterinarmedizinische Praxis?



2 Literatur

2.1 Lichtmikroskopische Farbemethoden fur Ridensperma

2.1.1 Papanicolaou-Shorr

Das von Papanicolaou (1942) entwickelte Verfahren zur Untersuchung von
Vaginalzytologien  wird  heute unter anderem zur Beurteilung der
Spermienmorphologie verwendet. Es handelt sich um eine Kette verschiedener
Arbeitsschritte, bei der Hamatoxylin, Orange G und Polychromfarbstoff EA zum
Einsatz kommen. Zunachst wird das Praparat fixiert und dehydriert, danach in
absteigender Reihenfolge rehydriert. Mittels Hamatoxylin werden die Zellkerne blau
gefarbt, nach mehreren Waschschritten wird das Zytoplasma mit Orange G und
Polychrom EA-50 pink gefarbt. Nach einer Dehydrierung ist der Farbevorgang
abgeschlossen. An Hand dieser Farbung kann das Akrosom, die postakrosomale
Region, Mittel- und Hauptstlck, sowie Residualplasma beurteilt werden (Nieschlag et
al., 2012).

Beim fertilen Riden wurden Normwerte von tber 80 % morphologisch unauffalliger
Spermien festgestellt (Iguer-Ouada und Verstegen, 2001), wobei Oettlé (1993) bei
Raden mit weniger als 60 % morphologisch unauffalliger Spermien eine verminderte

Fertilitat nachweisen konnten

2.1.2 Eosin

Eosin wird zu den Phtalsaurefarbstoffen gezahlt (Baeyer, 1880) und dient der
Beurteilung der Spermienvitalitdt. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip, das tote
Zellen eine fir den Farbstoff durchlassige Membran aufweisen, wahrend lebende
Zellen diesen ausschlieRen (Goetz und Goetz, 1938). Daruber hinaus fanden
Thomas und Mayer (1949) heraus, dass die Anfarbbarkeit mit Eosin nicht mehr
gegeben ist, sobald ein bestimmtes Protein entfernt wurde, was dafur spricht, dass

auch intrazellulare Substanzen die Anfarbbarkeit beeinflussen.



Es wurden unterschiedliche Farbstoffe in Kombination mit verschiedenen
Hintergrundfarbungen getestet, so verwandten Lasley et al. (1942) Eosin mit
Opalblau als Hintergrundfarbung fir Eberspermien. Dott und Foster (1972) ersetzten

Opalblau durch Nigrosin.

Dott und Foster (1972) beschrieben eine gleichzeitige Beurteilung der
Akrosomenreaktion. Lebende Spermatozoen mit intaktem Akrosom erscheinen weif}
vor dunklem Hintergrund, wahrend die Akrosomregion von Zellen mit aktiviertem
Akrosom bzw. fehlendem Akrosom vom Nigrosin dunkel gefarbt sind. Spater setzten
Shaffer und Aimquist (1948) Anilinblau als Hintergrundfarbung zusammen mit Eosin
B bzw. Eosin Y zur Untersuchung von Bullenspermien ein. Martinez (2004) nennt als
mogliches Problem der Eosin-Nigrosinfarbung eine fehlende Fixierung der Zellen. Er
befirchtet, dass durch die hypotonen Farbelésungen Artefakte hinsichtlich der

Morphologie entstehen konnen.

Wales (1959) verglich unterschiedliche Farbemethoden zur Vitalitatsbeurteilung beim
Mensch und beim Hund. Er fand eine bessere Wiederholbarkeit der Untersuchungen
bei der Eosinfarbung im Vergleich zur Kongorotfarbung. Nach Gunzel-Apel (1994)
liegt der Normwert eosingefarbter Spermien beim Ruden bei 5 bis 10 % und laut
Wehrend und Bostedt (2013) sind 80 % lebende Spermien beim Riden
physiologisch, wahrend der untere Referenzwert vitaler Spermien beim Mensch bei
58 % liegt (Nieschlag et al., 2012).

2.1.3 Diff-Quick

Bei dieser Farbemethode handelt es sich um ein kommerziell erhaltliches Farbekit,
bestehend aus Triarylmethan in Methanol als Fixierldésung. Die luftgetrockneten
Ausstrichpraparate werden fur funfzehn Sekunden in diese eingetaucht. Darauf folgt
ein zehn seklndiges Farben in eosinophiles Xanthen (Schnellfarbelésung 1) und flunf
Sekunden Eintauchen in Farbelésung 2 (basophiles Thiazin). AnschlieRend werden
die Objekttrager unter flieRendem Leitungswasser abgewaschen und entweder direkt
beurteilt oder durch Einbettung zur spateren Auswertung vorbereitet. Kruger et al.
(1987) verglichen die Papanicolaou-Farbung sowie die Diff-Quick-Farbemethode zur

Beurteilung der Spermienmorphologie humaner Spermatozoen. Es bestand kein
3



signifikanter ~ Unterschied zwischen den Farbemethoden und zwischen
unterschiedlichen Untersuchern. Per Diff-Quick gefarbte Spermatozoen weisen ein
Akrosom in hell-lila, die postakrosomale Region, das Mittelstick und der Schwanz

sind dunkel-lila gefarbt.

2.1.4 Trypanblau und Giemsa

Die Kombination dieser beiden Farbstoffe dient ebenfalls der Beurteilung der Vitalitat
sowie der Akrosomreaktion. Didion et al. (1989) entwickelten ein kombiniertes
Farbeverfahren zur Detektion toter Samenzellen bei gleichzeitigem Erfassen des
Akrosomstatus. Tote Spermien weisen einen dunkelblauen Spermienkopf auf, wobei
die akrosomale Region bei intaktem Akrosom dunkelrosa bzw. lila erscheint. Im
Gegensatz dazu zeigen akrosomreaktive Samenzellen eine weilde bzw. grauweil’e
Akrosomregion. Lebende Zellen ohne Akrosom sind vollstandig weil3, mit intaktem

Akrosom hell rosa bzw. lila.

2.1.5 Spermac

Diese Methode, welche aus drei Farbelosungen zusammengesetzt ist, dient der
morphologischen Beurteilung sowie der Bestimmung des Akrosomstatus, wobei sich
das Akrosom grin darstellt. Der Spermienkern ist rot gefarbt, wahrend der
Spermienschwanz griin und das Aquatorialsegment hellgriin gefarbt sind (Hoffmann,
2003).

2.1.6 Triple-Stain

Kawakami et al. (1993) untersuchten eine Dreifachfarbung aus Trypanblau,
Bengalrosa und Bismarckbraun zur Vitalitdtsbeurteilung und gleichzeitiger
Akrosombeurteilung. Es wurde das von Talbot und Chacon (1981) entwickelten
Protokoll fir humane Spermatozoen angewendet. Zunachst wird die Samenprobe mit
2 % Trypanblau 1:1 verdinnt und fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieend

wird die Probe fir funf Minuten bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und

4



30 Minuten mit 3 %igem Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer fixiert. Nach erneutem
Zentrifugieren wird das Pellet in DPBS geldst und ein Tropfen auf ein Objekttrager
gegeben und luftgetrocknet. Es folgt eine Farbung fur funf Minuten bei 37 °C in 0,8 %
Bismarckbraun Y in deionisiertem Wasser. Nach Abspulen mit deionisiertem Wasser
erfolgt eine 30-mindtige Farbung in 0,8 %iger Bengalrosaldosung in 0,1 M Trispuffer
mit pH 5,3. AnschlieRlend werden die Proben mit Permount eingedeckt und beurteilt.
Tote Spermien sind in der postakrosomalen Region dunkelblau gefarbt, wahrend
lebende Zellen sich braun darstellen. Zusatzlich sind intakte Akrosomen rosa gefarbt
und die Akrosomregion von aktivierten Spermien weifld. Die Farbung wurde mit der
fluoreszenzmikroskopischen FITC-RCA Farbung verglichen. Dabei fanden die
Autoren eine hohe Korrelation zwischen den Farbemethoden bezuglich der Vitalitat
und des Akrosomstatus. Bei der fluoreszenzmikroskopischen Methode konnte eine
klrzere Anfertigungszeit sowie eine bessere Beurteilbarkeit aufgrund intensiverer

Farbung nachgewiesen werden.

2.1.7 Formolcitrat-Flussigfixierung

Diese Farbelosung besteht aus einer Kombination aus Bengalrosa als Farbemittel
zur Beurteilung des Akrosomstatus und Natriumcitrat und Formaldehyd zur
gleichzeitigen Fixierung. Es werden nicht wie bei den Ubrigen Farbungen Ausstriche
angefertigt und gefarbt, sondern die Spermiensuspension in einem Verhaltnis 10:30
mit der Formolcitratidsung gemischt und anschlieend ausgestrichen. Nach 10 - 30
minutiger Inkubation erfolgt die Beurteilung des Akrosom, welches sich abgeldst, in

Ablésung oder intakt darstellen kann (Hoffmann, 2003).

2.1.8 Toluidinblau

Toluidinblau ist ein metachromatischer Farbstoff und dient der Sichtbarmachung der
Chromatinkondensation. Dabei werden gut kondensierte Spermien hellblau und
unreife Spermien violett gefarbt. Mello (1982) untersuchte die Anfarbbarkeit von

Bullenspermien mit Toluidinblau nach vorheriger Saurehydrolyse und schlussfolgerte



aus der erfolgten Metachromasie eine abnormale Chromatinkondensation, welche

mit der Infertilitat beim Bullen korrelierte.

Erenpreiss et al. (2004) verglichen die Toluidinblaufarbung mit anderen Verfahren zur
Beurteilung der Chromatinstabilitdt und kamen zu dem Entschluss, dass der
Toluidinblautest aufgrund seiner Korrelation mit anderen Spermien-DNA-Tests und
Chromatinstrukturfarbungen eine gute Alternative fur diese darstellt, vor allem wenn

kein Equipment zur flowzytometrischen Auswertung zur Verfugung steht .

Die Anfarbbarkeit mit Toluidinblau nimmt mit zunehmender Spermienreifung ab und
korreliert dabei mit anderen Methoden zur Beurteilung der Chromatinkondensation.
Es werden durch den Toluidinblautest nur starke DNA-Abnormalitaten entlarvt, da
eine Metachromasie erst ab einem bestimmten Grad an Chromatininstabilitat erfolgt
(Erenpreiss et al., 2004). Aufgrund hoherer Werte an toluidinblaupositiven Spermien
im Vergleich zum SCSA und TUNEL-Test schlieRen die Autoren auf die Detektion
von DNA-Strangbrichen einerseits und Chromatinveranderungen andererseits. Flr

Rudensperma liegen bisher keine Untersuchungen zur Farbung mit Toluidinblau vor.

2.1.9 Anilinblau

Anilinblau, das auch unter anderem auch unter den Synonymen Methylblau oder
Wasserblau bekannt ist, wurde zunachst als Farbemethode in der Textilindustrie

eingesetzt, spater in der Histologie (Ehrlich, 1877).

Terquem und Dadoune (1983) entwickelten ein Protokoll zur Farbung humaner
Spermatozoen mit Anilinblau, woraufhin von Dadoune et al. (1988) eine Studie
durchgefihrt wurde, in der die Tauglichkeit der Anilinblaufarbung als
Samenqualitatsparameter durchgefuhrt wurde. Es wurde ein Zusammenhang sowohl

mit der Fruchtbarkeit als auch mit klassischen Samenparametern gefunden.

Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass Anilinblau die Lysinreste der Histone
anfarbt, wahrend protaminierte Spermien ungefarbt bleiben und somit eine
verminderte Kondensation angezeigt wird. Gut kondensierte Spermien werden

hellbblau  gefarbt, anilinblau-positive  Spermien  zeigen eine  schlechte



Chromatinkondensation und nehmen eine dunkelblaue Farbe an (Terquem und
Dadoune, 1983; Bianchi et al., 1993).

In der veterinarmedizinischen Andrologie beschrankte sich der Einsatz von Anilinblau
zunachst als Hintergrundfarbung in Kombination mit Eosin zur Vitalitatsbeurteilung
von Spermien (Shaffer und Almquist, 1948). Hingst et al. (1995) untersuchten
Chromatinkondensation feliner Spermatozoen aus Nebenhodenschwanz, -korper
und -kopf mittels Anilinblau und Akridinorangefarbung. Es wurden Hoden von 57
Tieren im Alter von 9 - 21 Monaten nach Kastration untersucht. Die Autoren
entdeckten mit dieser Studie eine Zunahme der chromatinstabilen, d. h. der in-vitro-
saureresistenten  Spermatozoen wahrend der Nebenhodenreifung. Dabei
betrachteten sie die Anilinblaufarbung als unabhangigen Fertilitatsparameter, da sie
zwar Korrelationen mit der Morphologie, nicht aber mit den Motilitdtsparametern

fanden.

Auch Vieytes et al. (2008) fanden beim Vergleich der Abkalberaten verschiedener
Bullen und deren Anteil anilinblaupositiver Spermien nur geringe Korrelationen mit
klassischen Samenparametern. Dagegen ermittelten Khalifa et al. (2008) bei ihren
Untersuchungen der Chromatinstabilitdt beim Bullen keine Zusammenhang zur
Rasse oder Anzahl an Ejakulationen, wahrend eine Korrelation zur Vitalitat,

Kopfanomalien und dem Vorhandensein von Zytoplasmatropfen bestand.

Far canine Spermien liegen bisher keine Untersuchungen zur Anfarbbarkeit mit

Anilinblau bezuglich Chromatinstabilitat in Bezug zur Fertilitat vor.

2.1.10 Spermienchromatindispersionstest

Der Spermienchromatindispersionstest, der von Fernandez et al. (2003) fur humane
Spermien getestet wurde, ist ein einfacher und kostengunstiger Test zur Detektion
von DNA-Fragmentierungen. Es wird ein kommerzielles Kit verwendet (Halosperm®),
bei dem Spermienzellen in Agarosegel eingebettet und lysierender LOsung
ausgesetzt werden, wodurch Kernproteine entfernt werden. Nicht fragmentierte DNA
bildet Schleifen um den Spermienkopf, was zu einer charakteristischen Ringbildung

fuhrt, welche lichtmikroskopisch zu beobachten ist. Die Autoren bewiesen, dass der
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SCD-Test DNA-Fragmentierungen anzeigt, indem eine gleichzeitige In Situ
Hybridisierung zur Detektion von DNA-Strangbrichen mittels Fluoreszenz
durchgefihrt wurde. Evenson und Wixon (2005) verglichen den Halosperm-Test mit
dem Spermienchromatinstrukturassay (SCSA) und kamen zu dem Ergebnis, dass
der Test zwar DNA-Strangbriche anzeigt, aber den flowzytometrischen
Untersuchungen unterlegen ist. Choi et al. (2011) untersuchten den
Fragmentierungsindex caniner Spermien-DNA mithilfe des SCD-Tests (Halosperm ®,
Halotech DNA SL, Spain) und fanden Korrelationen mit den Ergebnissen aus der

computerassistierten Samenanalyse sowie mit der Fertilitat.

2.2 Fluoreszenzmikroskopische Farbemethoden

Neben den lichtmikroskopischen  Farbemethoden  wurden  zunehmend
fluoreszenzmikroskopische Methoden etabliert, wobei es sich hierbei grotenteils um
Methoden zur Beurteilung der Spermienfunktionalitdt handelt. Als Vorteil von
Fluoreszenzfarbstoffen nennen Rijsselaere et al. (2005) die mogliche Auswertung per
Flowzytometer, wodurch eine hohere Zahl an Zellen in kurzerer Zeit untersucht

werden kann, wodurch sich die Genauigkeit erhoht.

Andererseits bewerten Nizanski et al. (2012) die hohen Kosten von Laborausstattung
und der Fluoreszenzstoffe als negativ und sehen dies als Erklarung dafir, dass die
Fluoreszenzmikroskopie bzw. Flowzytometrie in der veterinarmedizinischen Praxis

nicht etabliert ist.

2.2.1 Propidium lodid / Ethidiumhomodimer

Bei der Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid handelt es sich um
eine Methode zur Viabilitatsbeurteilung von Spermien. Der Farbstoff dringt in tote
Zellen ein und interagiert mit deren DNA, was zu einer roten Fluoreszenzfarbung
fuhrt. Propidiumiodid findet vielfach Verwendung als Gegenfarbung fir andere

Fluoreszenzfarbungen (Garner et al. 1986).



Ethidiumhomodimer, ein stark positiv geladener Fluoreszenzfarbstoff mit hoher
Molekllmasse, ist impermeable fur lebende Zellen und farbt Nukleinsauren in
zerstorten Zellen rot. Althouse und Hopkins (1995) untersuchten die Kombination aus
Calcein-Acetylmethylester (Calcein-ME) und Ethidiumhomodimer (EThD-1) zur
Viabilitatsbeurteilung  porciner  Spermatozoen. Calcein ist gebunden an
Acethylmethylester nicht fluoreszierend, aber lipophil und gelangt dadurch ins
Zellinnere, wo es in das nicht membranpermeable, grin fluoreszierende Calcein
umgebaut wird. Sirivaidyapong et al. (2000) untersuchten den Einfluss verschiedener
Verdinner auf die  Akrosomenreaktion caniner  Spermatozoen. Die
Viabilitatsbestimmung erfolgte hier anhand des genannten kombinierten Verfahrens
aus Calcein-ME und EthD-1.

2.2.2 Carboxyfluorescein und Kombinationen

Garner et al. (1986) untersuchten Samenzellen vom Bullen, Hengst, Eber, Ride und
Mann mittels Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA) und Propidiumiodid (PI).
Carboxyfluorescin Diacetat ist membranpermeable und wird durch intrazellulare
Esterasen zu griun fluoreszierendem 6-Carboxydiazetat umgewandelt, welches
membranimpermeabel ist. Es farbt somit lebende Zellen grin. Propidiumiodid wurde
wie oben genannt als Gegenfarbung toter Zellen verwendet, welche rot dargestellt
werden. Eine weitere Subpopulation stellen rotgefarbte tote Samenzellen dar, deren
erhaltenes Akrosom grun gefarbt ist. Somit ist eine Beurteilung der Vitalitat einerseits

sowie der Funktionalitat maoglich.

Eine weitere Methode zur Vitalitatsbeurteilung von Spermien stellt die Farbung mit
dem Farbstoff Carboxy-Seminaphthorhodfluor (Carboxy-SNARF) dar. Dieser farbt
lebende Zellen orange, in dem es als pH-Indikator wirkt (Rijsselaere, 2005). Pefia et
al. (1999) kombinierten diesen Farbstoff mit Propidiumiodid und FITC-markiertem
PSA zur Beurteilung der Auswirkungen zweier unterschiedliche Einfrier- und
Auftauprotokolle auf canine Spermatozoen, wobei lebende Zellen mit intaktem
Akrosom als SNARF+, tote Zellen mit intaktem Akrosom als Pl+ und tote Spermien

mit zerstortem Akrosom als Pl+/PSA+ bezeichnet wurden. Es erfolgte sowohl eine



flowzytometrische als auch eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung, welche

korrelierten.

2.2.3 Hochst 33258

Hierbei handelt es sich um eine Farbemethode zur Darstellung der Vitalitat von
Spermien. Hochst 33258, ein Bisbenzimidazolderivat, &hnelt in seinem
Farbeverhalten DAPI und interagiert spezifisch mit Adenin-Thymin-Basenpaaren der
DNA (Brunk et al.,1979), kann aber nur die Membranen toter Zellen durchdringen
(Cross et al., 1986). In einer Untersuchung zum Kapazitationsstatus von
Rudenspermien (Chlortetracyclin-Farbung) sowie zur gleichzeitigen
Vitalitatsbeurteilung verglichen Hewitt und England (1998) die Eosin/Nigrosin-
Farbung mit den Ergebnissen der Hochst 33258-Farbung. Zunachst wurden die
Samenproben aliquotiert und die Samenzellen einer Portion in einem 60 °C
Wasserbad abgetotet. Anschlielend wurden die unbehandelten Proben mit den
geschadigten Spermien gemischt, sodass sie definierte Anteile toter Spermien
enthielten. Diese wurden mit der Eosin/Nigrosin-Methode untersucht und mit der
Hochst 33258-Farbung verglichen. Dabei wurde die Konzentration des Farbstoffes
solange angepasst, bis sich die Ergebnisse der zwei Methoden deckten. Die
Viabilitatsbeurteilung erfolgt mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 330 - 380 nm

Anregungs- und 420 nm Barrierefilter, wobei tote Spermatozoen hellblau erscheinen.

2.2.4.SYBR-14 und Kombinationen

Beim Einsatz dieses Farbstoffes handelt es sich um eine Methode zur Detektion von
Spermien mit unversehrter Membranintegritat (Garner et al., 1994). Bei einer
Anregung von 488 nm fluoreszieren Membranen lebender Zellen grin. Garner et al.
(1994) testeten als erste die Brauchbarkeit der SYBR-14 Farbung in Kombination mit
Propidiumiodid zur Viabilitatsbeurteilung boviner Spermien und untersuchten
gleichzeitig, ob die Methode auch fir tiefgefrorene Proben mit einem Verdinner auf
Milchbasis mdglich ist. Nach erfolgreicher Erprobung fiihrten sie weitere Versuche

mit Spermatozoen von Bulle, Eber, Ziegenbock, Maus, Kaninchen und Mann durch,
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welche sowohl flowzytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet
wurden (Garner und Johnson, 1995). Cheuqueman et al. (2012) untersuchten
unterschiedliche flowzytometrische Funktionsparameter von sechs verschiedenen
caninen Samenproben, darunter die Viabilitdt anhand der SYBR-14/PI-Farbung.
Zusammengefasst kamen die Autoren zu dem Ergebnis objektive Daten zur Funktion
und Struktur von Hundesperma mit guter Samenqualitat gewonnen zu haben und in
der Hundezucht gezielt auf diese zu selektieren und als Grundlage fiur zuklnftige
Evaluierungen in der caninen Reproduktionsmedizin zu nutzen. Die Autoren weisen
dabei darauf hin, dass fluoreszenzmikroskopische Auswertungen aufgrund der
geringeren Zahl ausgewerteter Spermien im Vergleich zur Flowzytometrie ungenau
scheinen, was sich in diesem Fall darin zeigte, dass eine starke Diskrepanz zwischen
Gesamtmotilitat, welche mikroskopisch erfasst wurde, und Viabilitat, welche

flowzytometrisch mittels SYBR-14/PI-Farbung bestimmt wurde, bestand.

2.2.5 Rhodamine 123

Rhodamine 123 detektiert eine veranderte Anzahl von Mitochondrien in der Zelle und
ein verandertes Membranpotential der Mitochondrien, was indirekt
Stoffwechselprozesse in der Zelle anzeigt (Evenson et al., 1982). In Kombination mit
einer Gegenfarbung mittels Ethidium-Bromid, welches aus lebenden Zellen
ausgeschlossen wird, kann somit eine Unterscheidung in lebende und tote
Samenzellen vorgenommen werden. Lebende Zellen fluoreszieren grun im Mittelteil,
wahrend tote Zellen rot gefarbt sind. Strzezek und Fraser (2009) untersuchten die
Auswirkungen unterschiedlicher Osmolaritaten auf Ridensperma und nutzen hierzu
unter anderem die Rhodamine 123-Farbung zur Detektion der Mitochondrienfunktion.
Dabei wurde das von Fraser et al. (2002) verwendete Protokoll fur Eberspermien
verwandt. Zunachst wurde eine Stammldsung aus 5 mg/ml in DMSO hergestellt. Die
Gebrauchslosung besteht aus 30 pl dieser Rhodaminstammlosung und 120 pl
DMSO. Ein Milliliter der Samenprobe mit 30*10"6 Spermien/ml wurde in ein
Eppendorfgefald gegeben und 3 pl der Rhodaminelésung, sowie 10 pl einer 0,5
mg/ml Propidiumjodidiésung in PBS zugegeben.
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Nach 15 Minuten Inkubation bei 37 °C wird die Probe finf Minuten bei 500 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml PBS resuspensiert.
Abschlieend wurden 5 pl der Suspension auf einen Objekttrager gegeben und mit

einem Deckglaschen abgedeckt und ausgewertet.

2.2.6 5,5,6,6-tetrachloro-1,1°,3,3"-tetraethylbenzimidazol-carbocyanine iodide (JC-1)

JC-1, auch als 1H-Benzimidazolium bezeichnet, zahlt zu den Carbocyaninen und
wird in der Andrologie zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials
verwendet (Sabnis, 2010). Der Farbstoff lagert sich an Mitochondrien an und
fluoresziert als Monomer grin. Durch Aggregatbildung kommt es bei Zellen mit
gesteigertem mitochondrialen Membranpotential zu einem Farbshift nach orange
(Cossarizza et al., 1993). Volpe et al. (2009) setzten erstmals JC-1 zur Bewertung
des inneren mitochondrialen Membranpotentials bei caninen Spermatozoen ein und
schatzten es als wertvolles Mittel zur weiteren Untersuchung von Veranderungen, die
mit Unfruchtbarkeit in Verbindung stehen. Auch dieser Fluoreszenzfarbstoff findet

vorwiegend in der Flowzytometrie Verwendung.

2.2.7 Akridinorange

Der Fluoreszenzfarbstoff Akridinorange bindet an Einzelstrang-DNA als Polymer,
was zu einer roten Fluoreszenz fuhrt, wahrend es an Doppelstrang-DNA als
Monomer interagiert, was in einer grinen Fluoreszenz resultiert (Rigler et al., 1969;
Kosower et al.,1992 ). Es wird davon ausgegangen, dass chromatininstabile DNA
empfindlicher auf Hitze- (Darzynkiewicz et al., 1975; Evenson et al., 1980) und
Sauredenaturierung (Darzynkiewicz et al., 1977) in situ reagiert als stabiles
Chromatin. Deshalb wird die Farbung mittels Akridinorange dazu genutzt, die
Choromatinkondensation einerseits flowzytometrisch, als auch per

Fluoreszenzmikroskop zu beurteilen.

Evenson et al. (1980) entwickelten den Spermienchromatinstrukturassay (SCSA),
eine flowzytometrische Methode zur Beurteilung der Chromatinintegritat fur humane,
bovine und murine Spermatozoen und verglichen diese spater mit dem
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fluoreszenzmikroskopischen Akridinorangetest nach Tejada et al. (1984). Die
Autoren nennen eine Vielzahl von Vorteilen des SCSA, z.B., dass in weniger als 5
Minuten 500 - 10000 Spermien unter objektiven Bedingungen untersucht werden
kénnen, wobei eine sehr hohe Wiederholbarkeit erzielt und ein Schwellenwert fir
eine Fertilitatsprognose erfasst werden konnte (Evenson et al., 1999). Auch fur
bovine Spermatozoen fanden Ballachey et al. (1987) einen Zusammenhang

zwischen Ergebnissen aus dem SCSA und der Fertilitat.

Garcia-Macias et al. (2006) untersuchten sowohl ejakulierte Samenzellen als auch
Spermatozoen aus der Nebenhodenpassage von Hund, Rothirsch und Schafbock
mittels SCSA. Beim Hund fanden sich im Nebenhodenkopf mehr chromatininstabile
Spermien als im Korper und Schwanz. Zwischen Spermien des Nebenhodenkorpers
und des Nebenhodenschwanzes existierten keine Unterschiede, genau wie zwischen

Spermien des Nebenhodenschwanzes und den ejakulierten Spermien.

Da die Flowzytometrie trotz der genannten Vorteile ein sehr teures Verfahren ist,
wurde immer wieder versucht, den fluoreszenzmikroskopischen Akridinorangetest zu
optimieren bzw. zu standardisieren. So verglich Acevedo (2001) ein modifiziertes
fluoreszenzmikroskopisches Verfahren (mfSCSA) fur den Bullen mit den SCSA. Es
wurde DTT als Stabilisator der Thiolgruppen eingesetzt, da die Autorin nach 10
Minuten einen kritischen Punkt mit einem Farbwechsel von rot nach grin
beobachtete und eine Reoxidation der Thiolgruppen vermutet wurde. Die Ergebnisse
des SCSA und des fluoreszenzmikroskopischen Verfahrens korrelierten miteinander,
sodass die gleichzeitige Beurteilung der Spermienmorphologie als Vorteil dieses
Verfahrens zu nennen war. Biege (2004) Ubertrug das von Acevedo (2001)
entwickelte Verfahren auf  canine Spermatozoen, welches mittels
Fluoreszenzmikroskop und Computerprogramm ausgewertet wurde. Es wurden 42
Ruden unterschiedlichen Alters und verschiedener Rassen untersucht und sowohl
Nativsperma als auch schockgefrorenes und tiefgeklhltes Sperma untersucht. In den
methodischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Akridinorangefarbung
auch vier Wochen nach Farbung bei gekuhlter und lichtgeschutzter Aufbewahrung
noch ohne signifikante Unterschiede auswertbar ist. Obwohl eine hohe

Reproduzierbarkeit festgestellt wurde, sind laut der Autorin noch weitere
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Untersuchungen zum Zusammenhang mit der Fertilitdt, sowie die Schaffung

reprasentativer Normbereiche fur den Riden notwendig.

2.2.8 Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphate-nick-end
labeling assay (TUNEL)

Die TUNEL-Farbung dient dem Nachweis von DNA-Strangbriichen, wobei das
Enzym Terminale deoxynucleotidyl Transferase (TdT) an die freien OH-Enden mit
Fluoreszenzfarbstoff beladene Nukleotide (d-UTP) anlagert und dadurch

fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden.

Nachdem Gorczyca et al. (1993) die Anwendbarkeit des TUNEL-Tests fir den
Nachweis von Apoptose bei menschlichen Spermien erprobt haben, fand dieser Test
Anwendung in zahlreichen Studien und wurde als Fertilitdtsparameter etabliert
(Chohan et al. 2006, Lopes et al. 1998).

Fir den Hund gibt es bisher wenige Studien, in denen der TUNEL-Test angewendet

wurde und hauptsachlich flowzytometrische Auswertungen stattfanden.

Lange-Consiligo et al. (2010) untersuchten das Ejakulat von 11 Riden drei
italienischer Hunderassen (Cirneco dell’ Etna, Piccolo Levriero Italiano und Segugio
Maremmano) mittels TUNEL Assay und morphologisch. Es sollte geklart werden wie
sich der Chromatinstatus bei klinisch fertilen Riden darstellt und ob morphologische
Kopfveranderungen von der Rasse abhangen und ob sie in Zusammenhang mit der
Chromatinstruktur stehen. Hier fanden die Autoren rassenabhangige Unterschiede in
der Kopfmorphologie und einen Zusammenhang zwischen einer elliptischen
Kopfform und einem erhéhten Anteil an DNA-Fragmentierungen. Zudem wurde ein
Bezug zur Fertilitdt hergestellt, weil bei einem Riden ein erhdhter Prozentsatz von
DNA-Fragmentationen gefunden wurde, der auch eine verminderter Fertilitat aufwies,

was sich in einer kleinen WurfgroRe (1 Welpe) zeigte.

Sanchez et al. (2011) untersuchten die DNA-Fragmentierung von Hundespermien
nach Vitrifikation und den Einfluss unterschiedlicher Gefriermedien, wobei die
Auswertung fluoreszenzmikroskopisch erfolgte. In dieser Studie wurde im Mittel 5,6 +

0,6 % DNA-Fragmentationen in TG-Sperma einer Gruppe von Kontrollriden
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gefunden, wobei dieser Anteil mit dem Zusatz von Sucrose auf 2,8 £+ 0,5 %

abgesenkt werden konnte.

2.2.9 Annexin V

Ein morphologisches Zeichen der Apoptose ist die Externalisierung des
Phospholipides Phosphatidylserin von der inneren Plasmamembran nach auf3en
(Meurer und Wolf, 2007), welches durch die Bindung des Calcium-abhangigen
Protein Annexin V, auch genannt Vaskulares Antikoagulanz a (VACa), angezeigt
werden kann (Andree et al., 1990; Bratton et al., 1997). Diese Bindung wird durch die
Markierung mittels Fluorochromen wie FITC (grine Fluoreszenz) oder Alexa Fluor
568 (rote Fluoreszenz) sichtbar gemacht (Kim et al., 2010) und haufig in
Kombination mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen zur Viabilitdtsbeurteilung
eingesetzt, wodurch eine Unterscheidung lebender, frih und spat apoptotischer,
sowie nekrotischer Zellen moglich ist (Mota und Ramalho-Santos, 2006).
Grundsatzlich kann diese Methode fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden,

wobei der flowzytometrische Einsatz haufiger gefunden wird.

2.2.10 YO-PRO 1

Der zu den Cyaninen zahlende Farbstoff YO-PRO 1, auch genannt Quinolinium oder
Oxazole yellow (Sabnis, 2010), dient der Detektion apoptotischer Zellen, wobei auch
eine Einteilung in unterschiedliche Apoptosestadien moglich ist. Dies wurde getestet,
indem Idziorek et al. (1995) bei Immunzellen eine Apoptose induzierten und die YO-
PRO-1-Farbung mit anderen Methoden verglichen. Der Farbstoff wird vorwiegend in
der Flowzytometrie eingesetzt, aber der fluoreszenzmikroskopische Einsatz ist
ebenfalls mdglich. Nunez-Martinez et al. (2007) benutzten ein von Pefa et al. (2005)
fur Eberspermien konzipiertes Verfahren, eine Dreifachfarbung aus SNARF, EthD
und YO-PRO-1 und modifizierten es fur den Ruden zu einer Kombination aus YO-
PRO-1 und EthD. Es existieren vier mdgliche Subpopulationen: Lebende Zellen ohne
Membranveranderungen sind ungefarbt, wahrend frihapoptotische Zellen grin

fluoreszieren. Zellen, die sich im frihen nekrotischen Stadium befinden, fluoreszieren
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sowohl grin (YO-PRO-1) als auch rot (EthD), wahrend spatnekrotische Spermien rot

fluoreszieren.

2.2.11 Lektine

Diese Methode dient der Darstellung des Akrosomstatus. Hierbei werden
unterschiedliche Lektine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) konjungiert und eine Bindung somit sichtbar gemacht. Die Akrosomregion
akrosom-intakter Spermien fluoresziert griin, wahrend die restlichen Spermien keine

Fluoreszenz zeigen (Nieschlag et al. 2012).

Es werden unterschiedliche Lektine verwendet, z. B. Peanut Agglutinin PNA
(Agglutinin von Arachis hypogea), welches spezifisch an den Glykokonjunkgaten der
auleren Akrosomenmembran bindet, PSA (Pisum sativum Agglutinin), welches mit
Saccharidgruppen des Glycoproteins Pro-Akrosins interagiert oder RCA (Ricinus
communis agglutinin) (Rijsselaere et al., 2005). Kawakami et al. (1993) setzten die
FITC-RCA beim Ruden ein und verglichen es mit der lichtmikroskopischen Triple-
Stain-Methode. Beide korrelierten hinsichtlich des Anteils lebender und
akrosomaktivierter Spermien. Die Methode ist zum Einsatz mit dem
Fluoreszenzmikroskop oder dem Flowzytometer geeignet, allerdings beschreiben
Pefia et al. (1999), dass die flowzytometrische Auswertung nur fir gewaschenes
frisches Sperma mdoglich ist, da der Flowzytometer bei verdinnten Spermien
Probleme mit der richtigen ldentifikation ungefarbter, lebender Zellen hatte. Vom
Flowzytometer wurden Bestandteile des Eidotter-Verdinners als ungefarbte

Spermien erfasst.

2.2.12 Chlortetracyclin

Mittels der Chlortetracyclin-Farbemethode (CTC) lasst sich sowohl der

Kapazitationsstatus von Spermien als auch die Akrosomreaktion bestimmen.

CTC bindet an membran-assoziierte Kationen, genauer an Calciumionen. Beim

Eindringen in die Samenzelle bindet CTC freies Calcium und die Calcium-CTC-
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Komplexe fluoreszieren und binden an hydrophobe Stellen der Zellmembran.
Fluoresziert der ganze Spermienkopf, handelt es sich um eine unkapazitierte,
akrosom-intakte Zelle. Eine dunkle postakrosomale Region mit leuchtendem
Akrosom reprasentiert den kapazitierten und akrosom intakten Zustand. Fluoresziert
dagegen nur die aquatoriale Region handelt es sich um eine Samenzelle nach
Kapazitation mit reaktivem Akrosom (Guérin et al., 1999). Wird CTC mit
Gegenfarbungen wie Hochst 33258 oder Promidiumjodid kombiniert, kann
gleichzeitig die Viabilitdt bestimmt werden (Hewitt und England, 1998). Wahrend
diese Methode von Fraser et al. (1995) fur Bullenspermien etabliert wurde, testeten
Hewitt und England (1998) das Verfahren fiur Ridenspermien in Kombination mit
Hochst 33258.

Zunachst wird eine Hochst-Stammlosung aus 10 mg Hochst 33258 in 100 pl
destilliertem Wasser hergestellt, mit Alufolie ummantelt und bei 4 °C aufbewahrt. Die
Gebrauchslosung besteht aus 1 pl Stammloésung und 10 ml proteinfreiem Medium
und wird ebenfalls bei 4 °C aufbewahrt. Aus 2 g Polyvinylpyrollidone (PVP) wird mit
100 ml phoshate buffered saline (PBS) eine 2 %ige PVP-LOsung hergestellt.
Zusatzlich wird aus 12,11 g TRIS in 100 ml destilliertem Wasser ein Fixationspuffer
hergestellt. Dieser wird 1:1 mit 25 % Glutaraldehyde zur Herstellung einer
Fixierungslésung mit pH 7,4 vermischt. Nach Herstellung und Filtration eines CTC-
Puffers aus 240 mg TRIS und 760 mg NaCl gelost in 100 ml destilliertem Wasser,
wird die CTC-L6sung aus 2 mg CTC Puffer hergestellt.

Die Samenproben werden zunachst mit einem proteinfreien Gewebemedium 3:1
verdiinnt, dann 20 Minuten lang bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet zu einer Konzentration von 5 - 10*1076 Spermien verdunnt. 396 ul der
Samenprobe werden mit 4 ul Héchst 33258 fir 2 Minuten inkubiert. Anschlieltend
werden 4 ml der PVP-Losung zugegeben und es erfolgt eine weitere Zentrifugation
fir 5 Minuten bei 900 g. Ein weiteres Mal wird der Uberstand verworfen und das
Pellet mit 45 pl Earlsmedium mit BSA resuspensiert. 45 yl der CTC-L6sung und 8 p
der Fixierlosung werden zu der Samenprobe gegeben, der pH auf 7,8 eingestellt und
ein Tropfen auf einem Objekttrager ausgestrichen und mit einem Tropfen Vectashield

versetzt.
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Die Viabilitatsbeurteilung erfolgt mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 330 — 380 nm

Anregungs- und 420 nm Barrierefilter, wobei tote Spermatozoen hellblau erscheinen.

Zur Beurteilung der CTC-Farbung werden nur die lebenden Zellen bei einer
Wellenlange von 400 - 440 nm Exzitation und 470 nm Emission beurteilt.

Die Autoren fanden vergleichbare Ergebnisse mit anderen Saugetierspermien,
weswegen die bestehende Kilassifizierung Ubernommen wurde. ,F“ bezeichnet
unkapazitierte, akrosom intakte Zellen, ,B“: kapazitiert, akrosom-intakt und ,AR* sind

kapazitiert und akrosomreaktiv.

2.2.13 Merocyanin 540

Merocyanin 540 wird zur flowzytometrischen Detektion des Kapazitationsstatus
benutzt und beruht auf dem Prinzip, dass der hydrophobe Farbstoff sich an
Membranen mit veranderter Lipidzusammensetzung, wie es bei der Kapazitation der
Fall ist, anreichert (Williamson et al., 1983). Rathi et al. (2001) verglichen diese
Methode mit der Chlortetracyclinfarbung und stellten fest, dass Merocyanin 540
Kapazitationen beim Hengst friher darstellt und zu dem genauer ist. Auch beim
Ruden kamen Steckler et al. (2015) zu dem Entschluss, dass mittels Merocyanin-
540-Flowzytometrie erfasste Membrandestabilisierungsprozesse im Zuge der
Kapazitation frUher erfasst werden als bei vergleichbaren Methoden
(Tyrosinphsosphorilisierung). Nizanski et al. (2012) sehen die Merocyanin 540-
Farbung und die damit gewonnene Chance einer Friherkennung der Kapazitation
als gute Moglichkeit, Spermien mit verminderter Lebensdauer und verminderter
Befruchtungsfahigkeit v.a. bei aufgetauten Samenproben zu erkennen. Bisher findet
der Farbstoff jedoch keine Verwendung in der fluoreszenzmikroskopischen

veterinarmedizinischen Andrologie.

2.2.13 Chromomycin A 3

Bei Chromomycin A3 handelt es sich um ein Aureolsaure-Analogon, das aus dem

Pilz Streptomyces griseus 7 isoliert wird und als Chemotherapeutikum gegen
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Tumoren eingesetzt wird (Slavik und Carter., 1975) und zunachst seine Bedeutung in

seiner bakteriostatischen Wirkung auf gram negative Bakterien fand (Gause, 1965).

Chromomycin A3 bindet an Guanin-/Cytosinreiche Stellen der DNA und konkurriert
mit Protaminen um die Bindungsstelle (Ward et al., 1965), weshalb dort eine
Fluoreszenzfarbung erfolgt, wo eine unvollstandige Protamination in der
Spermatogenese stattgefunden hat und damit eine verminderte

Chromatinkondensation vorliegt.

Bianchi et al. (1993) untersuchten den Zusammenhang der Anfarbbarkeit muriner
und humaner Spermatozoen mit Chromomycin A3 und dem Gehalt an Protamin und
zusatzlich die Detektion von DNA-Strangbrichen in Form der In-Situ-Nick-Translation
in Abhangigkeit von der Protamination. Murine Spermatozoen und humane kunstlich
protaminierte  Spermatozoen zeigten eine verminderte Anfarbbarkeit mit
Chromomycin zum einen und zum andern eine hohere Resistenz gegen DNA-
Strangbriche. Es wurde gefolgert, dass murines Spermienchromatin einen héheren

Anteil an Protamin aufweist und deshalb stabiler kondensiert ist als humanes.

Somit wurde ein direkter Zusammenhang zwischen Grad der Protamination und dem
wahrscheinlichen Kondensationsgrades hergestellt. Daraus resultierte fir die Autoren
der mogliche Nutzen der Chromomycin A3-Farbung flr die Detektion des
Protaminationsgrades  von  Spermatozoen und somit fur eine gute

Chromatinkondensation.

In der Humanmedizin ist der Test zur Beurteilung der Chromatinkondensation bzw.
Chromatinqualitat etabliert (Bianchi et al., 1996, Kazerooni et al., 2009, Manochantr
et al,, 2012) und die Chromomycinfarbung hat sich zu einem guten Indikator fur
Fertilitatsstorungen  entwickelt (lranpour et al., 2000), da der Anteil

chromomycinpositiver Spermien negativ mit der Fruchtbarkeit korreliert.

Simobes et al. (2009) untersuchten die Anfarbbarkeit boviner Spermatozoen mit
CMAS3 und kamen zu dem Entschluss, dass die CMA3 Farbung ein guter Indikator flr
Protaminmangel beim Bullen ist. Die Autoren fanden keine deutlichen Unterschiede
in der CMA3 Auswertung verschiedener Bullen. Lediglich 2 von 14 Bullen zeigten

erhohte CMA3 Werte, wobei alle unter 0,25 % CMA3-positiver Spermien lagen.
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Zum jetzigen Zeitpunkt sind keine Untersuchungen zur Anfarbbarkeit caniner
Spermatozoen mit Chromomycin A3 bekannt. Warntjen (2012) untersuchte die
Protamination unterschiedlicher Spezies. Es wurden Samenproben von Kaninchen,
Schwein, Ziege, Schaf, Ratte und Rhesusaffe untersucht, wobei alle Tiere signifikant
geringere Anteile CMA3 positiver Spermien aufwiesen als der Mensch. Humane
Spermatozoen wiesen im Mittel 58,77 % auf, Rhesusaffen 1,35 % Schweine 0,52 %,
Schafe 0,24 %, Ziegen 0,13 %, Kaninchen 0,85 % und Ratten 0,19 %. Diese
Untersuchung zeigt, dass die humanen Spermien mit einem Durchschnitt von 58,77
+ 19,48 % die hochste und die Spermien der Ziege mit 0,13 £ 0,13 % die niedrigste

Fehlerrate bei der Protaminierung aufweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden
Insgesamt wurde der Samen von 48 Ruden in die Untersuchungen einbezogen.

Untersucht wurde das Nativsperma von 20 fertilen Riden aus Privathaushalten, die
in der Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie zur Samenuntersuchung
bzw. zum Herstellen von Tiefgefriersperma vorgestellt wurden. Es handelte sich um
Ruden unterschiedlichen Alters und unterschiedlicher Rasse, welche zum Zeitpunkt
der Untersuchung gesund waren. Es wurden vier Yorkshire Terrier, zwei Leonberger,
drei Deutsche Schaferhunde, ein Gordon-Setter, ein Border Collie, ein
Riesenschnauzer, zwei Deutsche Doggen, ein Rottweiler, ein Rhodesian Ridgeback,
ein GroRer Schweizer Sennenhund, ein Landseer und zwei Mischlinge in die

Untersuchungen von Nativsamen eingezogen.

Zusatzlich wurde von 20 weiteren fertilen Ruden tiefgefrorene Samenproben
untersucht, wobei von elf die Rasse nicht bekannt war und der Rest von einem
Rottweiler, einem Groenendael, einem Bullmastiff, zwei Bullterrier, einem Boxer,
einem Mischling und einem Deutschen Schaferhund stammten. Des Weiteren
wurden acht Samenproben, die nach Kastration aus dem Nebenhodenschwanz
gewonnen wurden, in die Untersuchungen einbezogen. Dabei handelte es sich um
zwei Mischlinge, einen Labrador, einen deutschen Schaferhund, einen Papillon,

einen Chihuahua, einen Beagle und einen Jack Russel Terrier.

Der Status fertii wurde den Ruden zugeteilt, weil bisher alle von den Riden

gedeckten Hundinnen trachtig geworden waren.

3.2 Probengewinnung und Aufbereitung
3.2.1 Samenentnahme

Die Samenentnahme erfolgte in ruhiger Umgebung durch manuelle Stimulation in
Anwesenheit einer laufigen Hindin. Nach Reinigung des Praputiums wurde wie von

Hoffmann (2003) beschrieben vorgegangen.
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Zunachst wurde der Bulbus glandis massiert. Danach erfolgte ein Vorlagern des
teilerigierten Penis aus dem Praputium, in dem der Penis mit Daumen und
Zeigefinger hinter dem Bulbus glandis umfasst und massiert wurde. Nach dem
Umsteigen des Riden wurde zur Simulation des Hangens der Penis in kaudoventrale
Richtung verlagert.

Das Ejakulat wurde getrennt nach Vorsekret, spermienreicher Fraktion und
Nachsekret mittels tulpenformigen Glasern aufgefangen, die zuvor auf 37 °C

vorgewarmt wurden.

3.2.2 Anfertigung von spruhfixierten Ausstrichpraparaten

FUr die mikroskopischen Farbungen wurden, mit Ausnahme der Eosinfarbungen,

Ausstrichpraparate vorgefertigt und fir eine spatere Untersuchung fixiert.

Zur besseren Beurteilung der Ausstriche wurde das Ejakulat zunachst 1:1 mit einer
Nahrlésung (HAM’s F10) verdinnt. Dann wurden 5 pl der Spermiensuspension mit
Hilfe eines zweiten Objekttragers ausgestrichen. Nach ca. zehn Minuten
Lufttrocknung erfolgte eine Fixierung mittels Merckofix® Spruhfixierlosung, indem die
Objekttrager mit zwei bis drei Spruhhuben in waagerechter Richtung berieselt
wurden. Nach Lufttrocknung wurden die Ausstriche nun bis zur Farbung in

Praparatekasten bei Zimmertemperatur gelagert.

3.3 Samenuntersuchung

3.3.1 Makroskopische Untersuchung

Von jedem Ejakulat wurde zunachst Volumen, Farbe, Konsistenz, Geruch und

eventuellen Beimengungen dokumentiert.

Das Volumen wurde anhand einer Skala auf den Auffangglasern abgelesen,
wahrend Farbe, Konsistenz und Geruch grobsinnlich erfasst wurden (Hoffmann,
2003).
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3.3.2 Computerassistierte Samenanalyse (CASA)

3.3.2.1 Aufbau

Die Konzentrationsbestimmung und Motilitadtsanalyse der Spermien erfolgte mittels
computerassistierter Samenanalyse, wobei das Programm Sperm Vision® (Fa.

Minitib, Tiefenbach) Verwendung fand.
Dieses ist folgendermal3en aufgebaut:

- Labormikroskop Olympus BX41 (Okular 10 x, Olympus BX41, Fa. Olympus
OpticalCo. Ltd, Tokyo, Japan) mit beheizbarem (integrierte Heizplatte HT 200;
Minitib GmbH, Tiefenbach) und mit Joystick steuerbarem motorisiertem
Kreuztisch und negativem Phasenkontrast (Negativ-Hoch-Kontrast-Objektiv;
UPlanFINH 20 x/0,5 Ph1, Fa. Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan)

- Hochgeschwindigkeitsdigitalkamera (schwarz/weil) mit 60 Bildern/Sekunde,
Belichtungszeit bis zu 1/20.000 pro Sekunde

- TV-Adapter

- Rechner (Pentium® 4D(Dual Core) mit 3.0 GHz Prozessor und
Betriebssystem Microsoft Windows XP Professional, Vista comp. Grafikkarte,
19 TFT-Monitor)

- Sperm Vision™-Softwarepaket (Version 3.5.6.2. - Juli 2009)

- Leja-Messkammern (Leja® Standard Count 4 Chamber Slide; Leja Products

B. V., Nieuw Vennep, Niederlande)

3.3.2.2 Ablauf

Zunachst wurden die Messkammern und Pipettenspitzen auf einer Warmplatte
vorgewarmt. Wahrenddessen wurde der Patient im Computerprogramm angelegt und

im Analysefenster die Tierart und Verdinnung ausgewahilt.
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AnschlieRend wurden die Messkammern mit 2,5 ul des Ejakulats befllt, wobei
besonders darauf zu achten war, dass die Kammer durch Kapillarkrafte und ohne

Luftblasen beflllt wurde.

Gegebenenfalls wurde die Probe 1:9 verdinnt, was bei der Konzentrationsmessung

zu berucksichtigen war.

AbschlieRend wurde mittels des integrierten Lichtmessers die Lichtstarke eingestellt,

worauf die Auswertung begonnen werden konnte.

Pro Gesichtsfeld wurden vom Messsystem innerhalb von 0,5 Sekunden 30 Bilder
erstellt, durch deren Vergleich die Motilitatsparameter errechnet wurden (Klaus 2012,
Miss 2012).

3.3.2.3 Untersuchungsparameter

Von insgesamt 20 Nativsamenproben wurden dreizehn Ruden mittels
computerassistierter Samenanalyse untersucht .Bei acht Riden wurde die Sperm
Vision®-Software eingesetzt, wahrend bei weiteren funf Proben eine Umstellung auf
das AndroVision ®-System erfolgte. Hier wurden die Konzentration, Gesamtmotilitat
und Vorwartsbeweglichkeit erfasst.

Folgende Parameter wurden mittels Sperm Vision ® erfasst und in der Datenbank
der Software gespeichert (Sperm Vision™-Benutzerhandbuch 12049/0586, WHO
Laborhandbuch):

- Concentration: 1079/ml Bestimmung der Konzentration anhand gezahlter
Spermien wahrend der Motilitatsanalyse in Kombination mit dem Volumen und dem

Verdinnungsfaktor

- % Motile: Gesamtbeweglichkeit

- % Progressive: Vorwartsbeweglichkeit

- Total Cells: Zahl der untersuchten Spermien pro Bild

- DAP: distance average path (um) = «durchschnittliche Strecke»: ,Die Strecke

in geglatteter Linie“ (Boyer et al., 1989)
24



DCL: distance curved line (um) = «Kurvenstrecke»: ,Die tatsachlich

zurtckgelegte Strecke® (Boyer et al., 1989)
DSL: distance straight line (um) = »gradlinige Strecke « (Boyer et al., 1989)

VAP: verage path velocity (um/s) — »Pfadgeschwindigkeit«: ,Die in einer
bestimmten Zeit gemessene raumliche Wegstrecke wird, rechnerisch geglattet
durch den Algorithmus des CASA-Systems, in Geschwindigkeit umgerechnet®
(Nieschlag et al., 2012)

VCL: curvelinear velocity: (pm/s) — »Spurgeschwindigkeit«: ,Die in einer
bestimmten Zeit gemessene  zurlckgelegte  Geschwindigkeit des
Spermienkopfes entlang seiner tatsachlich zurtickgelegten kurvlinearen Bahn,
wie sie sich in zwei Dimensionen im mikroskopischen Blickfeld darstellt”.
(Nieschlag et al., 2012)

VSL: straight-line velocity (um/s) — »Progressivgeschwindigkeit«: ,Die in einer
bestimmten Zeit zurlckgelegte Strecke des Spermienkopfes wird in einer
gedachten Linie von der Startposition bis zur Endposition gemessen®
(Nieschlag et al., 2012)

STR: straightness (ohne Einheit) - »Linearitatsindex«: ,Das Mal} fur die
Gestrecktheit des gemittelten Weges, VSL/VAP* (Nieschlag et al., 2012)

LIN: (ohne Einheit) — »Linearitat«: ,Das Mall fur die Gestrecktheit der
kurvilinearen Bahn, VSL/VCL" Nieschlag et al., 2012)

WOB: WOB - wobble (ohne Einheit) — »Flattrigkeit«, »Seitenausschlag«:
,Rechnerisches Mal} fur die Oszillation des Spermiums anhand des wirklich

zurlckgelegten Weges im Vergleich zur rechnerisch geglatteten Laufbahn,
VAP/VCL® (Nieschlag et al., 2012)

ALH: amplitude of lateral head displacement (um) »seitliche Kopfauslenkung«:
,Die  GroRe der lateralen Kopfauslenkung entlang seines mittleren

Bewegungspfades wird berechnet” (Nieschlag et al., 2012)
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- BCF: beat-cross frequency (Hz) — »Kopfschlagfrequenz«: ,Das Mald fir die
mittlere Rate, in der der kurvlineare Pfad den gemittelten Pfad kreuzt*
(Nieschlag et al., 2012)

3.3.3 Mikroskopische Farbemethoden

3.3.3.1 Spermienvitalitat und Pathomorphologie (Eosin-Farbung)

Zunachst wurde ein Tropfen des Ejakulats mittig auf einen entfetteten und erwarmten
Objekttrager platziert. AnschlieBend wurde die doppelte Menge an 2 %iger
Eosinlosung (Fa. Merck, Darmstadt) hinzugeflgt. Die Tropfen wurden ca. 20
Sekunden vermischt und mit Hilfe eines zweiten Objekttragers ausgestrichen. Nach
Lufttrocknung erfolgt die Beurteilung von 200 Spermien bei einer 400er
Vergroflerung mit dem Lichtmikroskop (Miss 2012; Wehrend und Bostedt, 2013).

Tote Spermien zeigen eine Rotfarbung, wahrend lebende Spermien keinen Farbstoff

aufnehmen.

3.3.3.2 Spermienreifung (Anilinblaufarbung)

Die Farbung mittels Anilinblau erfolgt nach dem Protokoll von Terquem und Dadoune

(1983), welches von Hingst et al. (1995) fir feline Spermatozoen modifiziert wurde.

Zunachst wird aus einer 50 %igen Glutardialdehydldésung eine 3 %ige Fixierldsung

hergestellt.

Dafur wurden 4,2 ml der 50 %-L6sung mit 65,8 ml PBS ca. drei Minuten mit dem

Magnetrihrer gemischt und anschliel3end in eine Glaskuvette gefullt.

In dieser Fixierldsung wurden die spruhfixierten Objekttrager fir 30 Minuten fixiert,
anschlieliend auf einer saugfahigen Unterlage abgeklopft und flr ca. funf Minuten

luftgetrocknet.

26



Der Farbevorgang erfolgt in einer industriell gefertigten, mit Essigsaure auf einen pH
von 3,5 eingestellten 5 %igen Anilinblaulésung (Fa. Morphisto, Evolutionsforschung
und Anwendung GmbH). Die Objekttrager wurden funf Minuten in einer Glaskuvette
gefarbt und nach viermaligem Waschen in vier verschiedenen mit PBS beflllten
Kuvetten luftgetrocknet und anschlie®end mit Entellan® eingedeckt.

Nachdem das Eindeckmedium vollstandig getrocknet war, wurden die Ausstriche
lichtmikroskopisch bei 1000facher VergroBerung und mittels Olimmersion

ausgewertet.

Es wurden auf jedem Objekttrager 500 Spermien ausgezahlt, wobei die Spermien
anhand ihrer Farbung in Anilinblau positive und negative Spermien eingeteilt wurden.
Positiv wurden die Spermien gewertet, deren Kopfe vollstandig oder teilweise

dunkelblau gefarbt waren.

3.3.3.3 Chromatindissoziation (Toluidinblaufarbung)

Fur die Toluidinblaufarbung wurde das von Erenpreiss et al. (2001) entwickelte
Verfahren angewandt. Nach einer 30 minltigen Fixierung in einer 1:1 Mischung aus
96 %igem Ethanol und Aceton bei 4 °C erfolgte eine Hydrolyse in 0,1 N HCL fir 5
Minuten bei ebenfalls 4 °C. Daraufhin wurden die Objekttrager jeweils dreimal zwei
Minuten lang in destilliertem Wasser gewaschen. Es folgte eine 10 minttige Farbung
in einer 0,05 % Toluidinblaulésung in Mcllvaine-Puffer mit einem pH von 3,5. Die
Praparate wurden vorsichtig mit destilliertem Wasser gespult, dann zwei mal drei
Minuten mit tertiarem Butanol bei 37 °C dehydriert, zwei mal drei Minuten in Xylol

geklart und anschlieend mit Entellan® eingedeckt.

Die Beurteilung erfolgte bei einer 1000fachen VergrolRerung mit Immersionsol.
Spermienkerne mit gut kondensiertem Chromatin kénnen wenig Farbstoff binden,
weshalb diese hellblau erscheinen. Dunkelblaue bzw. lila Spermienkdpfe binden
aufgrund einer geringeren Kondensation viel Farbstoff und somit tritt eine

Metachromasie von Blau nach Violett auftritt.
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3.3.3.4 Chromatinkondensation (Chromomycin A3-Farbung)

Nach Bianchi et al. (1993) wurden die spruhfixierten Objekttrager in 90 ml Carnoy-
Lésung (Methanol/Essigsaure 3:1) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer
Glasklvette fixiert.

Es war darauf zu achten, dass die Fixierlésung ca. zwei Minuten mittels
Magnetruhrer geruhrt wird, um eine vollstandige Durchmischung zu erreichen.
Zudem wurde die Kuvette mit einem Deckel verschlossen, damit die leichtfluchtige

Fixierung in bendtigter Menge erhalten blieb.

Nach Ablauf der Fixierdauer wurden die Objekttrager aus der Losung entnommen

und in fast senkrechter Position auf einer saugfahigen Unterlage luftgetrocknet.

Zum Farben wurden die Praparate mit 100 yl CMA3 Lésung (25 mg/ml CMAS in
PBS) bedeckt, mit einem Deckglaschen abgedeckt und bei Raumtemperatur im
Dunkeln fur 20 Minuten gefarbt. Nachdem die Proben in PBS gewaschen und
luftgetrocknet wurden, erfolgte das Eindecken der Objekttrager mit Glycerin. Nach
Auftragen eines Deckglaschens erfolgte die Untersuchung mit dem
Fluoreszenzmikroskop (Fa. Olympus BH2-RFCA) mit einem 490 nm Exzitationsfilter

bei 1000facher VergroRerung mit Immersionsol.

Zur Auswertung wurden 500 Spermatozoen ausgezahlt und deren Farbung
betrachtet. Chromomycin A3-positive Spermatozoen fluoreszieren hellgrin, wahrend

die restlichen dunkler griin erscheinen.

Zusatzlich wurde eine Positivkontrolle mittels Deprotamination durchgefihrt, wobei
das Protokoll von Bizzaro (1998) verwendet wurde, welches bei Simdes et al. (2009)
bereits fur Bullenspermatozoen Verwendung fand. Daflir wurde der Samen vor der
Fixierung mit einer Losung aus 5 mM DTT und 0,1 % Triton X-100 in PBS fuar 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Dabei soll es zu einem Bruch der Disulfidbricken
zwischen den Protaminketten kommen und die Plasmamembran teilweise
permeabilisiert werden. Nach zweimaligem Waschen der Proben folgte der

Fixierungs- und Farbevorgang, wie oben beschrieben.
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3.3.3.5 DNA-Integritat (Akridinorange-Test)

Die Farbung mittels Akridinorange erfolgt gemall dem Protokoll von Tejada et al.
(1984). Die spruhfixierten Objekttrager wurden fir zwei Stunden in Carnoys-LOsung
(Methanol: Essigsaure 3:1) in einer Glaskuvette fixiert, wobei auch hier auf eine
vollstandige Durchmischung der Substanzen geachtet werden musste. Nach
anschlieliendem Abtropfen und Lufttrocknen, senkrecht stehend auf einer
saugfahigen Unterlage, erfolgte der eigentliche Farbevorgang. Es wurden zunachst

die bendtigten Stammldsungen hergestellt:

40 ml der 0,1 molaren Zitronensaurestammldosung bestehen aus 0,84 ¢

Zitronensauremonohydrat und 40 ml destilliertem Wasser.

2,5 ml 0,3 molare di-Natriumhydrogenphosphatlosung werden aus 0,33 g di-

Natriumhyrogenphosphat und 2,5 ml destilliertem Wasser hergestelit.

Far zehn ml Akridinorange-Stammlosung werden 0,01 g Akridinorange in zehn ml

destilliertem Wasser gelost.

Alle Vorgange, bei dem Akridinorange Verwendung fand, wurden in einem
abgedunkelten Raum durchgefihrt und die entsprechenden Lésungen in

lichtundurchlassigen Gefalten aufbewahrt.

Alle Stammlésungen wurden zwei bis drei Minuten mit dem Magnetruhrer gerihrt um
eine vollstandige Loésung zu erzielen. Die Natriumhydrogenphosphatldsung wurde

zusatzlich ca. eine Minute auf dem Vortexer durchmischt.

Nach dem Zusammengeben und Mischen der Stammlésungen unter UV-
Lichtausschluss wurde eine Glaskivette mit Alufolie umwickelt und mit der
Farbelosung beflllt. Anschliefend wurden die Objekttrager eingelegt und fur 5

Minuten gefarbt.

Danach wurden die Praparate aus der Farbeldsung entnommen, auf einer

saugfahigen Unterlage abgeklopft und mit destilliertem Wasser gewaschen.

Nach erneutem Abklopfen und Lufttrocknen wurden die Objekttrager mit Glycerin

eingedeckt und sofort untersucht.
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Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Fa. Olympus BH2-RFCA)

mittels eines Exzitationsfilters von 460 nm.

Es wurden bei einer 1000er VergrofRerung mit Immersionsél 500 Spermien
ausgezahlt, wobei alle roten, gelben und orangen Spermien als positiv bewertet

wurden, wahrend sich die negativen grin darstellten.

3.3.3.6 Modifizierter fluoreszenzmikroskopischer Spermienchromatinstrukturassay
(mfSCSA)

Alle tiefgekihlten Samenproben wurden zusatzlich mit dem von Biege (2004)
beschriebenem modifizierten Spermienchromatinstrukturassay untersucht. Da diese
Farbung flr frische Samenausstriche etabliert wurde, wurde auf eine Untersuchung

der spruhfixierten Praparate verzichtet.

Zunachst wurden tiefgefrorenen Samenproben in einem 38 °C warmem Wasserbad
aufgetaut und anschlielend mit 2,9 % Natriumcitratpuffer versetzt und mit 3000
Umin bei 20 °C far 10 Minuten zentrifugiert. Nach Wiederholung des
Waschvorganges wurden 10 pl der Probe auf einen Objekttrager pipettiert,

ausgestrichen und bei Zimmertemperatur fur ca. 20 Minuten getrocknet.

Zur Herstellung einer Dekondensationslosung fur 10 Objekttrager wurden 0,015 g
DTT in 20 ml Natriumcitratpuffer gelést und 1420 yl DMSO mit 630 pl destilliertem
Wasser gesattigt, wobei eine exotherme Reaktion erfolgte. Nach dem Abkuhlen
wurden die Losungen zusammen gegeben, geschwenkt und je zwei Milliliter

Dekondensationslésung pro Objekttrager aufgetragen.

Nach vierzig Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben mit
Natriumcitratpuffer gespult und fir 10 Minuten in einer Glaskivette gewaschen und

fur weitere 10 Minuten senkrecht stehend getrocknet.

Die Fixierung bzw. Sauredenaturierung erfolgt in Carnoyslésung bestehend aus 60

ml Methanol und 30 ml Essigsaure flr 12 Minuten in einem abgedunkelten Raum.
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Wahrend der Fixierzeit wurde eine Glaskivette im Gefrierschrank kalt gestellt zum
spateren Befullen mit der Farbelésung, wahrend gleichzeitig eine mit

Natriumcitratpuffer geflllte Kivette bei ca. 4 °C kaltgestellt wurde.

Zur Herstellung der Farbelésung wurden zunachst die Stammlésungen vorbereitet, in
dem 0,84 g Zitronensauremonohydrat in 40 ml destilliertem Wasser gelést wurde
(Zitronensaurestammlésung), und 0,33g di-Natriumhydrogenphosphat in destilliertes

Wasser gegeben und mittels Vortexer gelost warde.

Die Akridinorange-Stammlésung wurde im Dunkeln angesetzt. 0,01 g

Akrindinorangepulver wurden in 10 ml Wasser gel6st, gertihrt und filtriert.

Bis zum Ende der Fixierdauer wurden die Losungen gekuhlt und dann im

vorgekuhlten Gefall zusammen gegeben und gerihrt.

Nach Entnahme aus der Fixierlosung und zwei Minuten Trocknung, erfolgte eine 14
minutige Farbung unter Lichtausschluss. AnschlieRend wurden die Proben in den
gekuhlten Natriumcitratpuffer umgesetzt und fur 10 Minuten dort belassen, worauf

weitere 10 Minuten getrocknet wurde.
Bis zur Auswertung erfolgt eine Lagerung bei 5 °C in lichtundurchlassigen Kasten.

Ausgewertet wurde mittels Fluoreszenzmikroskop (Olympus BH2-RFCA) visuell,

wobei immer 500 Spermien ausgewertet wurden.

Grin fluoreszierende Zellen wurden als negativ gewertet, wobei, rote, orange und

gelbe Spermien als chromatininstabil gewertet wurden.

3.3.3.7 DNA-Fragmentierung (TUNEL-Test)

Die TUNEL-Farbung erfolgt anhand des fur das kommerzielle Testkit der Fa. Roche
(In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein) modifizierten Protokolls nach
Watanabe et al. (2011).

Die Ausstriche wurden zunachst fir 60 Minuten bei Raumtemperatur in 4 %iger

Paraformaldehydeldsung in einer Glaskuvette fixiert. Nach Ablauf der Fixationsdauer
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wurden die Praparate aus der Losung entnommen, mit destilliertem Wasser

gewaschen und luftgetrocknet.

Die Permeabilisation erfolgte in 100 ml einer 0,1 %igen Triton X-100-Lésung bei 4
°C, welche aus 0,1 ml Triton X-100 und 0,1 % Natriumcitrat hergestellt wurde.

Bei der Herstellung der Permeabilisationslosung war darauf zu achten, dass das
Triton X-100 zunachst mit wenigen Millilitern Natriumcitrat in Losung gebracht und
dann auf 100 ml aufgefullt wurde. Nach dem Permeabilisieren wurden die

Objekttrager mit destilliertem Wasser gewaschen und luftgetrocknet.

Die Farbung erfolgte nach Herstellung der TUNEL-Reaktionsmischung (bestehend
aus Label Solution und Enzym in einem Verhaltnis 10:1). Es wurden pro Objekttrager
jeweils 25 pl des Gemisches bestehend aus 22,5 pl Farbstoff und 2,5 pl des
anlagernden Enzyms aufgetragen, wobei eine gleichmalige Farbung durch das

Auflegen eines Deckglases gewahrleistet wurde.

Die Inkubation erfolgte in einer mit destilliertem Wasser gefullten feuchten Kammer

bei einer Bebritungstemperatur von 37 °C tUber Nacht.
Alle Schritte der Farbung erfolgen unter Ausschluss von UV-Licht.

Die Objekttrager wurden in destiliertem Wasser gewaschen, luftgetrocknet und mit
10 pl einer 0,1 %igen DAPI-Lésung fir 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei 37
°C gegengefarbt. Nach erneutem Waschen und Trocknen der Praparate wurden
diese mit Antifade eingedeckt und mit einem Fluoreszenzmikroskop mit 488 nm
Exzitationsfilter und 500 - 560 nm Detektionsfilter bei 1000er VergrofRerung mit

Immersionsol beurteilt.

Es wurden 500 Spermien ausgewertet, wobei grunfluoreszierenden Spermien als

TUNEL-positiv gezahlt wurden.

Pro Farbedurchgang wurde jeweils eine Negativkontrolle durchgefuhrt, indem auf
einen Objekttrager Fluoreszenzfarbstoff ohne anlagerndes Enzym aufgetragen

wurde.

Fur die tiefgefrorenen Proben wurde zusatzlich pro Farbedurchgang eine

Positivkontrolle durchgefuihrt. Nach Fixation und Permeablisieren wurde 1000 U/mi
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DNAse recombinant der Firma Roche aufgetragen. Laut Hersteller wurden 3 U/ml
empfohlen, da aber bei Untersuchungen von Villani et al. (2010) deutlich wurde, dass
im Vergleich zum Menschen bovines und murines Spermienchromatin erst bei
deutlich hdéheren Konzentrationen gesteigerte DNA-Fragmentierungen aufweist,
wurde eine Konzentration von 1000 U/ml gewahlt. Beim Anfertigen dieser
Positivkontrolle und Negativkontrollen musste eine strikte Trennung bei allen
weiteren Vorgangen wie Waschen, Trocknen und Eindecken erfolgen um eine
Kontamination der Proben mit DNAse bzw. der Negativkontrollen mit Enzym zu

vermeiden.

3.3.3.8 Apoptosenachweis (Caspase-3-Aktivitat)

Ahnlich wie beim TUNEL dient diese Methode dem Apoptosenachweis. Dabei wird

die Aktivitat der Effektorcaspase-3 mittels fluoreszierender Antikorper angezeigt.

Unter der Verwendung des APO Active 3™ FITC — Antibody Specific Active
Caspase-3 FITC Detection Kit der Fa. Cell Technology wurde durch indirekte

Immunhistochemie aktive Caspase-3 nachgewiesen.
Zunachst wurde eine Vorverdunnung der im Kit enthaltenen Antikorper hergestellt.

Der Primare Kaninchen Anti-Caspase-AK (55 pl) wurde 1:20 mit 1045 yl PBS mit 2 %

bovinem Serumalbumin verdinnt und in Portionen a 50 pl eingefroren.

Der sekundare FITC-markierte AK wurde im Dunkeln 1:10 mit PBS mit 2 % BSA

verdunnt und ebenfalls in 50 pl Portionen tiefgefroren.

Vor Versuchsbeginn wurde zunachst eine 1:10 Verdinnung der im Kit enthaltenen
Fixierlosung hergestellt. Da jeder Objekttrager mit 50 ul Fixierldésung bedeckt werden
sollte, wurden je nach Anzahl der zu farbenden Praparate (optimaler Weise 20 OT) je
5 ul des Fixierkonzentrats entnommen und mit 45 pl PBS verdunnt.

Die Objekttrager wurden mit 50 pl sowie einem Deckglas bedeckt und in einer

feuchten Kammer bei 4 °C Uber Nacht fixiert.

Am nachsten Tag wurde erst eine weitere 1:20 Gebrauchsverdiinnung des primaren

Anticaspase-Antikorpers hergestellt. Dafur wurde eine 50 pl Portion der
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Vorverdinnung aufgetaut und mit 950 pl 2 % BSA in PBS versetzt. Zusatzlich
wurden 10 pl Ziegenserum als Blockserum zur Reduktion der Hintergrundfarbung

zugegeben.

Nach drei Waschgangen a flnf Minuten in einer Losung bestehend aus 0,1 % Triton
X-100 in PBS wurde der primare Antikorper aufgetragen und mit einem Deckglas

abgedeckt.

Nach einer 90 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten erneut drei

Waschungen fur jeweils 10 Minuten, diesmal in einer 1 % Triton X-100-Lésung.

Auch der sekundare fluoreszierende Antikorper wurde unter UV-Lichtausschluss
aufgetaut und mit 950 ul PBS mit 2 % BSA verdunnt. Die Objekttrager wurden mit 50
Ml bedeckt und fur weitere 90 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und

anschlieRend durch dreimaliges Dippen in einer 0,1 % TritonX-100-Lésung gereinigt.

Die Praparate wurden entweder direkt fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet oder
mit Antifade eingedeckt und bis zur Auswertung unter Lichtausschluss bei 4 °C

gelagert.

Die Beurteilung erfolgte bei einer Anregung von 490 nm und einem Barrierefilter von
520 nm. Samenzellen mit aktiver Caspase-3 zeigten eine leuchtend grine

Fluoreszenz, wahrend negative Zellen dunkel blieben.

3.4. Erfassen von Praktikabilitatskriterien fur die veterinarmedizinische Praxis
3.4.1 Erfassen der Zeitdauer

Fir die zu etablierenden Untersuchungsmethoden wurde die Gesamtdauer fir die
Anfertigung der Ausstriche erfasst. Dabei wurde unterschieden zwischen reinen
Wartezeiten fur Inkubation, Farbung und Trocknung, sowie Arbeitsschritten wie z. B.
das Einsetzen in Farbe- und Fixierlosungen. Es wurde einerseits die Arbeitszeit pro
Objekttrager erfasst, andererseits die Gesamtdauer fur einen Farbevorgang von 20

Objekttragern von Anfang bis Ende.
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3.4.2 Berechnung der Materialkosten

Es wurden alle verwendeten Substanzen in die Berechnung der Kosten pro Ausstrich
einbezogen und die Gesamtkosten fur einen Farbedurchgang von 20 Objekttragern
ermittelt, da ein Sammeln von sprihfixierten Ausstrichpraparaten fir Anilinblau,
Akridinorange, Chromomycin A3, Toluidinblau, TUNEL und Caspase-3-Aktivitat
moglich ist. Der modifizierte fluoreszenzmikroskopische
Spermienchromatinstrukturassay ist nicht fur fixierte Praparate etabliert, weshalb hier
keine Sammelfarbevorgange vorgenommen werden koénnen. Die Preise wurden
aktuellen Laborkatalogen entnommen und flr die verninftigen lagerbaren Mengen
an Grundsubstanzen bestimmt. Kosten flr Objekttrager, Deckglaser und

Pipettenspitzen wurden nicht in die Berechnung einbezogen.

3.4.3 Bewertung der verwendeten Substanzen beziglich Gesundheits- und

Umweltbelastung

Anhand der Sicherheitsdatenblatter der verwendeten Substanzen wurde das
Gefahrdungspotential fur Labormitarbeiter und Umwelt recherchiert und bei der
Bewertung und dem Vergleich der Praktikabilitdt der verschiedenen Methoden

einbezogen und diskutiert.

3.5 Statistische Auswertung

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterindrmedizin erfolgte die statistische Auswertung unter
Verwendung der Statistiksoftware BMDP/ Dynamic Release 8.1 (Statistical Solutions
Ltd., Cork, Irland).

Mittels Q-Q-Plot und Residualanalyse wurde die Normalverteilung der Farbungen
gepruft und ergab eine rechtsschiefe Verteilung, weshalb die Daten flr die weitere
statistische Auswertung logarithmisch transformiert wurden. Nullwerte wurden dabei
fur die Logarithmierung mit dem Wert 0,1 ersetzt. Die Residualanalysen erfolgten mit

der Statistiksoftware R (Comprehensive R Archive Network; http://www.r-project.org.)
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Zunachst wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung bezuglich
der Farbung durchgefuhrt, um die Farbungen global miteinander zu vergleichen und
herauszufinden, ob die Varianz zwischen den Farbemethoden groRer ist, als
innerhalb einer Methode. Das heil3t, es sollte geprift werden, ob sich die Ergebnisse
der getesteten Farbungen grundsatzlich unterscheiden, obwohl alle das gleiche Ziel

haben, namlich Aussagen Uber die Chromatinkondensation zu erbringen.

Mittels Student-Newman-Keuls-Test wurden anschlieBend die Mittelwerte der
einzelnen Farbungen paarweise verglichen, um zu ermitteln, welche

Untersuchungsergebnisse sich im Einzelnen unterscheiden.

Da beim Einsatz des Farbstoffes Akridinorange zwei unterschiedliche Verfahren
(AOT und mfSCSA) eingesetzt wurden, die sich vor allem durch den Arbeitsaufwand

unterscheiden, wurden diese gezielt mittels T-Test verglichen.

Anschliel3end erfolgt eine Korrelationsanalyse aller Paare mittels

Korrelationskoeffizienten nach Pearson mit logarithmierten Werten.

Fir den Nativsamen erfolgte zusatzlich eine Korrelationsanalyse zwischen den
Ergebnissen der klassischen Samenuntersuchung (Vitalitat, Vorwartsbeweglichkeit
und Pathomorphologie) und den Ergebnissen der Untersuchungen zur
Chromatinkondensation um die Bedeutung der Chromatinfarbungen als unabhangige
Samenparameter einschatzen zu konnen. Vitalitdt und Vorwartsbeweglichkeit wurden
in Avitalitat (100-vitale Spermien) und nicht progressiv motile Spermien (100-
progressiv. motile Spermien) umgeformt, wodurch eine rechtsschiefe Verteilung
auftrat, die auch fur die pathomorphen Spermien bestand. Daraus resultierte eine
logarithmische Transformierung der Ergebnisse zur weiteren statistischen

Auswertung.

Ob sich die Wahl des Probenmaterial (Tiefgefriersperma, aus dem Nebenhoden
gewonnene tiefgefrorene Samenproben und Nativsamen) auf die Ergebnisse der
Farbemethoden auswirkt und ob sich die Ergebnisse signifikant unterscheiden,
wurde anhand einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung bezuglich
Farbung untersucht. Damit sollte geklart werden, ob eine Wechselwirkung bezuglich

der Probenart und Farbemethode besteht.
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Dazu wurden die Probenmaterialen gruppenweise verglichen, das heil3t die
Ergebnisse der Nativsamenproben und des Tiefgefrierspermas, der Nativsamen mit
den Nebenhodenspermaproben und das Tiefgefriersperma mit den tiefgefrorenen

epididymalen Samenproben.
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4 Ergebnisse

4.1 Makroskopische Untersuchung

Bei der grobsinnlichen Samenuntersuchung (Tabelle 1) ergaben sich bei allen 20
Nativsamenproben keine Abweichungen von der Norm, wahrend bei der pH-Wert-
Ermittlung zwei Riden mit 5,8 (NS-10) und 5,9 (NS-5) unterhalb des physiologischen
Wertes von 6,2 - 6,8 lagen. Die Volumina der spermienreichen Fraktion lagen
zwischen 0,5 und 4,5 ml und somit im physiologischen Bereich. Farbe und Geruch

der Proben zeigten ebenfalls keine Auffalligkeiten.

4.2 Motilitat

Sowohl die mikroskopisch ermittelte Vorwartsbeweglichkeit, also auch die
computerassistierte Samenanalyse ergab groftenteils physiologische Werte von
mehr als 70 % vorwartsbeweglicher Spermien (Tabelle 1). Lediglich ein Rude (NS-5)
zeigte in der computer-gestitzten Auswertung eine Vorwartsbeweglichkeit von
weniger als 20 %, welche aber mikroskopisch nicht bestatigt werden konnte, sondern
bei 90 % lag.

Bei drei (NS-11, NS-15 und NS-18) der zwanzig untersuchten Ruden wurde
mikroskopisch eine verminderte progressive Motilitat (60 %, 10 % und 40 %)
nachgewiesen, wobei es sich um Deutsche Schaferhunde handelte und bei einem

Ruden (NS-15) eine Beimengung von Leukozyten gefunden wurde.

4.3 Spermienzahl

Die Spermiengesamtzahl der Nativsamenproben lag zwischen 205 Millionen und 2,6
Milliarden Spermien, wobei zwei Ruden (NS-1 und NS-2) die von Gunzel-Apel et al.
(1994) ermittelte Mindestgrenze von 300 Millionen unterschritten (Tabelle 1). Bei
diesen Proben handelte es sich allerdings um zwei Ejakulate einer Zwergrasse. Bei
der Ermittlung der Spermienzahl pro ul unterschritt ein Ride (NS-6) die
Mindestgrenze von 200 000 Spermien pro pl (Riesenbeck et al. 2001).
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Tabelle 1: Ubersicht der Ergebnisse der klassischen Samenuntersuchung von

zwanzig caninen Nativsamenproben
=
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=) c [ -} 1 fam
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c () £ 7 c = o = c e
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1 0,8 | weil} | milchig sellen 6,2 | 85 86 27 216 3
. . Einzel-
2 |05]| weill | rahmig sellen 6,4 | 90 85 41 205 9
elfen- Zellen +
3 2 bein rahmig Bakte- | 6,7 | 90 85 43 860 11
rien
4 | 15|96~ | wassr- | Einzel o551 g5 | 9 | 28 | 420 | 7
klar ig zellen
5 |35 cfen- | wassr- | Zo0n | 59| 90 | 80 | 48 | 1680 | 9
bein ig
agr. Erytro-
6 |3,8]| rot- milchig | zyten+ | 6,3 | 80 85 17 646 14
lich Zellen
. I Einzel-
7 | 3,5| weill | milchig sellen 6,2 | 80 92 23 805 6
8 | 3,5]| gelb | milchig Zellen | 6,6 | 80 82 24 840 7
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10 | 4,5| weil | milchig | keine |58| 90 | 82 | 59 | 2655 | 19
11 |2,5| weis | molkig | "0 | 62| 60 | 67 | 41 | 1025 | 51
’ 9 zyten ’
12 | 32| 9% | mokig | keine [62| 70 | 70 | 21 | 672 | 19
weild
13 | 2 | weiR | molkig | EPthel 1541 80 | 84 | 56 | 1120 | 24
zellen
14 | 2,4 | wei | obB keine |6,2| 90 | 91 | 11 | 264 | 28
raU- Leuko-
15 1|9 molkig | zyten |6,8| 10 | 49 | 141 | 1410 | 68
braun it
16 | 1,1 9% | molkig | keine [6,8| 90 | 90 | 31 | 341 7
weild
Erythro-
17 | 0,5 | weill | molkig zyten 6,2 | 70 73 117 585 12
+ Zellen
grau- | wass- | Epithel-
18123 %o | ria o | 67| 40 | 80 | 12 | 276 | 48
19 | 0,6 | 9% | mokig | EPtek | 671 g0 | 83 | 73 | 438 | 8
weil} zellen
20 | 0,5 | 9@ | molkig | keine |54 80 | 84 | 51 | 255 | 9
weild
X 76,5 | 82,1 | 44,8 | 769,8 | 18,9
SD 19,5 | 10,2 | 31,7 | 571,9 | 17,1

4.4 Eosinfarbung
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Bei den Nativsamenproben lag der arithmetische Mittelwert bei 82,1 % lebender
Spermatozoen, wobei maximal 92 % und minimal 49 % lebende Spermien
nachgewiesen wurden. Insgesamt wiesen funf Ruden weniger als 80 % lebende
Spermien auf (NS-11, NS-12, NS-15, NS-17 und NS-18). Wie in Tabelle 1 und 2
deutlich wird wies das Vorkommen von pathomorphologischen Zellen eine grof3ere
Spannweite auf und lag zwischen 3 % und 68 % pathomorpher Spermien, wobei im
Durchschnitt 18,9 % Pathomorphologien festgestellt wurden. Somit lagen die
morphologischen Werte weitgehend im physiologischen Bereich, welcher laut
Gunzel-Apel et al. (1994) bei maximal 30 % morphologisch auffalliger Spermien liegt.
Bei drei (NS-14, NS-15 und NS-18) der 20 Ruden wurden mehr als 30 %
pathomorpher Spermien nachgewiesen. Dabei wurde bei dem Riden mit dem
hochsten Anteil pathomorphologischer Spermien (NS-15: 68 %) auch am wenigsten

lebende Spermien (49 %) und die geringste Vorwartsbeweglichkeit (10 %) gefunden.

Tabelle 2: Verteilung der pathomorphologischen  Veranderungen in

Nativsamenproben (NS) von 20 verschiedenen Riden

) . 2 3

§ o | 53 E = | gR | 2 g o 2

s | et |SE|8E|SE| 3 % 8| ¢

g 22 |SZ| 22| 82| € | 2| 3 | B

& 22 | 83| 83|33 | £ | 2= | & | &
NS-1 00 |30 |00 |00 |00 |00 |00 |30
NS-2 30 |00 |20 |00 |00 |00 |40 |90
NS-3 80 |30 |00 |00 |00 |00 |00 [110
NS-4 00 |65 |00 |00 |05 |00 |00 |65
NS-5 70 |00 |00 |00 |00 |00 [10 |85
NS-6 00 |40 |20 |00 |00 |20 |80 [140
NS-7 20 |00 |10 |00 |00 |00 |10 |60
NS-8 30 |05 |25 |05 |00 |00 |05 |70
NS-9 00 [100 |20 |00 |55 |00 |50 |17.0
NS-10 30 |25 |35 |00 |20 |00 |40 |185
NS-11 65 |70 |270 |10 |20 |00 |85 |510
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NS-12 1,0 9,0 4,0 0,0 1,5 0,0 2,0 19,0
NS-13 8,0 3,0 9,5 0,0 1,0 0,0 1,5 23,5
NS-14 19,5 2,5 1,0 0,0 0,0 0,0 3,5 27,5
NS-15 16,0 4,0 18,0 6,0 0,0 0,0 24,0 68,0
NS-16 4,0 1,0 0,0 1,0 2,0 0,0 1,0 7,0
NS-17 5,0 1,0 0,0 3,0 3,5 0,0 1,0 12,0
NS-18 6,0 11,5 16,0 10,0 0,0 0,0 1,5 48,5
NS-19 4,0 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 1,0 8,0
NS-20 1,0 5,0 1,0 0,0 0,0 0,0 2,0 9,0
Anteil  an

gesamten

Patho- 25,9 19,9 24,5 5,8 4,8 0,5 18,6 100,0
morpho-

logien %

4.5 Anilinblau

4.5.1 Problematik der Anilinblaufarbung

Bei der Auswertung ergaben sich Probleme, da die anilinblaunegativen Samenzellen

nur sehr schwach gefarbt waren, was die Auszahlung von 500 Spermien erschwerte.

4.5.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand der Anilinblaufarbung

Der Vergleich des zeitlichen und finanziellen Aufwandes aller Farbemethoden wird im
Anhang in Tabelle 17 und 18 dargestellt. Die Anilinblaufarbung ist mit die schnellste
der verwendeten Methoden, bei der pro Objekttrdger 21 Sekunden Arbeitszeit
gerechnet werden muss und je Farbegang eine Vorbereitungszeit von 5 Minuten,
sowie weitere 52 Minuten in Form von Inkubations- und Trocknungszeiten
hinzugerechnet werden muissen (Tabelle 17 ). Obwohl der Preis pro gefarbtem

Objekttrager mit 0,73 € nicht die gunstigste Methode darstellt, ist zu bemerken, dass
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die angesetzte Farbelésung fur mehrfache Farbedurchgange benutzt werden kann,

was die Kosten dementsprechend reduziert.

4.5.3 Auswertung der Anilinblaufarbung

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgefuhrt und lagen bei den
Nativspermaausstrichen zwischen 0 und 1,6 % dunkelblau gefarbter und somit
anilinblaupositiver Spermien, wobei bei funf (NS-1, NS-3, NS-6, NS-9 und NS-20) der
insgesamt zwanzig Ausstriche keine schlecht kondensierten Spermien gefunden
werden konnten. Eine fehlerhafte Farbung konnte ausgeschlossen werden, da beim
Durchmustern der Proben immer wieder positive Spermien gefunden werden
konnten (Abbildung 1). Mit 0,33 £ 0,41 % lag der Mittelwert der Nativsamenpraparate
deutlich unter dem Wert, der flr die tiefgefrorenen ejakulierten Spermien ermittelt
wurde (0,75 £1,2 %).

Tabelle 3: Ergebnisse der Anilinblaufarbung von 48 verschiedenen Riden, davon 20
Nativspermaausstrichen (NS), 20 kryokonservierte Ejakulaten (TG) und 8 aus dem

Nebenhoden gewonnene kryokonservierte Spermatozoen (TG-NH)

C R - R C =
() (0] ()
£ 2 = 2 = = X
E 8 E 8 E I 3 2 &
c 2 S c O =) c =< S E 2
[ Z © [ - © c O] © [4v} s
3 IS 2 5 L FE 5 Q@  a
o = o £ o = O
x = x = x =
< < <

1 0,0 1 5,4 1 0,8

2 0,4 2 0,0 2 0,2

3 0.0 3 0.0 3 0,8

4 0.6 4 0.0 4 0,2

5 0.4 5 0.6 5 0,6

6 0,0 6 0.6 6 0,2

7 1,6 7 0,4 7 0,2
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8 0,2 8 0,0 0,0

9 0,0 9 1,0

10 0,0 10 0,0

11 0,6 11 0,8

12 0,2 12 0,2

13 1,2 13 0,6

14 0,2 14 1,0

15 0,2 15 0,6

16 0,2 16 24

17 0,4 17 0,2

18 0,4 18 0,4

19 0,0 19 0,8

20 0,0 20 0,0

X 0,33 0,75 0,38 0,51
Var. 0,17 1,44 0,08 0,73
SD 0,41 1,20 0,29 0,85

Bei den 20 tiefgefrorenen Ejakulatproben wurde ein Maximalwert von 5,4 %
nachgewiesen, wobei in sieben Proben (TG-2, TG-3, TG-4, TG-8, TG-10, TG-20, TG-
NH-28) keine gefarbten Samenzellen beim Auszahlen gefunden werden konnten.
Weitere acht tiefgefrorene Proben von Spermien, die nach Kastration aus dem
Nebenhodenschwanz gewonnen wurden, wiesen einen maximalen Anteil von 0,8 %
Anilinblau-positiven Spermien auf, mit einem Mittelwert von 0,38 %. Das Mittel aller
kryokonservierten Samenproben ergab 0,64 %, wahrend die Gesamtheit aller 48

verwendeten Proben bei durchschnittlich 0,51 % lag, mit einem Median von 0,2 %.
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Ergebnisse

Abbildung 1: Anilinblaufarbung eines Tiefgefriersperma-Ausstriches eines Ruden,
1000fache VergroRerung, 23 Samenzellen mit zentral einem positiv gefarbten

Spermium

4.6 Toluidinblau

4.6.1 Problematik der Toluidinblaufarbung

Im Vergleich zur Anilinblaufarbung gestaltete sich die Auswertung der
Toluidinblaufarbung als einfacher, da die ungefarbten Spermatozoen deutlich besser
gefarbt sind als im Anilinblautest. Zu dem scheint das Ansprechen der positiven
Spermien eindeutiger, da der metachromatische Farbstoff dunkellla Spermien
hervorbringt, die sich gut von den hellblauen negativen Samenzellen abgrenzen
lassen (Abbildung 2).
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4.6.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand der Toluidinblaufarbung

Ahnlich wie bei der Anilinblaufarbung gestaltete sich die Farbung mit Toluidinblau als
schnell und im Vergleich zu den fluoreszenzmikroskopischen Farbemethoden
kostengunstig. Allerdings werden zusatzliche Arbeitsschritte wie z. B. Hydrolyse nach
Fixierung, sowie Dehydrierung und Klarung benétigt. Dies ergibt eine Verdopplung
der Arbeitszeit zum Anfertigen der Ausstrichpraparate, welche bei 49 Sekunden pro
Objekttrager exklusive einer 15 minltigen Vorbereitungsphase, sowie Wartezeiten
(Inkubation, Trocknung) von 72 Minuten liegt. Auch der finanzielle Aufwand erhdht
sich auf 1,72 €. Die Substanzen zur Dehydrierung und Klarung (Butanol, Xylol)

konnten zur Kostenreduzierung auch fur mehrere Farbevorgange verwendet werden.

4.6.3 Auswertung der Toluidinblaufarbung

Die Ergebnisse lagen bei den Nativspermaausstrichen zwischen 0 und 3,4 %
(Tabelle 4), wobei der Ride (NS-7) mit dem zweithochsten Anteil
toluidinblaupositiver Spermien, auch den héchsten Wert bei der Anilinblaufarbung
zeigte. Der Mittelwert der tiefgefrorenen Ejakulate lag bei 1,3 %, wobei eine
Spannbreite zwischen 0,6 % und 6 % zu finden war. Bei der Untersuchung der
Nebenhodenspermienpraparate wurde bei einem Ruaden der Maximalwert von 9 %
positive Spermien gefunden bei einem durchschnittlichen Wert von 2,33 %. Alle 48
Proben ergaben im Mittel 1,31 % mit einem Median von 0,8 % toluidinblaupositiver

Spermien.
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Tabelle 4: Ergebnis der Toluidinblaufarbung von 20 Nativspermaausstrichen (NS), 20

Tiefgefrierspermaausstrichen (TG) und 8 Nebenhodenspermaausstrichen (TG-NH)

verschiedener Riden

2 s | B s | 2 s |2
£, | 23 | B, | 23 | B | 23 |&%
1 0,8 1 6,0 1 9,0

2 1,0 2 1,2 2 0,6

3 0,4 3 0,2 3 1,0

4 0,4 4 1,0 4 0,2

S 1,2 S 0,6 5 0,8

6 0,6 6 0,6 6 4,2

7 2,4 7 1,4 7 1,4

8 0,0 8 1,0 8 1,4

° 0,2 12 1,0

10 0,6 13 0,4

" 1,4 14 1,0

12 2,0 15 0,4

13 1,4 16 0,6

14 0,0 17 1,6

15 3,4 18 0,6

16 0,8 19 4,6

17 0,4 20 1,0

18 0,8 0,6

19 0,2 1,8

20 0,4 0,4

X 0,92 1,30 2,33 1,31
Var. 0,71 1,99 7,67 2,64
SD 0,84 1,41 2,77 1,62
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Abbildung 2: Toluidinblaufarbung eines caninen Nativspermapraparates, 1000fache
VergrofRerung mit Immersionsol. Zu sehen ist die deutliche Metachromasie und der
gute Kontrast zwischen hellblauen negativen Samen und toluidinblaupositivem, lila

Spermium.

4.7 Chromomycin A3

4.7.1 Problematik der CMA3-Farbung

Beim Umgang mit Chromomycin A3 sollte sehr vorsichtig vorgegangen werden, da
der Stoff laut Sicherheitsdatenblatt sowohl als ,sehr giftig“ eingestuft wird und
aullerdem als fruchtbarkeitsgefahrdend gilt. Die Auswertung gestaltete sich einfach,
da sowonhl die reifen Spermatozoen ohne CMAS3-Einlagerung gut zahlbar waren als
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auch die positiven Spermien deutlich gegeniber den restlichen Spermien
hervortraten und somit sicher angesprochen werden konnten (Abbildung 3). Im
Gegensatz zum Akridinorangetest, Caspase-3-Nachweis und TUNEL-Test wurde bei
der CMAS3-Farbung nur ein geringes Verblassen der Fluoreszenz im Verlauf der
Untersuchung beobachtet. Die Ausstriche waren nach Lagerung bei -18 °C im

Dunkeln auch wochenlang nach der Farbung noch auswertbar

4.7.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand der CMA3-Farbung

Mit 0,58 € ist der finanzielle Aufwand der CMA3-Farbung mit Akridinorange die
drittglnstigste der getesteten fluoreszenzmikroskopischen Farbemethoden. Der sehr
geringe Zeitaufwand kommt als weiterer Vorteil hinzu, da pro Objekttrager nur 21
Sekunden bendtigt werden. Wahrend der 160 minlitigen Fixierungs- und

Trocknungszeit, kdbnnen andere Laborarbeiten verrichtet werden.

4.7.3 Auswertung der CMA3-Farbung.

Wie in Tabelle 5 aufgefihrt lag der Maximalwert bei den Nativspermaausstrichen bei
3,6 % (NS-5), wahrend bei den tiefgefrorenen Proben bei einem Riden (TG-1) ein
Maximalwert von 8,0 % CMAS3-positiver Spermien ausgewertet wurde. Alle acht aus
dem Nebenhodenschwanz gewonnenen Proben lagen zwischen 0 und 2,0 % mit
einem Mittelwert von 0,88 %. Durchschnittich wurden bei allen untersuchten
Praparaten 1,09 % CMAS3-positive Spermien erreicht. Dabei unterschritt der
Mittelwert der Nativsamenproben von 0,90 % diesen Wert, wahrend die
kryokonservierten Praparate (Ejakulate und Nebenhoden) im Durchschnitt 1,22 %
erreichten. Der Median der CMAS3-positiven Spermien aller untersuchten Riden lag
bei 0,8 %.
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Tabelle 5: Ergebnisse der CMA3-Farbemethode.

Nativsamenproben (NS) und 20 Tiefgefrierproben aus Ejakulaten (TG) sowie 8 aus

Ubersicht (ber 20 canine

dem Nebenhodenschwanz gewonnene kryokonservierte Samenproben (TG-NH)

= .E . £ .E . £ .E . x
£ go\ = go\ = :I': go\ o S
S > S > 5 > <= @
c9 = g0 £ £ c< = € o
§ < g e 5 g e 5O 22 | @t
8 58 | 8 s | 87 | s& g%
S IS & IS & IS ©
O O O

1 0,8 1 8,0 1 2.0

2 1,4 2 0,2 2 0,8

3 0,0 3 0,8 3 1,0

4 1,4 4 0,4 4 0,4

S 3.6 3 1,0 5 0,2

6 0,8 6 0,4 6 1,2

7 1,0 7 0,2 7 0,8

8 0,0 8 1,6 8 0,6

9 0,0 9 3,6

10 0,8 10 0,6

11 1,4 11 1,8

12 1,2 12 0,2

13 0,4 13 0,8

14 0,8 14 0,4

15 1,0 15 0,2

16 0,2 16 3,0

17 0,8 17 0,6

18 1,6 18 1,4

19 0,4 19 1,0

20 0,4 20 1,0

X 0,90 1,36 0,88 1,09
Var. 0,62 3,12 0,27 1,65
SD 0,79 1,77 0,52 1,29
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Abbildung 3: ChromomycinA3-Farbung einer Nativsamenprobe eines Ruden bei
1000facher Vergrdéflerung. Zu sehen sind sechs nicht fluoreszierende Samenzellen

und ein CMAS3-gefarbtes fluoreszierendes Spermium.

4.8. Akridinorangetest

4.8.1 Problematik der Akridinorangefarbung

Bei Beurteilung der Akridinorange-gefarbten Praparate traten unterschiedliche
Probleme auf. Zunachst musste der Objekttrager in der Ubersicht durchmustert
werden, um Areale zu finden, die gleichmallig gefarbt waren, d. h. Stellen, in denen
rote und griune Spermien nebeneinander lagen (Abbildung 4). Es fand haufig eine

Arealbildung statt, wobei in bestimmten Bereichen des Objekttragers nur orange und
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rote Spermien zu sehen waren, wahrend sich angrenzende Bereiche griin darstellten
(Abbildung 5).

Als Vorteil gegentiber des mfSCSA ist die Mdglichkeit der Verwendung spruhfixierter
Ausstrichpraparate zu nennen, da Proben somit fir einen Farbedurchgang

gesammelt werden kdnnen um den Kosten- und Zeitaufwand zu reduzieren.

4 8.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand des AOT

Der Akridinorangetest stellt mit 0,12 € die gunstigste der untersuchten Methoden dar
und ist gleichzeitig mit dem geringsten Arbeitsaufwand verbunden. Durchschnittlich
werden 19 Sekunden pro Objekttrager zum Fixieren und Farben bendtigt, bei einer
ca. 13 minutigen Vorbereitungszeit und insgesamt 147 Minuten Inkubations- und

Trocknungszeit, welche flr andere Tatigkeiten zur Verfugung steht.

4.8.3 Auswertung des AOT

Bei der Untersuchung von zwanzig Nativsamenproben wurden durchschnittlich 1,28
% chromatininstabile Samenzellen gefunden (Tabelle 6), wahrend der Mittelwert bei
den kryokonservierten Praparaten bei 1,94 % lag. Bei dem Maximalwert von 8,2 %
handelte es sich um eine kryokonservierte Probe aus dem Nebenhodenschwanz
gewonnener Spermien (TG-NH-1). Der hochste ermittelte Wert der Nativsame nprobe
lag mit 3,6 % (NS-7) deutlich darunter. Die kryokonservierten Nebenhodenspermien
wiesen im Mittel 2,53 % rote Zellen auf und der Mittelwert des TG-Spermas lag bei
1,71 % (Tabelle 6). Der Median liegt beim Einbeziehen aller 48 Samenproben bei 1,1
%.
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Tabelle 6:

Farbemethoden

Vergleich der

mittels

Akridinorange:

Untersuchungsergebnisse zwei
AOT

und

unterschiedlicher

modifizierter

fluoreszenzmikroskopischer Spermienchromatinstrukturassay (mfSCSA) anhand 20
(TG)

Nativsamenproben

(NS),

20

Tiefgefrierspermaproben

und 8

Nebenhodenspermaausstrichen (TG-NH) von 48 bzw. 28 verschiedenen Ruden

[ c

5 | = |2 |8 | = |2 |8 | = |2 |8 |8

c |2 |8 |E | 2|8 |Ez| 2 |8 |=_|2g
20| 8 |ax|20| 8 |<c|22| 8 [Sx|25(|80
s < | > |8 s 218 s§O0| & |a < |
o = Q Q = Q o = O = £ E
[e) @) .EQ [e) @) HU_) O @) 2} @® @®
o < | E o < | E o < | E @ @

O o

1 0,4 * 1 70 | 7,8 1 82 | 1,0

2 | 08 * 2 | 04 | 02| 2 | 06| 02

3 | 00 * 3 |10 |56 | 3 |22/ 12

4 | 20 * 4 | 04 | 02| 4 | 14 | 04

5 | 30 * 5 | 40 | 08 ] 5 | 26 | 02

6 | 14 * 6 | 02 | 00| 6 | 06 | 10

7 | 36 * 7 |00 | 02| 7 |20/ 00

8 | 14 * 8 | 06 | 04| 8 | 26 | 02

9 | 02 9 | 1,0 | 1,2

10 | 0,6 10 | 04 | 16

11 | 2,0 1 | 0,8 | 06

12 | 1,2 12 | 02 | 04

13 | 0,6 13 | 16 | 1,8

14 | 0,4 14 | 16 | 2,6

15 | 1,0 15 | 04 | 1,2

16 | 0,6 16 | 80 | 14

17 | 1,6 17 | 1,2 | 1,0

18 | 24 18 | 2,6 | 1,2

19 | 2,0 * 19 | 20 | 14

20 | 04 * 20 | 0,8 | 1,6

X | 1,28 1,71 | 1,56 2,53 | 0,53 | 1,67 | 1,26
Var. | 0,91 4,61 | 3,47 516 | 0,19 | 3,34 | 1,99
SD | 0,95 2,15 | 1,86 2,27 | 0,44 | 1,83 | 1,66
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Abbildung 4: Darstellung eines akridinorangegefarbten Ausstriches einer caninen
Tiefgefrierspermaprobe bei 1000facher VergroRerung. Zu sehen ist ein guter
Kontrast zwischen grinen Spermien mit stabiler DNA und einem roten Spermium mit
denaturierter DNA.
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Abbildung 5: Darstellung von Beurteilungsschwierigkeiten durch ungleichmaRige
Akridinorangefarbung eines Tiefgefrierspermaausstriches eines Ruden. Zu sehen ist
bei 100facher Vergrof3erung eine rote Arealbildung im rechten oberen Bildbereich im

Vergleich zum grinen Areal in der linken Bildhalfte.

4.9 Modifizierter fluoreszenzmikroskopischer Spermienchromatinstruktur-Assay
(mfSCSA)

4.9.1 Problematik des mfSCSA

Dieses Verfahren konnte nur fur die frisch angefertigten Ausstriche der aufgetauten
Samenproben verwendet werden, da es nicht fur spruhfixierte Praparate etabliert ist
und zwischen dem Anfertigen der Nativsamenausstriche und den Farbevorgangen

sowohl eine zeitliche als auch eine raumliche Trennung vorlag.
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Da die Praparate unmittelbar nach dem Ausstreichen behandelt und gefarbt werden
mussen, konnen keine Proben flr grolkere Farbedurchgange gesammelt werden,
was als deutlicher Nachteil zu werten ist. In der Abbildung 6 ist ein mittels mfSCSA
gefarbter Ausstrich guter Qualitdt zu sehen, wobei die beim AOT beschriebene
Arealbildung auch beim mfSCSA beobachtet wurde.

4.9.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand des mfSCSA

Pro gefarbten Objekttrager entstehen beim modifizierten fluoreszenzmikroskopischen
Spermienchromatinstrukturassay Materialkosten von 0,24 €. Auch der zeitliche
Aufwand ist mit 46 Sekunden pro Objekttrager, einer pauschalen Vorbereitungszeit
von ca. 23 Minuten und zuzulglicher Wartezeit gesteigert. Somit ist der mfSCSA nach
dem Nachweis der Caspase-3-Aktivitat die zeitaufwendigste Methode. Die Angaben
Uber Materialkosten und Zeitaufwand richten sich nach einem Farbedurchlauf von ca.
20 Objekttragern, wodurch sich die Kosten beim Farben einzelner Praparate deutlich

erhohen.

4.9.3. Auswertung des mfSCSA

Mittels mfSCSA untersuchte Samenproben zeigten, wie in Tabelle 6 aufgefihrt,
durchschnittlich einen Wert von 1,26 % sauredenaturierter Spermien. Der
Maximalwert im mfSCSA lag bei 7,8 % (TG-1). Die kryokonservierten Ejakulate
zeigten im Mittel 1,56 % rote Spermatozoen, wahrend der Wert der
Nebenhodenspermien bei 0,53 % lag. Der Median aller Ruden lag bei 1,0 %

saureinstabiler Spermatozoen.
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Abbildung 6: mfSCSA gefarbter TG-Spermaausstrich eines Ruden bei 400er
Vergroflerung. Zu sehen sind Uberwiegend chromatinstabile (grine) Spermatozoen

mit drei chromatininstabilen Spermien (zweimal orange, einmal rot).

4.10 Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphate-nick end
labeling assay (TUNEL)

4.10.1 Problematik des TUNEL-Tests

Abgesehen von der langen Inkubation Uber Nacht, gestaltete sich der TUNEL-Test
relativ einfach. Die Auswertung erfordert mehr Zeit als bei den Ubrigen Tests, da
aufgrund der DAPI-Gegenfarbung immer zunachst in jedem Filter mit der
Digitalkamera Bilder aufgenommen und zusammengefiihrt werden mussen, da sich
die TUNEL-positiven Spermien im grunen FITC-Filter schlecht von den ubrigen
Samenzellen abheben. Abbildungen 7 und 8 verdeutlichen die Gegenfarbung mittels
DAPI, bei der die Spermienzellen ohne DNA-Fragmentierung blau dargestellt sind.

Hierbei ist darauf zu achten die Belichtungszeit kurz zu halten um kein vorzeitiges
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Verblassen der Fluoreszenz zu vermeiden. Eine Positivkontrolle mit experimenteller
DNA-Fragmentierung, bei der alle Spermien eine Anlagerung des grinen
Fluoreszenzfarbstoffes zeigen wird in Abbildung 9 dargestellt. Wie bei allen
Fluoreszenzfarbemethoden muss ein lichtgeschitzter Raum zum Anfertigen der
Proben zur Verfugung stehen.

4.10.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand des TUNEL-Test

Der TdT-mediated dUTP nick end labeling-Assay ist mit mehr als 5 Euro pro
Ausstrich die teuerste der angewandten Methoden. Der Zeitaufwand fir die TUNEL-
Farbung mit 30 Sekunden pro Objekttrager und einer Vorbereitungsphase von ca. 13
Minuten ist moderat, wobei zu beachten ist, dass eine Inkubationszeit Uber Nacht

eingeplant werden muss.

4.10.3 Auswertung des TUNEL-Tests

Im Mittel lagen die Nativsamenproben bei 0,95 % TUNEL-positiver Spermien und die
kryokonservierten Ejakulate bei durchschnittlich 1,42 %, wahrend die tiefgefrorenen

Nebenhodenspermien bei 0,7 % DNA-fragmentierten Spermien lagen .

Alle untersuchten Proben enthielten im Mittel 1,1 % Spermien mit DNA-
Fragmentierung, wobei ein Maximalwert von 9,8 % (NS-13) ermittelt wurde, wahrend
bei einer von 20 TG-Proben und bei sechs der zwanzig Nativsamenproben beim
Auszahlen von 500 Spermien keine TUNEL-positive Zelle gefunden wurden (Tabelle
7). Der Median lag bei 0,4 %.
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Tabelle 7: Ergebnistibersicht der TUNEL-gefarbten Samenproben, 20
Nativsamenproben (NS), 20 tiefgefrorene Ejakulate (TG), 8 tiefgefrorene

Nebenhodenspermien (TG-NH). X: arithmetrischer Mittelwert; Var.: Varianz; SD:

Standartabweichung
£ 3 £ 3 £+ 8
2 UI) e Q 2 d) o (< =) zZ Q o
cz = & € = o & E o
S i S w SO w
Ne! Z o =z ok pd
o ) o -] o -]
o = o = o =
1 0’0 1 4,0 1 1,0
2 0,2 2 1,0 2 0,4
3 0,0 3 6,2 3 1,0
4 0,0 4 0,4 4 0,6
5 0,6 5 0,0 5 0,8
6 0,0 6 1,4 6 0,0
7 1,2 7 0,4 7 0,6
8 012 8 1,0 8 1,0
9 0,0 9 1,0
10 0,0 10 1,0
11 0,6 11 2,0
12 1,0 12 0,4
13 9,8 13 0,2
14 1,2 14 0,6
15 1,0 15 1,0
16 0,6 16 4,2
17 0,8 17 0,6
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18 0,4 18 1,8

X 0,95 1,42 0,70
Var. 4,30 2,40 0,13
SD 2,07 1,55 0,36

Abbildung 7: TUNEL gefarbter Tiefgefriersperma-Ausstrich eines Riden. Zu sehen
sind 13 Spermatozoen bei 400facher VergrofRerung, welche durch DAPI blau
gegengefarbt sind, wahrend eine Zelle im linken oberen Bildviertel grun, also mit

fragmentierter DNA dargestellt wird.
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Abbildung 8: TUNEL gefarbter Tiefgefriersperma-Ausstrich eines Ruden. Es wird ein
Ausschnitt des Objekttragers bei 1000facher Vergrof3erung dargestellt, wobei ein
deutlicher Kontrast zwischen grinem TUNEL-positivem Spermium und blauen mittels

DAPI gegengefarbten Spermien ohne DNA-Fragmentierung besteht.

Abbildung 9: Positivkontrolle eines TUNEL- gefarbten Tiefgefriersperma-Ausstriches
eines Ruden mittels DNASe. Alle abgebildeten Spermien zeigen grune Fluoreszenz

als Hinweis auf DNA-Fragmentierung
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4.11 Caspase-3-Nachweis

4.11.1 Problematik des Caspase-3-Nachweises

Aufgrund des sehr geringen Anteils Caspase-3-aktiver Spermatozoen und einer
schlechten Darstellung der Ubrigen Spermien stellte sich bei der Auswertung die
Frage, ob die Farbung erfolgreich war. Zudem musste darauf geachtet werden, die
Auswertung im zentralen Bereich des Objekttragers vorzunehmen, da hier
offensichtlich eine bessere Verteilung der Antikbrper bzw. eine ausreichende

Antikdrperkonzentration erreicht wurde (Abbildung 10).

4.11.2 Finanzieller und zeitlicher Aufwand des Caspase-3-Nachweises

Da beim Nachweis aktiver Caspase-3 eine starke Verdinnung der im Kit enthaltenen
AntikGrper stattgefunden hat und die Antikdrpermenge pro Objekttrager auf das
Mindestmald reduziert wurde, waren die Kosten pro Objekttrager mit 2 Euro geringer
als beim TUNEL. Es wurde der maximale vom Hersteller empfohlene
Verdunnungsfaktor gewahlt. Im Vorversuch konnte kein Unterschied zu einer
minimalen Verdunnung gefunden werden, bei der die Materialkosten bei ca. 6 € pro

Objekttrager lagen.

Der Zeitaufwand ist bei dieser Methode im Vergleich zu den ubrigen Methoden mit 56
Sekunden reiner Bearbeitungszeit pro Objekttrager am grofRten. Zusatzlich wird zur
Fixation eine Inkubation Uber Nacht sowie weitere Inkubations- und Wartezeiten von
insgesamt 225 Minuten nach einer vorherigen Vorbereitungszeit von ca. 15 Minuten

bendtigt.

4.11.3 Auswertung des Caspase-3-Nachweises

Die fluoreszenzmikroskopische Farbemethode zum Nachweis apoptotischer Zellen
erbrachte am wenigsten positive Spermien aller getesteten Methoden.
Durchschnittlich 0,3 % der untersuchten Zellen wiesen eine Caspase-3-Aktivitat auf

mit einem Median von 0,2 %. Auffallig war hierbei, dass bei 18 der 48 untersuchten
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Proben beim Auszahlen von jeweils 500 Zellen keine gefarbten Spermien
nachgewiesen werden konnten und der Maximalwert von 2,0 % (NS-15)
verhaltnismaRig niedrig war. Kryokonservierte Ejakulate wiesen im Mittel eine
Caspaseaktivitat von 0,29 % auf, wahrend tiefgefrorene Nebenhodenspermien bei
0,45 % lagen (Tabelle 8).

63



Tabelle 8: Prozentsatz Caspase-3-positiver Spermien von 20 caninen
Nativsamenproben (NS), 20 kryokonservierten Ejakulaten (TG) und 8 aus dem

Nebenhoden gewonnener  kryokonservierter  Samenproben (TG-NH). X

arithmetrischer Mittelwert; Var.: Varianz; SD: Standartabweichung

) o © o @ o
£ b 32 £ oh 2 £ b 32
£ O .2 = b .0 €T O .2
2 o 29 2 ¢ 2’ 2 Z 29
cZz Q = c - Q = c o Q =
(0] n G ()] n G (O] n o
QO O © O O © o+ O ©
o Oz o Oz o Oz
o o o

1 0,2 1 0,2 1 0,4
2 0,6 2 0,0 2 0,6
3 0,0 3 0,0 3 1,2
4 0,0 4 0,0 4 0,6
5 0,2 5 0,0 5 0,0
6 0,2 6 0,8 6 0,0
7 0,0 7 0,6 7 0,2
8 0,6 8 0,2 8 0,6
9 0,0 9 0,0

10 0,6 10 0,0

11 0,2 11 0,0

12 0,0 12 0,0

13 0,2 13 0,4

14 0,4 14 0,0

15 2,0 15 0,6

16 0,0 16 1,2

17 0,0 17 0,8

18 0,4 18 0,4

19 0,2 19 0,4

20 0,2 20 0,2

X 0,30 0,29 0,45
Var. 0,19 0,12 0,14
SD 0,44 0,34 0,37
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Abbildung 10: Darstellung eines caninen Spermiums mit aktiver Caspase-3 im linken
oberen Bildbereich. Die Ubrigen Spermien der Tiefgefrierprobe zeigen keine

Fluoreszenz und somit keine Caspaseaktivitat bei 1000facher Vergroerung.

4.12 Ergebnisse der computerassistierten Samenanalyse

Wie in Tabelle 9 dargestellt lag die Vorwartsbeweglichkeit bei 12 Proben uber 75,0
%. Lediglich Probe NS-5 wies eine Vorwartsbeweglichkeit von 17,2 % auf, welche
gemald der mikroskopischen Schatzung bei 90,0% lag. Es wurde ein Héchstwert von
99,7 % (NS-19) progressiv motiler Spermien von der Software ermittelt, welcher den

mikroskopisch erfassten Wert von 80,0 % deutlich Gberschritt.
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Tabelle 9: Ergebnistbersicht der computer assistierten Samenanalyse von 13
caninen Nativsamenproben (NS). promotil: Progressiv motile Spermien; Konz.:
Konzentration, ALH: amplitude of lateral head displacement; WOB: wobble; LIN:
Linearitat; STR: straightness; VSL: straight-line velocity; VCL: curvelinear velocity;
VAP: verage path velocity; DSL: distance straight line; DCL: distance curve line;

DAP: distance average path; TC; Total Cells
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4.13 Statistische Auswertung

Sowohl bei den Nativeamenproben und Tiefgefrierproben als auch fir die
Nebenhodenspermien existieren globale Unterschiede beim Vergleich aller
Farbemethoden, die mittels einfaktorieller Varianzanalyse ermittelt wurden. Das heif3t
die Farbemethoden sind aufgrund ihrer Resultate nicht gleichwertig, sondern es
liegen statistisch relevante Unterschiede vor. Es kann nicht pauschal vom Ergebnis

einer Farbemethode auf das Resultat einer anderen Methode geschlossen werden.

Anschlielend erfolgte ein paarweiser Vergleich aller Gruppen-Mittelwerte nach

Student-Newman-Keuls (Posthoc), bei dem es zu folgenden Ergebnissen kam:

Signifikante Unterschiede mit p < 0,01 ergaben sich, wie in Tabelle 10 angegeben,
zwischen folgenden Farbemethoden: Fur die Nativsamenproben unterscheidet sich
die  Toluidinblaufarbung  signifikant von der  Caspase-3-Aktivitat und

Anilinblaufarbung.

Ebenso unterscheiden sich die Ergebnisse der Chromomycin A3-Farbung signifikant
von denen der Caspase-3-Aktivitat und der Anilinblaufarbung. Des Weiteren besteht
ein signifikanter Unterschied zwischen der Akridinorangefarbung und der Caspase-3-

Aktivitat, sowie Anilinblaufarbung.

FUr das tiefgefrorene Probenmaterial gelten fur die CMAS3-Farbung die gleichen
signifikanten Unterschiede. Ebenso differenziert sich die Caspase-3-Aktivitat neben
den genannten Farbungen signifikant mit p < 0,01 von der TUNEL-Farbung und dem
mfSCSA (Tabelle 11). Zudem unterscheiden sich die Ergebnisse des Anilinblautests
und der TUNEL-Farbung signifikant mit p < 0,01 und es liegen Differenzen mit p <
0,05 zwischen Anilinblau und Toluidinblau, AOT, Caspase und mfSCSA vor.

In Tabelle 12 sind die signifikanten Unterschiede der Farbemethoden bezuglich der
Nebenhodenspermien dargestellt. Hochsignifikante Differenzen liegen zwischen dem
Akridinorangetest und der Anilinblaufarbung, dem mfSCSA und der Caspaseaktivitat
vor. AuRerdem unterscheiden sich die Ergebnisse der Anilinblaufarbung und der

Toluidinblaufarbung signifikant voneinander.
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Tabelle 10: Ubersicht Uber die signifikanten Unterschiede zwischen sieben
verschiedenen Farbemethoden zur Beurteilung der Chromatinkondensation anhand
von 20 caninen Nativsamenproben. x: kein Vergleich; --: kein signifikanter
Unterschied; +:signifikanter Unterschied mit p < 0,05; ++: signifikanter Unterschied
mit p < 0,01

Anilin- Toluidin-

blay blau AOT CMA3 TUNEL | Caspase
Anilinblau X ++ ++ ++ -- -
Toluidinblau SeaF X - - - ++
AOT ++ -- X -- + ++
CMA3 ++ - -- X - ++
TUNEL - - + - X -
Caspase -- ++ ++ ++ - X
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Tabelle 11:

Ubersicht Uber die signifikanten Unterschiede zwischen sieben

verschiedenen Farbemethoden zur Beurteilung der Chromatinkondensation anhand

von 20 caninen TG-Samenproben.

kein Vergleich;

kein signifikanter

Unterschied; +:signifikanter Unterschied mit p < 0,05; ++: signifikanter Unterschied

mit p < 0,01
Anilin- | Toluidin Caspa-
AOT mfSCSA | CMA3 | TUNEL
blau -blau se
Anilin-
X + + + ++ ++ +
blau
Toluidin-
+ X -- -- -- - ++
blau
AOT + -- X -- -- -- ++
mfSCSA + -- - X - - ++
CMA3 ++ -- -- -- X - ++
TUNEL ++ - - - - X ++
Caspase + ++ ++ ++ ++ ++ X
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Tabelle 12: Signifikante Unterschiede sieben unterschiedlicher
Chromatinfarbemethoden von acht caninen Nebenhodenspermienproben. x: kein
Vergleich; --: kein signifikanter Unterschied; +:signifikanter Unterschied mit p < 0,05;

++: signifikanter Unterschied mit p < 0,01

Anilin- | Toluidin- | AOT mfSCSA | CMA3 | TUNEL | Caspase
blau blau
Anilin- X ++ ++ -- - - -
blau
Toluidin- | ++ X - + - - +
blau
AOT ++ -- X ++ -- + ++
mfSCSA | -- + ++ X - - -
CMA3 -- -- -- -- X -- --
TUNEL -- -- + -- -- X --
Caspase | -- + ++ - - - X

Im Vergleich der Ergebnisse des AOT und mfSCSA mittels T-Test wurde fur die
tiefgefrorenen Samenproben kein signifikanter Unterschied zwischen den
Farbemethoden gefunden, wobei die Resultate des Akridinorangetest bei den

gefrorenen Nebenhodenspermien signifikant hoher lagen als im mfSCSA.

Wie in Tabelle 13 dargestellt, bestand eine signifikante Korrelation mit p < 0,01 far
die Nativsamenproben zwischen dem Akridinorange-Test und der Anilinblaufarbung

(Korrelationskoeffizient r = 0,567), sowie der Chromomycin A3-Farbung (r = 0,645).
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Mit einem p-Wert unter 0,05 korrelierte Anilinblau mit Toluidinblau (r = 0,455) und der
TUNEL-Farbung (r = 0,557). Zwischen Toluidinblau und Chromomycin A3 besteht

eine Korrelation von r = 0,538.

Wie in Tabelle 14 dargestellt korrelierten beim Vergleich der tiefgefrorenen
Samenproben Anilinblau mit Toluidinblau (r = 0,698) und dem Akridinorangetest (r =
0,582) sowie der Akridinorangetest mit dem mfSCSA (r = 0,682) und der
Chromomycin A3-Farbung (r = 0,752) mit p < 0,01. Zudem korrelierte die CMA3
Farbung mit p < 0,05 mit Anilinblau (r = 0,536), Toluidinblau (r = 0,453) und dem
mfSCSA (r = 0,544), wahrend Toluidinblau ebenfalls mit dem Akridinorangetest (r =
0,474) mit p < 0,05 korreliert.
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Tabelle

Chromatinuntersuchungsmethoden
Korrelationskoeffizient; p: probability-value/Signifikanzwert; *: p-Wert < 0,05; **: p-

Wert < 0,01; -: keine Korrelation; x: keine Analyse

13:

Korrelationskoeffizienten nach Pearson sechs

fur

20

canine

Nativsamenproben.

unterschiedlicher

r:

Anilin- Toluidin- | AOT CMA3 TUNEL Caspase
blau blau
Anilin- X * * - * -
blau
' 0,455 0,567 0,434 0,557 0,122
P 0,044 0,009 0,056 0,011 0,610
Toluidin- | * X - * - -
blau
r 0,455 0,320 0,538 0,357 0,070
p 0,044 0,169 0,014 0,122 0,769
AOT * - X * - -
r 0,567 0,320 0,645 0,223 0,066
p 0,009 0,169 0,002 0,345 0,783
CMA3 - * ** X - -
r 0,434 0,538 0,645 0,187 0,183
p 0,056 0,014 0,002 0,429 0,441
TUNEL * - - - X -
r 0,557 0,357 0,223 0,187 0,027
p 0,011 0,122 0,345 0,429 0,912
Caspase | - - - - - X
r 0,122 0,070 0,066 0,183 0,027
p 0,610 0,769 0,783 0,441 0,912
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Tabelle 14: Ubersicht Uber die Korrelationsanalyse nach Pearson sieben

verschiedener Untersuchungen zur Chromatinkondensation 20 caniner Tiefgefrier-

Samenproben. r: Korrelationskoeffizient; p: probability-value/Signifikanzwert; *: p <

0,05; **: p < 0,01; -: keine Korrelation; x: keine Analyse

Anilin- Toluidin- | AOT mfSCSA | CMA3 TUNEL | Caspase
blau blau
Anilin- X ** ** - * - -
blau
r 0,698 0,582 0,353 0,536 0,245 0,325
p <0,001 | 0,007 0,127 0,015 0,298 0,162
Toluidin- | ** X * - * - -
blau
r 0,698 0,474 0,104 0,453 0,255 0,325
p <0,001 0,035 0,664 0,045 0,277 0,162
AOT o o ” > o 3 a
r 0,582 0,474 0,682 0,752 0,243 0,093
p 0,007 0,035 <0,001 | <0,001 |0,303 0,697
mfSCSA | - - * X * - -
r 0,353 0,104 0,682 0,544 0,346 0,108
p 0,127 0,664 <0,001 0,013 0,135 0,652
CMA3 * * * * X - -
r 0,536 0,453 0,752 0,544 0,431 0,007
p 0,015 0,045 <0,001 | 0,013 0,058 0,975
TUNEL |- - - - - X -
r 0,245 0,255 0,243 0,346 0,431 0,132
p 0,298 0,277 0,303 0,135 0,058 0,578
Caspase | - - - - - - X
r 0,325 0,300 0,093 0,108 0,007 0,132
p 0,162 0,199 0,697 0,652 0,975 0,578
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Bei den acht aus dem Nebenhoden gewonnenen tiefgefrorenen Samenproben wurde
lediglich zwischen der Chromomycin A3-Farbung und der Toluidinblaufarbung (r =
0,719), sowie zwischen der AOT-Farbung und der TUNEL-Farbung (r = 0,760) eine
Korrelation mit einem p-Wert von < 0,05 gefunden (Tabelle 15). Durch die geringe
Zahl an Daten ist die Korrelationsanalyse der Nebenhodenspermien allerdings nicht
beweisend.
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Tabelle 15: Korrelationsanalyse sieben verschiedener Methoden zur Darstellung der

Chromatinkondensation anhand von 8 tiefgefrorenen Nebenhodenspermienproben. r:

Korrelationskoeffizient; p: probability-value/Signifikanzwert *: p < 0,05, **: p < 0,01, -:

keine Korrelation, x: keine Analyse

Anilin- | Toluidin | AOT mfSCS | CMA3 | TUNEL | Caspase
blau -blau A
Anilin- X - - - - - -
blau
r 0,280 0,533 0,529 0,152 | 0,392 0,035
P 0,501 0,174 0,178 0,720 | 0,337 0,934
Toluidin- | - X - - * - -
blau
r 0,280 0,398 0,425 0,719 | 0,167 0,315
P 0,501 0,329 0,294 0,045 | 0,693 0,447
AOT - - X - - * -
r 0,533 | 0,398 0,127 0,133 | 0,760 0,142
p 0,174 | 0,329 0,764 0,753 | 0,028 0,737
mfSCSA | - - - X - - -
r 0,529 | 0,425 0,127 0,553 | 0,133 0,202
p 0,178 | 0,294 0,764 0,155 | 0,754 0,631
CMA3 - * - - X - -
r 0,152 | 0,719 0,133 0,553 0,171 0,242
p 0,720 | 0,045 0,753 0,155 0,686 0,564
TUNEL - - * - - X -
r 0,392 | 0,167 0,760 0,133 0,171 0,560
P 0,337 | 0,693 0,028 0,754 0,686 0,149
Caspase | - - - - - - X
r 0,035 |0,315 0,142 0,202 0,242 | 0,560
P 0,934 | 0,447 0,737 0,631 0,564 | 0,149
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Da die Nativsamenproben auch mittels klassischer Samenuntersuchung bewertet
wurden, wurden die Ergebnisse der Chromatinuntersuchungen zusatzlich einer

Korrelationsanalyse mit diesem Samenparameter unterzogen.

Es wurde zunachst die Differenz der vorwartsbeweglichen Spermien von der
Gesamtheit der Spermien und die Differenz der vitalen Spermien von der
Spermiengesamtzahl erfasst und logarithmiert und der Anteil pathomorpher
Spermien logarithmiert und schlieBlich einer Korrelationsanalyse mit den
Ergebnissen der Chromatinuntersuchungen unterzogen. Die Logarithmierung
erfolgte aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der Ergebnisse der klassischen

Samenanalyse.

Wie in Tabelle 16 dargestellt, ergaben sich Korrelationen mit einen p-Wert von < 0,05
zwischen einem verminderten Anteil progressivmotiler Spermien und gemafll AOT
ermittelter chromatingeschadigter Spermien (r = 0,450) sowie bezlglich
Spermatozoen mit Caspaseaktivitat und Avitalitat (r = 0,463) sowie
Pathomorphologie (r = 0,445).
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Tabelle 16: Korrelationsanalyse sechs verschiedener Methoden zur Darstellung der
Chromatinkondensation mit klassischen Samenparametern anhand von 20 caninen
Nativsamenproben . r: Korrelationskoeffizient; p: probability-value/Signifikanzwert; *:

p <0,05; **: p<0,01; -: keine Korrelation; x: keine Analyse

Anilin- Toluidin- | AOT CMA3 TUNEL Caspase
blau blau
Amotilitat | - - * - - -
r 0,230 0,435 0,450 0,295 0,348 0,343
P 0,329 0,055 0,046 0,207 0,133 0,138
Avitalitat | - - - _ _ *
r 0,072 0,389 0,160 0,189 0,226 0,463
P 0,762 0,090 0,502 0,425 0,337 0,040
Patho- - - - - - *
morp ho-
logie
r 0,129 0,248 0,049 0,213 0,340 0,445
P 0,588 0,291 0,838 0,367 0,142 0,049

Um heraus zu finden ob die Wahl des Probenmaterials die Ergebnisse signifikant

beeinflusst,

bezlglich Farbung angefertigt.

Es wurde keine Abhangigkeit der Ergebnisse der Farbemethode von der Art des

Probenmaterial

nachgewiesen.

(Nativsamen,

Tiefgefriersperma

Nebenhodensperma)

wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung




Beim paarweisen Vergleich der Gruppen (NS, TG, TG-NH) wurden zwischen den
Nativsamenproben und den Tiefgefrierspermaproben, sowie zwischen den
Nativsamenproben und Nebenhodenspermien keine signifikanten Unterschiede
gefunden. Bei diesem Vergleich wurden alle Farbemethoden, auler der mfSCSA
einbezogen, da dieser nicht fur spruhfixierte Nativsamenproben geeignet ist. Der
mfSCSA konnte deshalb nur beim Gruppenvergleich der kryokonservierten Ejakulate
und tiefgefrorenen Nebenhodenspermien erfasst werden, die vor dem Farben frisch
aufgetaut wurden. Hier bestand eine Wechselwirkung der Probenart und den

Farberesultaten.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung

In humanmedizinischen Studien wurden bereits viele Methoden zur Beurteilung der
Chromatinkondensation verglichen. Zudem wurde untersucht, ob konventionelle
Samenparameter einen Hinweis auf die Stabilitdt des Chromatins geben, bzw.
inwiefern es moglich ist anhand bestimmter Samenparameter auf die Fertilitat eines

Individuums zu schlief3en.

Chohan et al. (2006) \verglichen Ergebnisse des flowzytometrischen
Spermienchromatinstrukturassays  (SCSA), des fluoreszenzmikroskopischen
Akridinorangetests (AOT), des Spermienchromatindispersionstests (SCD) sowie des
Terminal desoxynucleotidyl transferase -mediated d-UTP nick end labeling (TUNEL)-
Tests miteinander und untersuchten die Unterschiede zwischen fertilen und infertilen
Mannern. TUNEL, SCSA und SCD lieferten vergleichbare Ergebnisse, wahrend der
AOT nicht mit den anderen Testergebnissen korrelierte. Zwischen fertilen und
infertilen Mannern unterschieden sich die Resultate des TUNEL, SCD und SCSA,
wahrend im AOT keine solchen Tendenzen zu erkennen waren. In dieser Studie
wurden mittels AOT deutlich erhdhte Anteile chromatininstabiler Spermien

nachgewiesen.

Auch Erenpreiss et al. (2004) beschriecben eine positive Korrelation des
fluoreszenzmikroskopischen TUNELs mit den Ergebnissen der Toluidinblaufarbung
und fanden ebenfalls bei der flowzytometrischen Auswertung positive Korrelationen
zwischen Toluidinblau, SCSA und TUNEL. Lopes et al. (1998) fanden eine negative
Korrelation zwischen der Fertilisationsrate bei der intracytoplasmatischen
Spermieninjektion und dem Anteil an TUNEL-positiven Spermien beim Mann. Die
gleichen Autoren zeigten eine positive Korrelation zwischen Motilitdtsparametern und
DNA-Fragmentierungen, jedoch kein Zusammenhang der DNA-Integritat mit der

Spermienkonzentration und Spermiengesamtzahl.

In der Veterinarmedizin sind bisher wenige Vergleiche unterschiedlicher
Farbemethoden veroffentlicht und Untersuchungen zur Fertilitat in Zusammenhang

mit unterschiedlichen Samenparametern begrenzt. Evenson et al. (1980) versuchten
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einen Bezug zwischen der Empfindlichkeit bezlglich Hitzedenaturierung von
bovinem Spermienchromatin und der Fertilitdt herzustellen. Ein subfertiler Bulle
enthielt flowzytometrisch mehr Akridinorange positive Zellen als die fertilen Tiere.
Ballachey et al. (1987) beschreiben eine negative Korrelation zwischen der Fertilitat
und dem Anteil von Einzelstrang-DNA in Bullenspermien, in Form von mittels
Akridinorange rot gefarbten Spermien, welche per Flowzytometer erfasst wurden. In
einer weiteren Studie der gleichen Autoren wurde die Fertilitat von Bullen anhand der
Resultate einer heterospermatischen Insemination beurteilt. Das heil3t weibliche
Tiere wurden mit einer Mischung von Spermazellen unterschiedlicher Vatertiere
besamt und anhand der Nachkommen wurden Ruckschlisse Uber das
Befruchtungsvermégen der Tiere gezogen. Als Mall der Fertilitat wurde der
sogenannte ,Competitive Index erfasst. Der Samen wurde mittels SCSA untersucht
und folgende Parameter bestimmt: Motilitat (visuell, photomotility technique und
computergestutzt), Akrosomintegritat und Morphologie. Alle
Samenqualitatsparameter korrelierten mit dem ,Competitive Index®, wahrend die
Resultate des SCSA mit der Motilitat und Akrosomintegritat korrelierten. Die
Korrelation der SCSA-Ergebnisse mit der Spermienmorphologie war nicht signifikant
(Ballachey et al. 1988). Acevedo (2001) dagegen fand einen Zusammenhang
zwischen Chromatinintegritdt und Morphologie. Auch Bochenek et al. (2001)
untersuchten flowzytometrisch die Chromatinstabilitat beim Bullen mittels SCSA und
verglichen die Ergebnisse mit der Fertilitat, d. h. mit der Non-Return-Rate nach
instrumenteller Besamung. Hierbei korrelierte die Fertilitat mit Ergebnissen aus dem
SCSA. Auch beim Hengst wurde ein direkter Zusammenhang des Chromatinstatus,
erfasst mittels SCSA bzw. mfSCSA, mit der Trachtigkeitsrate der Saison fur nativ
schockgefrorenes Sperma gefunden (Thielden, 2006). In der gleichen Studie bestand
eine negative Korrelation des DNA-Fragmentierungsindex nativ schockgefrorener
Hengstspermien mit der initialen Motilitat und eine positive Korrelation mit dem
Prozentsatz morphologisch veranderter Spermien. Paradowska-Dogan et al. (2014)
untersuchten die DNA-Integritdt von 55 Hengsten, die in vier Fertilitatsgruppen
eingeteilt wurden, mittels flowzytometrischer Akridinorangefarbung und fanden
zwischen den Gruppen keine Unterschiede bezuglich der DNA-Integritat im
Gegensatz zu Thie3en (2006). Die Autoren stellten dagegen einen Zusammenhang

der Fertilitdt mit dem Verhaltnis von Protamin 1 zu Protamin 2 fest.
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Laut Ardon (2005), die den modifizierten Spermienchromatinstrukturassay einsetzte,
korreliert der Anteil chromatininstabiler Spermatozoen beim Eber signifikant mit dem
Anteil an Spermien mit Zytoplasmatropfen wahrend keine Korrelation zwischen dem
Anteil chromatininstabiler Spermatozoen und anderen klassischen
Samenparametern, wie z.B. der Motilitat und anderen Pathomorphologien als

Zytoplasmatropfen bestand.

Penfold et al. (2003) untersuchte die Fertilitatsrate nach intracytoplasmatischer
Spermien Injektion von felinen normospermen und teratospermen Samenproben und
fand eine veranderte Chromatinstruktur mittels SCSA (13,8 £2 ,4 % vs. 48,5 £ 6 %),

aber eine unveranderte Fertiliatsrate der teratospermen Proben.

Es sind bisher nur vereinzelt Untersuchungen zur Chromatinkondensation beim
Riuden veroffentlicht, weshalb vor allem im Vergleich zum Menschen in diesem
Bereich eine diagnostische Lucke besteht. Aber auch in der Veterinarmedizin wurden
in der Vergangenheit fir andere Tierarten haufiger Farbungen zum Chromatinstatus
eingesetzt, weshalb eine Etablierung fir den Riden sinnvoll erscheint. Strotmann
(2009) beschreibt beim Ruden eine grolRe Variationsbreite bezuglich der Stabilitat
des Spermienchromatin und schreibt dies einer fehlenden Selektion der mannlichen
Zuchttiere auf Fertilitdt zu. Somit scheinen weitere Untersuchungsmethoden zur
detaillierten Beurteilung caniner Spermatozoen als Hilfsmittel flir eine spezifische
Zuchtselektion wunschenswert. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Chromatinstatus mit der Fertilitdt beim Mensch und anderer Tierarten dienen als
Motivation, Untersuchungen zur Chromatinkondensation fur den Riden einzufuhren
Der Zusammenhang konventioneller Samenparameter mit der Fertilitat beim Hund
wurde in den letzten Jahren in unterschiedlichen Studien belegt. Dabei bestehen
kontroverse Ergebnisse bezlglich korrelierender Samenparameter und deren
Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit. Mickelsen et al. (1993) untersuchten anhand der
instrumentellen Besamung von 31 Hundinnen die Konzeptionsrate von
Hundespermien. Die Trachtigkeitsrate wurde signifikant von der Gesamtzahl
progressiv-motiler Spermien und morphologisch unauffalliger Spermien pro Ejakulat
beeinflusst, nicht aber vom Prozentsatz motiler Spermotozoen bzw. dem Prozentsatz
morphologisch abweichender Zellen an der Gesamtspermienzahl. Das bedeutet,

dass laut dieser Quelle, eine Mindestzahl progressiv-motiler Spermien bzw.
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morphologisch unauffalliger Spermien entscheidend fir die Fruchtbarkeit ist und ein
hoher Prozentsatz Spermien mit guter Qualitat irrelevant ist, wenn die

Spermiengesamtzahl nicht hoch genug ist.

Zur Bedeutung der computerassistierten Samenanalyse beim Hund betrachteten
Rijsselaere et al. (2007) die Samenqualitdt von 110 Ruden, bei denen das
Kdrpergewicht positiv mit der Gesamtspermienzahl und negativ mit der curvelinear
velocity korrelierte. Es gab deutliche Unterschiede bei den meisten CASA-Resultaten
zwischen fertilen und subfertilen Ruden. Choi et al. (2011) untersuchten einerseits
konventionelle Samenparameter, die mittels CASA erfasst wurden und andererseits
die DNA-Fragmentierung mittels Spermienchromatindispersionstest. Hierbei zeigten
sich sowohl bei der Morphologie und Motilitat als auch beim der Fragmentierungsrate
signifikante  Unterschiede zwischen infertlen Ruden und der gesunden
Kontrollgruppe. Zudem korrelierten die CASA-Ergebnisse mit den Ergebnissen der

Chromatinuntersuchung.

Bei den flowzytometrischen SCSA-Untersuchungen von Strotmann (2009)
unterschieden sich die DFI-Werte (%) von Riden mit Normospermie und Dysspermie

von denjenigen der Ejakulate mit Pathospermie signifikant.

Prinosilova et al. (2012) bestimmten die DNA-Fragmentierung von 60 Riden
unterschiedlicher Fertilitat mittels flowzytometrischem SCSA und verglichen die
Ergebnisse mit konventionellen Samenparametern. Es wurde Frischsamen,
flussigverdinntes Sperma, sowie tiefgefrorenes Sperma verwand. Sie fanden eine
negative Korrelation zwischen fragmentierter DNA und Gesamtspermienzahl,
Prozentsatz gesamt motiler und progressiv motiler Spermien, Spermienvitalitat und
Anteil morphologisch unauffalliger Spermien, auch wenn die Korrelationsindizes
niedrig waren. Zusatzlich wurden die Ruden mit verminderter Fertilitat anhand ihrer
konventionellen Samenparametern eingeteilt. Es zeigte sich ein hdherer
Fragmentierungsindex bei den subfertilen Ruden im Vergleich zu den fertilen Ruden,
jedoch waren die Fragmentierungindizes insgesamt so niedrig, dass laut dieser
Autoren nicht davon auszugehen ist, dass dieser sich signifikant auf die Fertilitat

auswirkt.
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Rota et al. (2005) konnten im Vergleich zu Prinosilova et al. (2012) keine Korrelation
der Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopisch ausgewerteten Akridinorangefarbung
von funf fertilen Riden mit konventionellen Samenparametern wie der Motilitat oder

dem Hyperosmotischem Schwelltest ermitteln.

Vieytes et al. (2008) fanden eine geringe Korrelation zwischen
Chromatinkondensation, ermittelt durch Toluidinblaufarbung und anderen
spermatologischen Parametern wie Motilitat, Vitalitat (Eosin) und Membranintegritat
(Hyperosmotischer Schwelltest) beim Bullen. Der Autor halt weitere Studien mit
einem einer groReren Zahl an Probanden mit unterschiedlicher Fertilitat bzw.
Infertilitat fr erforderlich, um diese Tests sorgfaltiger beziglich des Zusammenhangs
mit der Fruchtbarkeit bewerten zu kdnnen. Mello (1982) fand bei einem Bullen mit
verminderter Fertilitat einen 2zwdlffach hdheren Wert toluidinblaugefarbter
Spermatozoen im Vergleich zu einem fertilen Tier. Da beide Werte aber in einem
Bereich unter einem Prozent liegen ist es fraglich, welche Aussage mit diesem
getroffen werden kann. Khalifa et al. (2008) fanden bei ihren Untersuchungen der
Chromatinstabilitat beim Bullen mittels Anilinblaufarbung keinen Zusammenhang zur
Rasse oder Anzahl an Ejakulationen, wahrend eine Korrelation zur Vitalitat,
Kopfanomalien und dem Vorhandensein von Zytoplasmatropfen bestand. Dagegen
fanden sie rasseabhangige Unterschiede in der Anfalligkeit gegeniber
Dekondensation ausgelost durch Natriumlaurylsulfat und DTT. Interessanterweise
war hierbei die Spermien-DNA von Limousinebullen in gekihltem Samen weniger
empfindlich als Samen von Blonde d'Aquitaine, obwohl dieser im Frischzustand
weniger DNA-Dekondensation aufwies. Aullerdem fanden die Autoren eine
verbesserte Resistenz gegenuber Dekondensation ermittelt durch
Akridinorangefarbung, wenn auch die konventionellen Samenparameter, wie
Konzentration, Motilitat, Anteil lebender Spermien und eine normale Morphologie
gesteigerte Werte zeigten. Khalifa et al. (2008) beschrieben eine negative Korrelation
zwischen dem Auftreten von Chromatininstabilitdten erfasst mittels Akridinorange
und der Befruchtungsrate bei der In-vitro-Embryo-Produktion. Dies galt sowohl fur die

Befruchtungsrate als auch die Embryonenreifung nach 18 Stunden.

Aufgrund unterschiedlicher Ansichten Uber die Bedeutung und Zusammenhange

verschiedener Samenparameter mit der Fertilitdt, die Tierart Ubergreifend bestehen,
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scheinen weitere Untersuchungen zur Chromatinkondensation beim Riden sinnvoll.
So halt auch Biege (2004) nach der Etablierung des modifizierten
fluoreszenzmikroskopischen Spermienchromatinstrukturassays trotz dessen hoher
Reproduzierbarkeit weitere Untersuchungen zum Zusammenhang mit der Fertilitat

und die Schaffung reprasentativer Normbereiche fur den Ruden fur notwendig.

5.2 Diskussion der Methoden

Zur Untersuchungen der Chromatinkondensation caniner Spermatozoen wurde eine
heterogene Gruppe von Ruden verwendet, die als fertil eingestuft wurden. Dies war
notwendig, da die beschriebenen Methoden bei gesunden Tieren etabliert werden
solliten, um Vergleichswerte fur zuklnftige Untersuchungen infertiler bzw. subfertiler

Ruden zu erhalten.

Bei der Wahl der Methoden wurden darauf geachtet, dass diese in der
Humanmedizin bereits etabliert sind und Erkenntnisse Uber die Samenqualitat bzw.
Fruchtbarkeit liefern. Es wurden Methoden, die bereits fur den Riden getestet sind
(mfSCSA, TUNEL), mit Farbungen, die flr andere Tierarten als den Ruden etabliert
sind (Akridinorangetest, mfSCSA, TUNEL, Anilinblau, Toluidinblau), kombiniert.
Zudem wurde mit dem Nachweis der Caspase-3-Akitvitat eine Methode eingeflihrt,
uber die noch wenig in der veterinarmedizinischen Andrologie bekannt ist. Somit
konnen aufgrund bereits untersuchter Korrelationen Hinweise auf die Plausibilitat der
Untersuchungsergebnisse geliefert werden. Die Anilinblaufarbung stellt als
lichtmikroskopische Farbung eine sehr schnelle Methode mit wenigen
Arbeitsschritten dar und korreliert laut Dadoune et al. (1988) beim Menschen mit der
Fruchtbarkeit. Da fir den Ruden noch keine Untersuchungen vorliegen, scheint eine
EinflUhrung in die Andrologie des Hundes sinnvoll. Ein negativer Aspekt dieser
Methode ist das Gesundheitsrisiko ausgehend von der Glutaraldehydlésung zur
Fixation, welche laut Sicherheitsdatenblatt nach VO EG 1907/2007 unter anderem
giftig beim Einatmen sowie bei Berlihrungen der Haut ist. Fir den Farbstoff Anilinblau
besteht Gesundheitsgefahr lediglich beim Verschlucken. Fur den Bullen (Vieytes et
al.,, 2008; Khalifa, 2008) und den Kater (Hingst et al, 1995) liegen

veterinarmedizinische Untersuchungen vor. Hingst et al. (1995) untersuchten die
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Chromatinstabilitat feliner Nebenhodenspermien mittels Akridinorange und Anilinblau
und stellten eine Stabilisierung im Verlauf der Nebenhodenpassage fest. Aufgrund
der Unabhangigkeit von Motilitdtsparametern betrachten die Autoren die
Chromatinkondensation als unabhangigen Fertilitatsparameter. Wegen der
bestehenden Korrelation von Anilinblau und Akridinorange wahrend der
Nebenhodenpassage wurden in der eigenen Studie beide Parameter eingesetzt, da
von Biege (2004) bereits eine Methode mit dem Farbstoff Akridinorange flr den
Riden beschrieben wurde. Beim von Biege (2004) etablierten modifizierten
fluoreszenzmikroskopischen Spermienchromatinstrukturassay, das aus dem
flowzytometrischen SCSA entwickelt wurde, wurden native Samenausstriche
untersucht, was ein sofortiges Farben noétig macht. Auch wenn die Auswertung
spater erfolgen kann, ist ein erhdhter Aufwand aufgrund der technischen Ausstattung
und fehlender Maoglichkeit sprihfixierte Ausstriche flr einen Farbevorgang mit
mehreren Objekttragern zu sammeln, notwendig. Deshalb wurde entschieden,
gleichzeitig die urspringliche Akridinorangefarbung nach Tejada et al. (1984)
durchzufihren, da in der Humanmedizin zahlreiche Studien existieren, in denen
fixierte Ausstriche verwendet wurden. Es wurden zwei verschiedene Methoden zum
Einsatz des Akridinorange-Farbstoffes verwendet und verglichen, da jede bestimmte
Vor- und Nachteile hinsichtlich der Praktikabilitat aufweist und somit sollte geklart
werden, welche besser fur den Einsatz in der veterinarmedizinischen Andrologie
geeignet ist und inwiefern sich die Ergebnisse unterscheiden. Das Phanomen der
Arealbildung, das bei beiden Akridinorangefarbungen auftritt, wurde bereits in der
Vergangenheit beschrieben (Duran et al. 1998, Acevedo, 2001) und ist laut Evenson
et al. (1999) der Tatsache geschuldet, dass das Objekttragerglas den Farbstoff
Akridinorange adsorbiert. Zudem ist die Oberflache der Objekttrager und Deckglaser
nicht absolut eben, wodurch es zu unterschiedlich hohen Konzentrationen vom
Farbstoff auf dem einzelnen Objekttrager kommt. Als weiteren Nachteil des AOT ist
das Gesundheitsrisiko aufgrund des Farbstoffes zu nennen. Akridinorange ist
gesundheitsschadlich und kann zu irreversiblen Schaden fuhren, da es vermutlich
genetische Defekte hervorrufen kann. Zudem wird es mit Keimzellmutagenitat in
Verbindung gebracht und gilt als stark wassergefahrdend (Sicherheitsdatenblatt VO
EG 1907/2006, Sigma Aldrich). Ein wesentlicher Punkt, der die Praktikabilitat des
mfSCSA verbessert, ist die lange Lagerfahigkeit der gefarbten Ausstriche. Biege
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(2004) wiederholte die Auswertung nach 4 Wochen lichtgeschutzter Lagerung bei 4
°C und fand keine signifikante Abweichung zur sofortigen Untersuchung. ThielRen
(2006) testete den modifizierten fluoreszenzmikroskopischen
Spermienchromatinstrukturassay fur equine Spermatozoen. Dabei wurde sogar bei
einer Auswertung nach 6 Monaten noch eine signifikante Korrelation zur direkten

Untersuchung gefunden.

Negativ zu bewerten ist die Auswertung des mfSCSA mittels Computerprogramm,
die zwar die genaue Bestimmung der Fluoreszenz ermdglicht, aber mit einer relativ
aufwendigen Einarbeitung in die Methodik verbunden ist. Von Biege (2004) wurden
bei der Etablierung immer zwei SCSA-Werte angegeben, ein vom Computer
ermittelter Wert und ein visuell korrigierter Wert. Einerseits nennt die Autorin die
Mdoglichkeit der visuellen Erfassung als Vorteil gegenliber der Flowzytometrie,
andererseits kommt sie aufgrund der signifikanten Korrelation der beiden Werte zu
dem Entschluss, dass auf den visuell korrigierten Wert verzichtet werden kann. Nur
im Einzelfall traten Abweichungen des computererfassten Wertes und der Korrektur
aufgrund von Zwischenfarbstufen zwischen gelb und orange auf. Zudem fand Biege
(2004) eine signifikante Steigerung der roten Spermienpopulation bei erhdohten
Raumtemperaturen zwischen 26 und 27 °C. Dagegen bemerkte Acevedo (2001) bei
Anderung der Umgebungstemperatur von 5 °C auf 25 °C einen Farbwechsel aller
Spermien nach grun. Die ersten zehn Minuten nach der Farbung gelten als kritischer
Zeitpunkt, an dem es vermutlich durch Reoxidation von Thiolgruppen zu einem
Farbumschlag nach grin kommt. Deswegen wurde von ihr eine Behandlung mit DTT
oder Mercapthoethanol zur Stabilisierung von Thiolgruppen empfohlen, was zur
Entwicklung des modifizieten SCSA gefuhrt hat. Auch in den eigenen
Untersuchungen konnte die Beobachtung gemacht werden, dass sich eine Erhdhung
der Raumtemperatur negativ auf die Farberesultate auswirkt. Da Biege (2004) eine
gute Lagerfahigkeit der Ausstriche bei 5 °C beschreibt, ist zu empfehlen, diese auch
erst unmittelbar vor der mikroskopischen Beurteilung aus der Kuhlung zu nehmen,
was sich bei raumlicher Trennung zwischen Fluoreszenzmikroskop und
Kuhlgelegenheit unter Umstanden als schwierig erweist. Der mfSCSA erforderte
mehr Zeit- und Materialaufwand als die Farbung nach Tejada et al. (1984) und es
wurden ahnliche Probleme festgestellt. Im Gegensatz zu Biege (2004), welche bei
der Etablierung dieser Methode die vorher genannten Probleme bezuglich einer
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ungleichmalligen Farbung des Objekttragers, sowie einem Verblassen der Farbe
nicht beobachtete, ergaben sich bei den eigenen Untersuchungen die gleichen

Probleme wie beim AOT.

Zu dem bereits oben beschriebenen Gesundheitsrisiko durch Akridinorange kommen
beim mfSCSA noch weitere Gefahrenstoffe hinzu. So wird von DMSO ebenfalls eine
Keimzellmutagenitat sowie eine karzinogene Wirkung auf verschiedene Organe
vermutet. AulRerdem wirkt DTT reizend auf Atmungsorgane, Haut und Augen.
(Sicherheitsdatenblatt VO EG 1907/2006, Sigma Aldrich). Die zur Verfugung
stehende Version der Software CellSense bot keine Moglichkeit des
computergestitzten Zahlens der Spermien, sodass die Auswertung visuell erfolgen
musste. Der enorme Kostenaufwand fur die Erweiterung des Programms mit dieser
Funktion und der dem entgegenstehende verringerte Zeitaufwand scheint hier kaum
in einem angemessene Verhaltnis, zumal eine visuelle Kontrolle der Ergebnisse
aufgrund der sehr unterschiedlichen Farbeergebnisse ratsam scheint. Um die
kontroversen Erkenntnisse, die Uber den Einsatz von Akridinorange in der
veterinarmedizinischen Andrologie bestehen, genauer zu beleuchten, wurden beide
Methoden getestet. Da lichtmikroskopische Methoden ein weniger teures Equipment
als die Fluoreszenzmikroskopie erfordern und ein Lichtmikroskop zur
Standardausstattung in einem veterindrmedizinischen Labor gehort, wurde zusatzlich
die Toluidinblaufarbung fur den Riden getestet, da diese laut Erenpreiss et al. (2001)
aufgrund ihrer Korrelation mit anderen Chromatinfarbungen eine gute Alternative zur
Flowzytometrie bzw. Fluoreszenzmikroskopie darstellt. Es wurden vor Beginn der
eigentlichen Untersuchungen unterschiedliche Protokolle getestet (Krzanowska,
1982; Mello, 1982; Erenpreiss et al., 2001; Beletti und Mello, 2004) und die Methode
nach Erenpreiss et al. (2001) aufgrund der besten Farbeergebnisse gewahlt.
Untersuchungen liegen fur andere Tierarten bereits vor. So fand Mello (1982) einen
unmittelbaren Zusammenhang mit der Fertilitat beim Bullen und Beletti und Mello
(2004) untersuchten Kaninchensperma mittels Toluidinblaufarbung. Rodriguez et al.
(1985) untersuchten die Chromatinkondensation beim Schafbock mittels Toluidinblau
und fanden deutliche Unterschiede zwischen Tieren mit unterschiedlicher Fertilitat,
obwohl diese anhand des Spermiogramms nicht zu unterscheiden waren. Carretero
et al. (2012a), die die Methode flr equine Spermatozoen testeten, erachten den
Toluidinblautest als einfachen, schnellen und kostengunstigen Test mit einer hohen
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Wiederholbarkeit, womit die Aktualitat der Untersuchungsmethode belegt wird.
Obwohl viele Untersuchungen zur Toluidinblaufarbung bereits vor dreildig Jahren
gemacht wurden scheint die Frage nach der Etablierung der Toluidinblaufarbung
beim Ruden somit berechtigt zu sein. Bei der Handhabung mit Toluidinblau besteht
fur den Untersucher kein Gesundheitsrisiko, allerdings wird der Stoff als
,wassergefahrdend“ eingestuft (Sicherheitsdatenblatt VO EG 1907/2006,
Merckmillipore). Dennoch stellt der Umgang mit Butanol und Xylol im Anschluss an
die Farbung ein Gesundheitsrisiko dar, da Butanol laut Sicherheitsdatenblatt gemaf
Verordnung (EG) Nr. 453/2010 sowohl reizend fur Augen und Atemwege ist, sowie
gesundheitsschadlich beim Einatmen. Xylol gilt ebenfalls als reizend bis todlich beim

Verschlucken und Einatmen sowie als wassergefahrdend.

Um neue Methoden zur Untersuchung der Chromatinkondensation beim Ruden zu
etablieren, wurde zudem die fluoreszenzmikroskopische Chromomycin A3—Farbung
getestet, die bisher beim Bullen und bei der Maus Verwendung fand (Simdes et al.,
2009; Bianchi, 1993). Simbes et al. (2009) erklaren den CMAS3-Test zu einem
einfachen und natzlichen Hilfsmittel zur Detektion einer Protamindefizienz beim
Bullen. Zudem existieren fur den Rhesusaffen, den Eber, den Schaf- und
Ziegenbock, den Rammler und die Ratte Untersuchungen zur Protaminierung mittels
CMA3 (Warntjen, 2012). Wahrend diese Fluoreszenzfarbung in der
humanmedizinischen Andrologie als guter Fertilitatsparameter gilt (Iranpour et al.,
2000), beschreiben Simbes et al. (2009), dass die Protamindefizienz nicht direkt mit
der bovinen Fertilitat zusammenhangt. Sie erklaren dies mit den Erkenntnissen von
Aoki et al. (2005) Uber die Bedeutung eines gestorten Verhaltnisses von Protamin 1
zu Protamin 2 fur die Fertilitdt beim Mann. Aufgrund lackenhafter
veterinarmedizinischer Untersuchungen wurde die CMA3-Farbung fir den Riden

getestet.

Im Gegensatz zur Chromomycin A3-Farbung existieren fur die TUNEL-Methode
bereits einige Untersuchungen zur DNA-Fragmentierung in Hundesamenzellen. Es
liegen also einerseits Vergleichswerte vor, andererseits wurde in der Vergangenheit
festgestellt, dass weitere Untersuchungen erfolgen sollten und Parameter untersucht
werden mussen, die mit der DNA-Fragmentierung caniner Spermatozoen korrelieren

(Lange-Consiligo et al., 2010). Bisherige Farbungen caniner Spermatozoen mittels
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TUNEL wurden nur an Populationen bis zu elf Riden durchgefihrt (Lange-Consiligo
et al.,, 2010). Die Autoren untersuchten elf Riden flowzytometrisch. Sanchez et al.
(2011) untersuchten die Ejakulate von vier Riden und die Auswirkungen
verschiedener Gefrierzusatze auf die DNA-Fragmentierung, sodass es sinnvoll
erschien, die Probenanzahl zu erhohen und aussagekraftigere Werte zu erzielen. Fur
Martins et al. (2007), die den TUNEL-Test und den Akridinorangetest anhand der
Samenzellen eines fertilen Bullen verglichen, stellt der TUNEL-Test die Methode der
Wahl zur Detektion der Spermienfertilitat dar, wobei der Probenumfang kritisch zu
betrachten ist und fur die eigenen Untersuchungen eine groRere Anzahl gewahit
wurde. Zur Handhabung des TUNEL-Tests soll erwahnt werden, dass die
angewendete Losung laut Hersteller giftig beim Einatmen und Verschlucken und
krebserregend bei Inhalation ist, was als negativer Aspekt dieser Farbemethode zu
nennen ist. Triton X-100, das zum Permeabilisieren der Zellen bendtigt wird, ist giftig
fur ~ Wasserorganismen, sowie augenreizend und gesundheitsschadlich
(Materialsicherheitsdatenblatt VO EG 1907/2006, Sigma Aldrich).

Im Vergleich zum TUNEL-Test existieren zum jetzigen Zeitpunkt weniger
Untersuchungen zur Aktivitdt von Caspase in caninen Ejakulaten. Da es sich um
einen Apoptosenachweis handelt, sind ahnliche Ergebnisse wie bei der TUNEL-
Farbung zu erwarten. Laut Said et al. (2004) spielen Caspasen eine wichtige Rolle
bei andrologischen Storungen, wie zum Beispiel einer unvollstandigen
Spermatogenese, verminderter Motilitat und vermehrter DNA-Fragmentation. Sie
sind wichtig flr die Spermienentwicklung und Hodenreifung. Untersuchungen fanden
hierzu beim Ruden in Form von histologischen Farbungen von Hodengewebe statt
(Herr, 2010; Henning et al., 2014). Sokolowska et al. (2009) untersuchten die
Caspaseaktivitat  mittels  Pancaspase-Inhibitor ~ FITC-VAD-fmk  (fluorescein
isothyocyanate-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone) bei ejakulierten caninen Spermien
vor und nach dem Einfrieren und Auftauen, ahnlich wie Mufoz et al. (2015), die die
Caspase-3 und Caspase-7-Aktivitat equiner Spermatozoen flowzytometrisch
untersuchten. Mufoz et al. (2015) untersuchten den Gehalt an intrazellularen
Thiolen, Samenqualitatsparameter, Caspase-3-Aktivitat und mitochondriales
Membranpotential als Hinweise auf Zellalterungsprozesse. Es wurden Ejakulate von
sieben Hengsten vor dem Einfrieren und nach dem Auftauen untersucht und es
ergab sich eine Verminderung der intrazellularen Thiole, die positiv mit der Motilitat,
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Vorwartsbeweglichkeit und lebenden Zellen ohne Caspase-3-Aktivitat korrelierten.
Dagegen korreliert die Anzahl lebender und toter Zellen mit Caspase-3-Aktiviat
negativ mit dem Anteil intrazellularer Thiole. Durch deren Studien wird deutlich, wie
aktuell das Thema der Caspaseaktivitat zur Spermabeurteilung ist. Sie gibt Hinweise
auf intrazellulare Zusammensetzungen und deren Wirkweisen, die helfen die Fertilitat
besser zu beurteilen. Die Ergebnisse der Caspase-Farbung koénnen mit den
Resultaten der bereits beim Ruden angewandten TUNEL-Methode verglichen
werden, weshalb die Einfuhrung dieser Methode in die Andrologie des Ruden
sinnvoll scheint. Da von Fouz (2010) der APO Active 3™ FITC — Antibody Specific
Active Caspase-3 FITC Detection Kit der Fa. Cell Technology fiur humane
spruhfixierte Ausstriche und mittels fluoreszenzmikroskopischer Auswertung
erfolgreich verwendet wurde, wurde dieser zur Untersuchung caniner Spermatozoen
in der eigenen Arbeit eingesetzt. Auch bei dieser Methode wird Triton X-100
eingesetzt, dessen Gesundheitsrisiken bereits erwahnt wurden. Die im Kit enthaltene
Fixierlosung aus Formaldehyde ist giftig beim Einatmen und Verschlucken.

Gesundheitsrisiken bestehen durch die im Kit enthaltenen Antikorperldsungen nicht.

Eine Methode zum Anfertigen einer Positivkontrolle konnte fir die Chromomycin A3-
Farbung vorgenommen werden, die bereits in Studien von Simdes et al. (2009) fur
bovine Spermien und von Bizzaro (1998) fur murine und humane Spermien
eingesetzt wurde. Dabei handelt es sich um eine vorherige Dekondensation des
Spermienkern und nachfolgende Protaminextraktion, welche ein Angriff des
Fluoreszenzfarbstoffs ermoglicht und somit alle Spermien auf dem behandelten
Objekttrager fluoreszieren. Eine Negativkontrolle ware gemafld Bianchi et al. (1993)
mittels kunstlicher Protaminierung moglich, worauf verzichtet wurde, da die
Farbemethode bereits fir bovine und murine Spermatozoen erfolgreich eingesetzt

worden ist.

Fir die TUNEL-Farbung konnte ebenfalls eine Positivkontrolle sowie eine
Negativkontrolle angefertigt werden. Dabei wurde die vom Hersteller des In Situ Cell
Death Detection Kit empfohlene DNAse-Konzentration anhand von friheren Studien
erhoht. Villani et al. (2010) untersuchten die Auswirkungen unterschiedlicher DNAse-
Konzentrationen auf die TUNEL-Resultate humaner, muriner und boviner

Spermatozoen. Diese Studie ergab, dass humane Spermien bereits ab einer
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Konzentration von 2 U/ml nahezu eine vollstandige Fragmentierung der DNA
aufwiesen, wahrend bovine Spermien erst ab 500 U/ml und murine ab 1000 U/ml
ahnlich viele DNA-Fragmentationen erreichten. Aufgrund dieser Untersuchungen
wurde die Maximalkonzentration von 1000 U/ml zum Anfertigen der Positivkontrolle
gewahlt. Es ist zu erwahnen, dass Warntjen (2012) zur Induktion von DNA-
Strangbrichen in murinen epididymalen Spermatozoen eine Konzentration von 4
U/ml DNAse mit unterschiedlichen Inkubationszeiten einsetzte. Die Autorin erreichte
damit bei unterschiedlichen Mausestammen eine Erhohung der TUNEL positiven
Zellen von 0,56 *+ 0,02 % auf 7,31 + 0,84 % bzw. von 1,13 £ 0,3 % auf 7,8 £ 1,96 %.
Des Weiteren wurden Objekttrager angefertigt, auf die der Fluoreszenzfarbstoff ohne
Enzym aufgetragen wurde, was zu einer fehlenden Anlagerung des

Fluoreszenzfarbstoffs als Negativkontrolle fuhrte.

Eine Positivkontrolle fur die Akridinorangefarbung gestaltet sich problematisch, da in
der oben genannten Studie von Villani et al. (2010) bei einer DNAse-Aktivitat von
1000 U/ml zwar im TUNEL flowzytometrisch nahezu alle DNA fragmentiert war, im
SCSA allerdings nur 9 % der Spermien akridinorangepositiv waren. Warntjen (2012)
beschreibt schon bei langeren Inkubationszeiten mit geringeren DNAse-
Konzentrationen Interpretationsschwierigkeiten bei der mikroskopischen Auswertung
bedingt durch Denaturierung. Somit scheint im Vergleich zur flowzytometrischen
Auswertung ein Nachweis induzierter DNA-Strangbriche mittels Akridinorange nicht
sinnvoll. Kim et al. (2010) wiesen durch Untersuchungen an tiefgefrorenen und
aufgetauten caninen Samenproben nach, dass der Gefrierprozess sowohl klassische
Samenparameter beeinflusst, als auch der intrazellularen Anteil an
Wasserstoffperoxid, die Apoptoserate (Phoshpatidylserintranslokation) und die DNA-
Integritat (SCSA) erhdéht werden. Die Untersuchungen zum Einsatz von
Wasserstoffperoxid zur Induktion von DNA Strangbriichen beziehen sich allerdings
auf andere Methoden, wie zum Beispiel den Comet Assay und sind somit nicht auf
die eigenen Untersuchungen Ubertragbar. Villani et al. (2010) stellten eine geringere
Variationsbreite ~ bezlglich  einer tierartspezifischen  Toleranzgrenze  fur
Wasserstoffperoxid im Gegensatz zur DNAse-Toleranz fest. Im Alkaline Comet
Assay zeigte sich ein dosisabhangiger Anstieg an DNA-Strangbrtichen, welcher im
Neutral Comet Assay nicht bestand. Die Autoren sind daher der Auffassung, dass
Wasserstoffperoxid Einzelstrangbriche verursacht und allein der Alkaline Comet
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Assay in der Lage ist DNA-Strangbriche zu detektieren, welche durch
Wasserstoffperoxid verursacht wurden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde auf den

Einsatz von Wasserstoffperoxid zum Anfertigen von Positivkontrollen verzichtet.

Fur die lichtmikroskopischen Farbemethoden Anilinblau und Toluidinblau wurden
keine Positivkontrollen angefertigt. Bezuglich einer provozierten Farbung mittels
Anilinblau konnten keine Informationen in der Literatur gefunden werden. Zudem
konnte die Plausibilitat der Farberesultate anhand des Vergleichs mit den anderen
Chromatinfarbungen, insbesondere der Chromomycin A3-Farbung, geklart werden,

da hier ein sehr ahnlicher theoretischer Hintergrund vorliegt.

Carretero et al. (2012b) untersuchten das Spermienchromatin von 15
Alpakahengsten mittels Toluidinblaufarbung und verwendeten hierbei DTT als
Positivkontrolle  zur  Chromatindekondensation. Da die Provokation der
Dekondensation an frischen Spermaausstrichen durchgefuhrt wurde, war diese
Positivkontrolle fur die Versuchsdurchfihrung an sprihfixierten Praparaten nicht
praktikabel.  Aufgrund der guten Korrelation mit anderen Tests zur
Chromatinkondensation (Erenpreiss et al., 2004) wurde deshalb auf die Positivprobe

verzichtet.

Da bezuglich der Eignung der verschiedenen Methoden fir tiefgefrorene Proben und
den Ergebnissen des Chromatinstatus von kryokonserviertem Samen
unterschiedliche Auffassungen vorliegen, wurden neben Nativsamenausstrichen
auch TG-Proben in die Untersuchungen einbezogen. So fand Thiel3en (2006)
signifikante Unterschiede nativer schockgefrorener Proben, frischer Samenproben
und TG-Proben beim Hengst und kam zu dem Ergebnis, dass verdinnte
Frischsamenproben und TG-Proben fir den mfSCSA ungeeignet sind. Dagegen
aulRerte Biege (2004), die den mfSCSA fur den Ruden etablierte, diesbezuglich keine
Bedenken und beschrieb signifikant mehr chromatininstabile Spermien im
Nativejakulat als in schockgefrorenen und tiefgefrorenen Proben. Gegensatzlich
dazu fanden Kim et al. (2010) eine erhohte DNA-Integritat caniner kryokonservierter
Spermien, welche mittels SCSA erfasst wurde. Laut Prinosilova et al. (2012), die
ebenfalls den flowzytometrischen SCSA einsetzten, wirkten sich weder
Flussigkonservierung bis zu zehn Tagen, noch Kryokonservierung auf die
Chromatinstabilitdt aus. Auch bei den Untersuchungen der Auswirkungen der
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Kryokonservierung auf die Chromatinstabilitat caniner Nebenhodenspermien mittels
Spermienchromatindispersionstest fanden Varesi et al. (2014) keine Beeinflussung
der DNA-Integritat. Die Werte der frischen epididymalen Spermien lagen bei 3,3 £ 3,6
% fragmentierter DNA, wahrend die TG-Proben je nach Verdiinnerzugabe bei 4,2 +
3,8 % und 3,6 + 3,7 % aufwiesen. Ahnliche Ergebnisse lieferten die Untersuchungen
von Rota et al. (2005), welche die Ejakulate funf verschiedener bewiesen fertiler
Riden untersuchten und unterschiedliche Einfriermethoden verglichen. Die
Ergebnisse der Akridinorangefarbung wiesen weder signifikante Unterschiede
zwischen den Ruden, noch zwischen den unterschiedlichen Prozessen auf. Andere
Beobachtungen machten Khalifa et al. (2008) bei bovinem Sperma. Wahrend beim
Kiahlen keine signifikanten Effekte auf die DNA-Stabilitat auftraten, kam es nach
Kryokonservierung zu einem Anstieg an DNA-Schadigungen. Auch Carretero et al.
(2012a) untersuchten die Chromatinkondensation equiner Spermatozoen anhand
des Toluidinblautests und des Spermienchromatindispersionstests. Bei der
Untersuchung von Nativsamen und aufgetautem Samen fiel eine signifikante
Steigerung des Anteils toluidinblaupositiver und somit chromatindekondensierter
Spermien und dem Anteil an fragmentierter DNA auf. Laut Fouz (2010) erhdhte sich
der Anteil TUNEL-positiver Spermien bei fertilen Mannern nach Kryokonservierung,
wahrend die Zunahme bei subfertien Mannern nicht signifikant war. Die gleichen
Erkenntnisse lieferte die Untersuchung der Caspase-3-Aktivitat nach Tiefgefrier- und
Auftauprozessen. Beim Vergleich der Ergebnisse der eigenen Proben ist zu
erwahnen, dass der Verdunner der kryokonservierten Proben durch Waschvorgange
mittels Pufferldsung und Zentrifugation weitestgehend entfernt wurde. Da
Zentrifugation  laut  ThieBen  (2006) keine  Auswirkungen auf die
Untersuchungsergebnisse im mfSCSA hat, sind bei der Auswertung keine Probleme
mit den tiefgefrorenen Proben zu erwarten. Obwohl bisher wenige
veterindrmedizinische Untersuchungen zur Chromatinkondensation inklusive der
Chromomycin A3-Farbung vorliegen ist zu erwahnen, dass Simbes et al. (2009)
diese bereits fur aufgetaute TG-Proben verwendet haben und die erhobenen
Befunde Hinweise darauf liefern, dass die Untersuchung von kryokonservierten

Proben gut moglich ist.

Neben ejakulierten Spermien, bei denen insgesamt eine sehr geringe
Chromatininstabilitat gefunden wurde, sollte abschlieBend geklart werden, welchen
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Chromatinstatus aus dem Nebenhodenschwanz gewonnene canine Spermatozoen
aufweisen. Hingst et al. (1995) untersuchten die Chromatinkondensation feliner
Spermatozoen aus Nebenhodenschwanz, -kérper und -kopf mittels Anilinblau und
Akridinorangefarbung, wobei der mittels Akridinorange erfasste  Anteil
chromatinstabiler Spermien von 51,1 + 16,0 % im Nebenhodenkopf auf 86,5 + 8,7 %
im Nebenhodenschwanz zunahm. Auch der Anteil anilinblaupositiver Spermien nahm
im Verlauf der Nebenhodenpassage ab. Nebenhodenkopfspermien waren zu 68,2 +
11,9 % nicht mit Anilinblau gefarbt, Spermien aus dem Nebenhodenkdrper waren zu
84,7 £ 7,7 % anilinblau negativ, wahrend die aus dem Nebenhodenschwanz
gewonnenen Spermien zu 92,2 + 3,7 % ungefarbt waren. In dieser Studie wurde kein
Vergleich zu ejakulierten Spermien durchgefiihrt, wohingegen Garcia-Macias et al.
(2006) mittels SCSA die Chromatinstabilitat von Spermien aus der
Nebenhodenpassage und Ejakulaten von Schafbock, Rothirsch und Hund
untersuchten. Wie bei den eigenen Untersuchungen stammten die Nebenhoden- und
Ejakulatproben von unterschiedlichen Tieren. Beim Hund fanden sich im
Nebenhodenkopf mehr chromatininstabile Spermien als im Koérper und Schwanz.
Zwischen Spermien des Nebenhodenkoérpers und des Nebenhodenschwanzes
existierten keine  Unterschiede, genau wie zwischen Spermien des

Nebenhodenschwanzes und den ejakulierten Spermien.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Anilinblau

Im Vergleich zum fertilen Mann, bei dem die anilinblaupositiven Spermien unter 20 %
liegen (Hammadeh et al., 1998), wurden beim Riden bei allen 48 Proben sehr
wenige anilinblaupositive Spermien gefunden (durchschnittich 0,51 + 0,29 %).
Wahrend fir den Ruden keine Vergleichswerte vorliegen, weisen Spermien aus dem
Nebenhodenschwanz des Katers 92,2 + 3,7 % ungefarbte Kopfe auf. Warntjen
(2012) fand bei der Farbung mit Anilinblau von murinen Spermien durchschnittlich
weniger als 1,88 % anilinblaupositive Spermien. Bei Vieytes et al. (2008) lag der

Anteil anilinblau-positiver Spermatozoen bei sechs Bullen mit guter (Abkalbungsrate
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> 65 %) oder mittlerer Fertilitdt (Abkalbungsrate > 35 % und < 65 %) zwischen 0 %
und 6,5 %. Dagegen wiesen Khalifa et al. (2008) Werte zwischen 0 und 19 %
anilinblaupositive Spermien bei der Untersuchung von sechs verschiedenen Bullen
nach, wobei der Mittelwert der untersuchten Ejakulate bei 11,22 + 0,96 % lag.
Dennoch liegen Untersuchungsergebnisse zur Anilinblaufarbung von Spermien aus
dem Bereich der Veterinarmedizin in deutlich niedrigeren Bereichen als in der
Humanmedizin. Steger et al. (2005) untersuchten die Auswirkungen einer einseitigen
Vasektomie auf die Spermienreifung, Protamination und Chromatinkonde nsation von
Kaninchenspermien. Es wurden testikulare und epididymale Spermien unter
anderem mittels Anilinblaufarbung untersucht und es bestand keine Beeinflussung
der Nebenhodenspermien beziglich der Chromatinkondensation, bei denen der
Anteil anilinblaupositiver Spermien im Bereich von 10 % lag. Obwohl der Anteil
anilinblaupositiver Spermien bei anderen Tierarten ebenfalls die Normwerte beim
Menschen unterschreitet, sind diese in einem Bereich deutlich unter 20 % aber breit
gestreut. Unter Umstanden sind die Unterschiede der Chromatinstabilitat mit der
abweichenden Nukleoproteinzusammensetzung der Tierarten zu erklaren. Wahrend
die Maus, der Bulle und der Mann zwei Protamine besitzen (Balhorn et al., 1977;
Coelingh et al.,1972), beschreiben Lee et al. (1999), dass die Algerische Maus, die
Feldmaus, die Erdmaus, die Waldmaus, die Gelbhalsmaus, der Chinesische Hamster
und der Goldhamster ebenfalls zwei Protaminarten besitzen, wobei beim
Meerschwein, dem Hund, ,blackmonkeys" und Rhesusaffen nur Protamin 1 gefunden
wurde, ebenso beim Schafbock (Loir und Lanneau, 1978.). Kretzer (2011) kam nach
umfassender Literaturrecherche Uber die unterschiedlichen Theorien bezlglich dem
Vorhandensein von Protamin 1 bei allen Tierarten und dem Fehlen von Protamin 2
bei wenigen Tierarten zu dem Entschluss, dass noch nicht eindeutig geklart ist
welche genau Rolle die Protamine auf die Spermatogenesefunktion spielen.
Paradowska-Dogan et al. (2014) stellten einen Zusammenhang der Fertilitadt mit dem
Verhaltnis von Protamin 1 zu Protamin 2 fest, allerdings scheint das Vorhandensein
von Protamin 1 und Protamin 2 nicht als Erklarung flr die Beschaffenheit der
Chromatinkondensation zu dienen, da z. B. Maus und Mensch trotz des Besitzes
beider Protamine sehr unterschiedliche Ergebnisse bezuglich der Chromatinstabilitat

aufweisen.
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Obwohl der Mittelwert der TG-Proben mit 0,8 % AB-positiver Spermien héher liegt als
der der Nativsamenproben (0,3 %), besteht gemaly zweifaktorieller Varianzanalyse
keine Wechselwirkung bezlglich Farbemethode und Probenmaterial. Dies ist mit der
Wirkweise der Farbemethode zu erklaren, dass der Farbstoff Anilinblau an Lysinreste
der Histone bindet und somit unabhangig von Einfrier- und Auftauprozessen ist. Mit
einem Mittelwert von 0,4 % anilinblaupositiver Spermien aus dem
Nebenhodenschwanz decken sich die Ergebnisse mit friheren Untersuchungen
(Garcia-Macias et al., 2006; Hingst, 1995).

Gemal} Korrelationsanalyse mit den klassischen Samenparametern ergab sich kein
Zusammenhang der Ergebnisse der Anilinblaufarbung mit der Spermienvitalitat, der
Vorwartsbeweglichkeit und der Pathomorphologie. Dies sind widersprichliche
Erkenntnisse zu Khalifa (2008), bei dessen Untersuchungen der Anteil anilinblau-
positiver Spermien mit der Vitalitat sowie Pathomorphologie korrelierte. Ob die
Anilinblaufarbung auch fur den Ruaden, wie von Hingst et al. (1995) fur den Kater
geschehen, zu einem unabhangigen Fertilitatsparameter erklart werden kann,
erfordert weitere Untersuchungen, die auch infertile Riden mit einschlieRen. Dies
wurde bereits von Vieytes et al. (2008) gefordert, die beim Bullen geringe

Korrelationen der Chromatinkondensation mit klassischen Samenparametern fanden.

5.3.2 Toluidinblau

Die insgesamt sehr niedrigen Anteile Toluidinblau-positiver Spermien sind in
Anbetracht dessen, dass die Methode mit anderen Methoden zur Detektion der
Chromatinstabilitat korreliert, plausibel. Allerdings liegen flir den Ruden keinerlei
Vergleichswerte in der Literatur vor. Vergleicht man die Ergebnisse der
unterschiedlichen Chromatinuntersuchungsmethoden untereinander, fallt auf, dass
sich die Ergebnisse beim Mensch und Hund ahneln, obwohl das Niveau insgesamt
sehr unterschiedlich ist. So gilt ein Wert von unter 20 % anilinblaupositiver Spermien
beim Mensch als physiologisch (Hammadeh et al. 1998), wahrend Chohan et al.
(2006) ein Mittelwert von 24,9 + 4,8 % toluidinblaupositiver Spermien beim Mann
fanden. Mit durchschnittlich 1,31 £ 1,62 % toluidinblaupositiver Spermien liegt der

Wert somit beim Hund Uber dem fir Anilinblau ermittelten Wert von 0,51 + 0,85 %.
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Fir andere Tierarten sind Untersuchungsergebnisse zur Toluidinblaufarbung
bekannt. Diese liegen beim Kaninchen laut Beletti und Mello (2004) bei 2,3 £ 2,5 %,
beim fertilen Bullen zwischen 0 % und 0,06 %, beim subfertilen Bullen zwischen 0 %
und 0,2 % und beim infertilen Bullen zwischen 0 % und 6 % (Vieytes et al., 2008).
Auch Mello (1982) untersuchte die Anfarbbarkeit boviner Spermien mit Toluidinblau
und ermittelte Ergebnisse zwischen 0,06 % und 0,68 % toluidinblaupositiver
Spermien, was den eigenen Ergebnissen beim Riden sehr nahe kommt. Carretero et
al. (2012) fanden 7,55 £ 5,22 % toluidinblaupositive Spermien bei der Untersuchung
von den Ejakulaten von 15 Alpakahengsten. Vergleichbare
Untersuchungsergebnisse existieren auch flr das Guanako (Carretero et al., 2010)

und den Hengst (Carretero, et al., 2012a).

Ahnlich der Resultate des Anilinblautests weisen die tiefgefrorenen Samenproben
einen hoheren Mittelwert von 1,3 £ 1,41 % gefarbter Spermien auf im Vergleich zu
0,92 + 0,84 % beim Nativsamen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass sich die
Gruppen der Samenspender unterscheiden. Statistisch gesehen besteht aber wie
schon erwahnt keine Wechselwirkung der Probenart mit den Farbeergebnissen.
Somit scheint bewiesen, dass sich der Einsatz von Toluidinblau auch fur TG-Proben
eignet. Um abschlieBend zu klaren, ob sich der Tiefgefrier- und Auftauprozesse auf
den Anteil toluidinblaugefarbter Spermien auswirken, misste der Samen der gleichen
Individuen vor und nach dem Frieren untersucht werden. So untersuchten Carretero
et al. (2012a) die Chromatinkondensation equiner Spermatozoen anhand des
Toluidinblautests und des Spermienchromatindispersionstests. Bei der Untersuchung
von Nativsamen und aufgetautem Samen fiel eine signifikante Steigerung des Anteils
toluidinblaupositiver Spermien und dem Anteil an fragmentierter DNA auf. Der
auffallend hohere Mittelwert der toluidinblaupositiven Nebenhodenspermien (2,33 +
2,77%)  widerspricht den Beobachtungen bei der Anilinblaufarbung. Bereits
Erenpreiss (2004) beschreibt als Besonderheit von Toluidinblau als externaler
Farbstoff, dass er einerseits Wechselwirkungen zwischen DNA und Proteinen und
somit die Kompaktheit des Chromatin anzeigt und andererseits als Indikator fur die
DNA-Integritat eingesetzt werden kann. Dabei beruft er sich auf fruhere
Untersuchungen (Erenpreisa et al., 1992; Erenpreisa et al., 1997) und schreibt der
Toluidinblaufarbung ein breiteres Farbespektrum als anderen Methoden zu. Diese
Erkenntnis fiihrt zu der Uberlegung, ob die Spermienreifung im Nebenhodenschwanz
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tatsachlich, wie von Garcia-Macias et al. (2006) und Hingst (1995) beschrieben,
weitgehend abgeschlossen ist, oder ob hier gerade in Bezug auf die
Chromatinkondensation noch Veranderungen stattfinden. Krzanowska (1982) fand
bereits im Endteil des murinen Nebenhodenkopfes nahezu 100 % ungefarbte
Spermienkopfe mittels Toluidinblau, wahrend er allerdings auch beschreibt, dass im
Nebenhodenschwanz alle Spermien ungefarbt waren. Ausnahmen bildeten
missférmige Spermien, die sich toluidinblaupositiv darstellten und somit ein

Zusammenhang mit der Pathomorphologie beschrieben wurde.

Wie auch fur die Anilinblaufarbung bestehen bei der Toluidinblaufarbung
unterschiedliche  Erkenntnisse  Uber eine  Korrelation mit  klassischen
Samenparametern. Bei den eigenen Untersuchungen wurde keine Korrelation mit
Vorwartsbeweglichkeit, Vitalitdt oder Pathomorphologie gefunden. Mello (1982) fand
bei fertilen Bullen toluidinblaupositive Farbungen bei pathomorphen Spermien. Beletti
und Mello (2004) beschreiben eine hohe Korrelation boviner toloudinblaupositiver
Spermien mit dem Anteil an morphologischen Veranderungen der Spermienkopfform
und —grofde, wohingegen ein weniger deutlicher Zusammenhang mit Veranderungen,
die den Spermienschwanz betrafen, bestand. Fur die Autoren war dieser
Zusammenhang der Chromatinkondensation mit der Kopfmorphologie zu erwarten,
da der Spermienkopf fast komplett aus Chromatin zusammengesetzt ist. Dass in den
eigenen  Untersuchungen  kein  statistischer = Zusammenhang  zwischen
Pathomorphologie und  Toluidinblaufarbung besteht, konnte  damit
zusammenhangen, dass insgesamt nur zwanzig Proben untersucht wurden und die
Chromatinveranderungen bei diesen sehr gering waren. Zudem wurde keine
Differenzierung zwischen Veranderung des Spermienkopfes und anderen
Pathomorphologien gemacht. Das bedeutet, dass alle morphologischen
Veranderungen erfasst wurden und dies Auswirkungen auf den Zusammenhang mit
dem Anteil toluidinblaupositiver Zellen gehabt haben konnte. Dennoch ist zu
erwahnen, dass die Probe mit dem hdchsten Anteil pathomorpher Spermien (NS-15)
auch die meisten positiven Spermatozoen im Toluidinblautest aufwies. Aullerdem
wies dieser Rude auch den geringsten Anteil motiler und vitaler Spermien auf,
obwohl insgesamt keine Korrelation zwischen den klassischen Samenparametern

und der Toluidinblaufarbung bestand.
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5.3.3 Chromomycin A3

Wahrend fur humane Spermatozoen der Schwellenwert fir einen Protaminmangel
von Zandemami et al. (2012) auf 31 % festgelegt wurde, zeigen canine Ejakulate
deutlich geringere Chromomycin A3-Werte. Dieser Unterschied zwischen Mensch
und Tier wurde bereits von Bianchi et al. (1993) beschrieben, welche humane und
murine Spermatozoen vor und nach kunstlicher Protaminierung mit Chromomycin A3
farbten und damit den Zusammenhang der Anfarbbarkeit mit CMA3 mit einer
mangelhaften Protamination darstellten. Dabei fanden sie bei den unbehandelten
Proben fertiler Manner zwischen 15 und 20 % CMAS3-positiver Spermatozoen,
wahrend der Wert bei der Maus mit weniger als 1 % deutlich darunter lag. Warntjen
(2012) fand durchschnittlich 1,19 % CMAS3-positive Spermien bei Mausen. Zudem
untersuchte Warntjen (2012) die Protamination weiterer Spezies. Es wurden
Samenproben von Kaninchen, Schwein, Ziege, Schaf, Ratte und Rhesusaffe
untersucht, wobei alle Tiere deutlich geringere Anteile CMA3 positiver Spermien
aufwiesen als der Mensch. Humane Spermatozoen wiesen einen Mittelwert von
58,77 % auf, Rhesusaffen 1,35 %, Schweine 0,52 %, Schafe 0,24 %, Ziegen 0,13 %,
Kaninchen 0,85 % und Ratten 0,19 %. Insgesamt lagen somit die CMA3 Werte bei
Tieren auf einem deutlich niedrigeren Niveau als beim Menschen und lassen sich mit
den eigenen Ergebnissen beim Hund vergleichen. Hecht et al. (2009) untersuchten,
ob sich der WeilRbuschelaffe als Tiermodell fir die menschliche Spermatogenese
eignet und verglichen die Protaminzusammensetzung. Sie fanden eine 91 %ige
Ubereinstimmung des Protamin 1 Gens bei der Untersuchung der Nukleotide. Dabei
war Codon 35 beim WeilRbuschelaffen, welches Arginin exprimiert, nicht vorhanden.
Hecht et al. (2009) nennen das Fehlen von Codon 35 spezifisch fur den
WeilRbuschelaffen, da sie dies bei anderen Tieren nicht beobachteten. Trotz der
genannten Unterschiede kommen die Autoren zu dem Fazt, dass sich die
Spermatogenese des WeilRbuschelaffen als Tiermodell fir den Menschen eignet. Da
die Bindung von CMA3 malgeblich von der Aminosaurezusammensetzung abhangt,
ist es deutlich, welche groRen speziesspezifische Unterschiede im Farbeverhalten
bestehen und erklart den geringeren Anteil der CMA3-positiver Spermien beim Hund

im Vergleich zum Menschen.
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Beim Bullen liegen die CMA3-Werte ebenfalls in einem ahnlichen Bereich wie beim
Ruden, wie von Simdes et al. (2009) anhand der Untersuchung von aufgetauten
Tiefgefrierproben boviner Spermatozoen festgestellt wurde. Von vierzehn
untersuchten Bullen wiesen nur zwei Tiere erhdhte Werte von 0,2 + 0,06 % und 0,2 +
0,0 % positive Spermien auf, wobei die restlichen Proben unter 0,1 £ 0,05 % lagen.

Der Vergleich zwischen Nativsamenproben und Tiefgefrierproben einerseits, sowie
mit den Nebenhodenspermien andererseits ergab keine Wechselwirkung der
Probenart mit den Farberesultaten. Bezuglich der CMA3-Farbung zeigt sich analog
zu den Ergebnissen der Ubrigen Farbemethoden ein erhohter Mittelwert von 1,36 +
1,77 % gefarbter Spermien im Vergleich zum Nativsamen mit 0,90 + 0,79 %. Dieser
Unterschied ist wohl eher mit der Probandengruppe als mit dem Probenmaterial in
Verbindung zu bringen, da zwischen den Nebenhodenspermien trotz
Kryokonservierung (X = 0,88 + 0,52 %) und den Nativsamenproben (X = 0,90 + 0,79
%) kaum ein Unterschied besteht. Dass Simdes et al. (2009) bei TG-Proben vom
Bullen ebenfalls sehr wenig CMA3 gefarbte Spermien fanden, spricht fur eine

Eignung zur Untersuchung kryokonservierter Samenproben.

Da sich die Anilinblau- und Chromomycin A3-Farbung in ihrer Funktionsweise bzw. in
ihrer Aussage am nachsten kommen, werden diese im Folgenden miteinander
verglichen. Im Verlauf der Chromatinkondensation wahrend der Spermienreifung
werden Histone von Protaminen ersetzt (Alfert 1956). Lee und Cho (1999)
beschreiben, dass Protamine hauptsachlich aus Arginin und Cystein
zusammengesetzt sind. Chromomycin A3 bindet an Guanin-/Cytosinreiche Stellen
der DNA und konkurriert mit Protaminen um die Bindungsstelle (Ward et al., 1965),
wahrend Anilinblau an Lysinreste der Histone bindet (Terquem und Dadoune, 1983).

Von beiden wird somit aber ein Protaminmangel angezeigt.

Der Anteil an Chromomycin A3-gefarbten Spermien lag bei 15 der 20
Tiefgefrierproben hoéher, als der Anteil anilinblaugefarbter Spermien, lediglich bei vier
Proben war es umgekehrt. Nur in einer Probe fanden sich identische Resultate. Auch
bei den Nativsamenpraparaten zeigten sich ahnliche Ergebnisse, da 14 von 20
Proben mehr CMA3-positive Spermien enthielten, wahrend drei Proben (NS-3, NS-9
und NS-16) die gleichen Resultate hervorbrachten. Lediglich drei der untersuchten
Proben enthielten mehr anilinblaupositive Spermien als CMA3-positive Zellen (NS-7,
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NS-8 und NS-13). Der Vergleich der Farbungen mittels Student-Newman-Keuls-Test
ergab signifikante Unterschiede bei den Nativsamenproben und tiefgefrorenen
Ejakulaten, wahrend bei den Nebenhodenspermien keine signifikanten Unterschiede
bestanden. Wahrend bei Warntjen (2012) die Ergebnisse der Anilinblau- und CMA3-
Farbung korrelierten, wurde in den eigenen Untersuchungen nur in der Gruppe der
TG-Samenproben eine Korrelation nach Pearson zwischen den beiden
Farbemethoden beobachtet (r = 0,536). Zu erklaren ware ein geringerer Anteil
Anilinblau-gefarbter Spermien damit, dass in der spaten Spermiogenese lysinreiche
Histone erst von arginireichen Histonen ersetzt werden (Monesi, 1964). Diese
werden nicht von Anilinblau angefarbt, da der Farbstoff an die Lysinreste der Histone
bindet (Terquem und Dadoune 1983). Wenn an diesen Stellen noch keine
Protamination stattgefunden hat, bindet Chromomycin A3 an der DNA und zeigt
somit eine unvollstandige Kondensation an (Bianchi et al., 1993). Monesi (1964)
untersuchte autoradiographisch die Nukleoproteinzusammensetzung wahrend der
Spermiogenese der Maus. Er fand einen Ubergang der typischen lysinreichen
Histone zu argininreichen Histonen in der spaten Spermiogenese wahrend der
Chromatinkondensation. Dieses ist noch in reifen Spermien vorhanden und wird nicht
durch Protamin ersetzt. Das bedeutet Chromomycin bindet aufgrund des fehlenden

Protamin, wahrend Anilinblau wegen fehlendem Lysin nicht binden kann.

Manochantr et al. (2012) und Zandemami et al. (2012) fanden beim Mann eine
negative  Korrelation des Anteils CMA3-positiver Spermien mit der
Spermienkonzentration, der Motilitat und der normalen Morphologie. Dies konnte flr
den Ruden nicht bestatigt werden. Fur andere Tierarten, bei denen der CMA3-Test
bereits eingesetzt wurde, existieren in der Literatur wenige Angaben zur
Korrelationsanalyse mit klassischen Samenparametern. Shivahre et al. (2015)
beurteilten die Samenqualitdt zwolf  verschiedener  Buffelbullen  mittels
konventionellen und fluoreszenzmikroskopischen Farbemethoden und fand einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,878 zwischen der individuellen Matilitat und dem
Anteil an CMAS3-positiven Spermien. Aufgrund ihrer Erkenntnisse kamen die Autoren
zu dem Entschluss, dass die Fertilitat zwar mit Fluoreszenztechniken in vitro genauer
abgeschatzt werden kann, aber dass konventionelle Samenparameter auch eine

angemessene Aussagekraft haben, wenn keine weiteren Methoden verfligbar sind.
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Um fur den Riden eine eindeutige Aussage zu treffen, ob die CMA3-Farbung ein von
der klassischen Spermatologie unabhangiges Kriterium darstellt, sind weitere
Untersuchungen notwendig, in die auch infertile Riden aufgenommen werden

sollten.

5.3.4 Akridinorangetest

Im Vergleich mit anderen Studien, in denen die Akridinorangefarbung
fluoreszenzmikroskopisch eingesetzt wurde, zeigen sich vergleichbare Resultate. Der
Mittelwert akridinorangepositiv gefarbter Spermien der Proben aus dem
Nebenhodenschwanz lag bei 2,53 + 2,27 %, wahrend Hingst et al. (1995) beim Kater
86,5 + 8,7 % grunfluoreszierender Spermien fanden. Dagegen fanden Kosower et al.
(1992) in Spermien aus dem Nebenhodenschwanz von Maus, Hamster und
Kaninchen ausschlief3lich grin fluoreszierende Spermien. Acevedo (2001) entdeckte
bei funf Bullen weniger als 12 % rote Spermien, bevor die Hoden bestimmten
thermischen Bedingungen ausgesetzt wurden und die Auswirkungen untersucht
wurden. Warntjen (2012) untersuchte die Chromatinintegritdt von Mausen mittels
fluoreszenzmikroskopischem Akridinorangetest. Die Anzahl der Spermien mit DNA-
Strangbrichen lag bei jungen Mausen bei 0,08 + 0,14 % und bei alten Mausen bei
0,20 £ 0,29 %. Der Mittelwert aller Proben lag beim Riden bei 1,67 + 1,83 %
chromatininstabiler Spermien, wobei die Nativsamenproben im Mittel 1,28 + 0,95 %
und die TG-Proben 1,71 = 215 % akridinorangepositive Spermien aufwiesen.
Kosower et al. (1992) fanden beim bewiesen fertilen Mann zwischen 10 und 40 %
chromatininstabile Spermien und erklaren den erhdéhten Anteil rot fluoreszierender
Spermien mit der schnellen Nebenhodenpassage des Menschen und einem
geringeren Anteil an Disulfidbricken der Protamine. Rota et al. (2005) setzte zur
Beurteilung unterschiedlicher Gefriertechniken fir Rudensperma ebenfalls die
Akridinorangefarbung nach Tejada et al. (1984) ein und ermittelte je nach Methode
zwischen 2,5 £ 0,9 % und 6,0 £ 3,5 % akridinorangepositive Spermien. Die
aufgetauten tiefgefrorenen Samenzellen wurden in den eigenen Untersuchungen
zusatzlich mittels fur den Riden etablierten mfSCSA untersucht und wiesen einen
Mittelwert von 1,56 + 1,86 % auf und unterscheiden sich somit unwesentlich vom
einfachen Akridinorangetest. Da wiederum in verschiedenen Studien der mfSCSA mit
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dem flowzytometrischen SCSA verglichen wurde und die Ergebnisse dort korrelieren
(Ardon, 2005; Léhmer, 2003), scheint die Farbung mit der urspringlichen Methode
nach Tejada et al. (1984) aussagekraftig, wobei man jedoch auf bereits erwahnte
Auswertungsschwierigkeiten eingehen muss, die aber fiur den mfSCSA auch
aufzuweisen sind. Auch Martins et al. (2007) fanden 0,5 % akridinorangegefarbte
Spermien bei einem Bullen und verglichen diesen Kontrollwert mit TG-Proben mit
unterschiedlichen Gefrierzusatzen des gleichen Bullen, wobei der Anteil roter
Spermien immer unter 4 % lag. Sie erwdhnen die genannten Grenzen der
Farbemethode, weshalb sie dem TUNEL-Test den Vorzug geben, obwohl nur ein

Proband untersucht wurde.

Da die Analyse der eigenen Untersuchungsergebnisse des AOT und mfSCSA von 20
TG-Spermaproben eine signifikante Korrelation ergaben, scheint der Einsatz des
AOT zur Beurteilung der Chromatinstabilitat fiur den Ruden sinnvoll und der Einsatz
des zeit- und kostenintensiveren mfSCSA nicht zwingend erforderlich. Beim
Vergleich der unterschiedlichen Probenarten fallt eine erhdéhter Mittelwert von 1,71 +
2,15 % akridinorange-positiver, das heil3t chromatininstabiler Spermien bei den
kryokonservierten Samenproben auf im Vergleich zu 1,28 + 0,95% beim Nativsamen.
Einerseits ist diese Beobachtung dadurch zu erklaren, dass die Probanden der
unterschiedlichen Gruppen nicht identisch sind und die Resultate der TG-Proben
auch in den Ubrigen Farbemethoden hdher liegen. Andererseits wird durch die
Akridinorangefarbung gezielt die DNA-Integritat angezeigt. Wahrend bei Anilinblau
und Chromomycin A3 der Chromatinaufbau bewertet wird, wird im AOT die DNA-
Schadigung angezeigt und vom Grad der Schadigung auf die Chromatinstabilitat
geschlossen. Dass die Ergebnisse zwar im direkten Vergleich hdoher liegen, aber
statistisch keine Wechselwirkung zwischen Probenart und Farberesultat vorliegt,
deckt sich mit den unterschiedlichen Ergebnissen in der Vergangenheit. Fur den
Bullen (Khalifa et al., 2008) und den Hengst (Carretero et al., 2012a) ist ein Anstieg
an DNA-Schadigungen nach Kryokonservierung beschrieben, wahrend Biege (2004)
beim Ruden signifikant mehr chromatinstabile Spermien in TG-Proben im Vergleich
zu Nativsamenproben fand. Die Autorin fand fur diesen Sachverhalt keine Erklarung
und kam zu dem Entschluss, dass unterschiedliche Probenarten nicht verglichen
werden koénnen und kritisch zu beurteilen sind. Eine mdgliche Erklarung fir den
hoheren Anteil chromatininstabiler nativer Spermien bei Biege (2004) im Vergleich zu
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Ubrigen Studien, in denen die DNA-Stabilitdt nach Kryokonservierung vermindert
(Hund: Kim et al., 2010; Bulle: Khalifa et al., 2008; Hengst: Carretero et al., 2012a;
Mensch: Fouz, 2010) oder unverandert ist (Hund: Prinosilova et al., 2012, Varesi et
al.,, 2014, Rota et al., 2005), kdnnte der vorausgegangene Waschvorgang sein, bei
dem der Verdunner und evtl. DNA-geschadigte Spermien verloren gehen konnten.
So beschreiben Penfold et al. (2003) sowohl fir normosperme, als auch
teratosperme feline Samenproben einen Rickgang der chromatininstabilen Spermien
nach Aufbereitung (Swim-Up) um ca. 50 %. Es stellt sich des Weiteren die Frage
inwiefern der Verdunner der schockgefrorenen bzw. tiefgefrorenen Proben in den
genannten Untersuchungen bericksichtigt wurde, da sich dieser ebenfalls auf die
Stabilitdt des Spermienchromatins auswirkt. So konnten Sanchez et al. (2011) den
Anteil fragmentierter DNA in Rudensperma durch den Zusatz von Sucrose signifikant

senken.

Im AOT zeigten die aus dem Nebenhoden gewonnenen Proben den hdchsten Anteil
DNA-fragmentierter Spermien mit einem Mittelwert von 2,53 + 2,27 %. Statistisch
gesehen lag beim Vergleich aller Farbemethoden keine Wechselwirkung zwischen
Probenmaterial und Farberesultat vor, weshalb die Farbungen fur alle Probenarten
geeignet erscheinen. Trotzdem ist der Anteil an chromatininstabilen Spermien aus
dem Nebenhoden im Vergleich zu den Ejakulaten erhdht, was statistisch beim
Vergleich des AOT und des mfSCSA, mittels T-Test bestatigt wird. Hier
unterschieden sich die Ergebnisse der beiden Farbungen bei den TG-Proben nicht
signifikant, =~ wahrend bei den Nebenhodenspermien signifikant mehr
chromatininstabile Spermien im Akridinorangetest nach Tejada et al. (1984)
nachgewiesen werden als im von Biege (2004) etablierten modifizierten
fluoreszenzmikroskopischen Spermienchromatinstrukturassay. Obwohl der
Probenumfang der Nebenhodenspermienproben mit acht Proben sehr klein ist,
konnten die unterschiedlichen Resultate durch die abweichenden Farbeprotokolle

bedingt sein.

Gemald Acevedo (2001) wird DTT im mfSCSA zur Stabilisierung von Thiolgruppen
verwendet um eine Reoxidation zu Disulfidbricken zu verhindern und damit einen
Farbumschlag nach grun zu vermeiden. Mit diesem theoretischen Hintergrund ware

beim mfSCSA ein erhohter Anteil roter und damit chromatingeschadigter Spermien
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zu erwarten. Zu erwahnen ist des Weiteren, dass eine Hundepopulation mit
unterschiedlichen Rassen untersucht wurde und Khalifa et al. (2008) beim Bullen
rasseabhangige Unterschiede bei der Empfindlichkeit des Spermienchromatins auf
DTT beobachtet haben. Ein weiterer Unterschied im Versuchsprotokoll stellt die
Inkubationsdauer der Essigsaure-Methanol-Losung dar, welche beim AOT zehnfach
erhoht ist im Gegensatz zum mfSCSA. Dies kdnnte den Hinweis dazu liefern, dass
Spermien des Nebenhodenschwanzes empfindlicher auf Sauredenaturierung
reagieren als ejakulierte Samenzellen, da beim Vergleich der beiden
unterschiedlichen Protokolle fur die TG-Proben keine signifikanten Differenzen
auffallen. Um dies abschlielend zu klaren, muisste zuklnftig eine grélRere Zahl an
Nebenhodenspermienproben untersucht werden und optimaler Weise auch mit den

Ejakulaten derselben Probanden verglichen werden.

Der AOT ergab als einziges der getesteten Verfahren eine geringe negative
Korrelation mit der Vorwartsbeweglichkeit (r = 0,450), wobei der mfSCSA nicht in die
Korrelationsanalyse mit eingeflossen ist, da die Methode in diesem Versuch nicht fur
spruhfixierte Nativsamenproben angewendet  werden  konnte. Andere
Untersuchungen mittels Akridinorange ergaben beim Eber eine Korrelation des
Anteils chromatininstabiler Spermien mit Spermatozoen mit Zytoplasmatropfen
(Ardon, 2005). Weitere Korrelationen mit der Motilitdt oder dem Gesamtanteil an
Pathomorphologien wurden von Ardon (2005) nicht ermittelt, wobei der mfSCSA
eingesetzt wurde. Ballachey et al. (1988) fanden keine signifikante Korrelation mit der
Spermienmorphologie, allerdings bestand eine Korrelation mit der Motilitat. Beim
Ruden ermittelten Prinosilova et al. (2012) geringe negative Korrelationen des Anteils
chromatininstabiler =~ Spermien  im  flowzytometrischen =~ SCSA  mit  der
Spermiengesamtzahl, Motilitdt und Morphologie. Biege (2004) beobachtete ebenfalls
eine Korrelation zwischen chromatingeschadigten Spermien und Pathomorphologie,
sowie Membranschadigung, nicht aber mit der Motilitdt. Dagegen korrelierte der
Prozentsatz chromatininstabiler Spermien bei den Untersuchungen von Strotmann
(2009) ebenfalls negativ mit der Motilitat. Ob der Akridinorangetest als unabhangiger
Fertilitatsparameter angesehen werden kann, ist aufgrund unterschiedlicher
Korrelationen nicht gesichert, weshalb der Chromatinstatus infertiler Rliden ebenfalls

in gréflerem Umfang untersucht werden sollte.
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5.3.5 mfSCSA

Bei der Etablierung des modifizierten fluoreszenzmikroskopischen
Spermienchromatinstrukturassay fur den Hund fand Biege (2004) bei 16 Ruden mit
Normospermie 4,2 + 3,5 % rote, also chromatininstabile Spermatozoen und bei 26
Riden mit Dysspermie 15,7 + 24,3 % Spermien mit saureinstabiler DNA. Weitere
Untersuchungen zu dieser Methode liegen bis zum jetzigen Zeitpunkt fur den Hund
nicht vor. Allerdings fand der modifizierte fluoreszenzmikroskopische
Spermienchromatinstrukturassay bereits Einsatz bei der Beurteilung der
Chromatinstabilitdt von Eberspermien (Ardon, 2005). Es wurden die Ejakulate von
173 Ebern untersucht, wobei 85,5 % der Tiere eine hohe Chromatinstabilitat mit
weniger als 5 % chromatininstabilen Spermien aufwiesen. Der Mittelwert aller Tiere
lag bei 3,2 * 3,3 %. Lohmer (2003) verglich den flowzytometrischen
Spermienchromatinstrukturassay mit dem modifizierten fluoreszenzmikroskopischen
SCSA anhand von 39 bovinen Ejakulaten und fand hoch signifikant korrelierende
Ergebnisse. Der Mittelwert beim SCSA lag bei 4,6 % chromatininstabilen Spermien
und beim mfSCSA bei 5 %, wahrend der Minimalwert des SCSA mit 1,7 % lediglich
um 0,3 % von dem des mfSCSA abwich und der Maximalwert bei 12,6 % (SCSA)
und 12,7 % (mfSCSA) lag. Fir den Hengst wurde in einer Population mit 55
Hengsten unterschiedlicher Fertilitdt ein Fragmentierungsindex von 5,06 + 3,64 %
mittels SCSA bestimmt (Paradowska-Dogan et al., 2014).

Flowzytometrisch ermittelte Strotmann (2009) durch den SCSA bei 37
normospermen Riden einen mittleren Anteil chromatininstabiler Spermien von 2,7 +
2,4 %, wobei die Ergebnisse zwischen 0,5 % und 10 % lagen und somit den eigenen
fluoreszenzmikroskopisch ermittelten Resultaten nahe kommen. Die Autorin nennt
eine fehlende Selektion der Vatertiere auf Fertilitat als moéglichen Grund fur eine
grol3e Varianzbreite in Bezug auf den Anteil chromatinstabiler Spermatozoen beim
Hund. Masal (2010) untersuchte die Auswirkungen skrotaler Hyperthermie auf die
qualitativen Samenparameter bei sieben Beagleriden und fand keinen Anstieg des
Defragmentationsindex, welcher mittels SCSA erfasst wurde. Die Werte lagen
zwischen 1,9 + 0,2 % und 2,5 + 0,3 %. Garcia-Macias et al. (2006) verglichen
flowzytometrisch den Fragmentierungsindex caniner Spermatozoen aus der
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Nebenhodenpassage von 19 Riden und weiteren acht Riden aus dem Ejakulat. Sie
fanden im Nebenhodenkopf 7,1 + 1,8 %, im Nebenhodenkérper 6,1 + 4 %, im
Nebenhodenschwanz 5,4 £ 1,7 % und im Ejakulat 6,5 + 3 % chromatininstabile
Spermienzellen. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Chromatinstabilitat zwischen Spermien des Nebenhodenschwanzes und ejakulierten
Samenzellen, was die eigenen Ergebnisse bekraftigt. Der Autor sieht als kritischen
Punkt fir die epididymale Spermienreifung den Ubergang von Nebenhodenkopf zum
Nebenhodenkdrper. Die von Penfold et al. (2003) uber den SCSA ermittelte DNA-
Integritat normospermer feliner Proben lag mit 13,8 + 2,4 % deutlich hdher als beim
Riden, wobei schon Hingst et al. (1995) eine verminderte Resistenz feliner
Spermatozoen gegenuber In-Situ-Sauredenaturierung im Vergleich zu anderen
Spezies feststellten. Auch Prinosilova et al. (2012) ermittelten bei 60 Ruden einen
Maximalwert von 9 % DNA-fragmentierter Spermien mittels flowzytometrischem
SCSA, was die Plausibilitat der eigenen Untersuchungsergebnisse untermauert.
Ebenso fanden Peres et al. (2014), die die Ejakulatbeschaffenheit von vier an
Muskeldystrophie erkrankten Golden Retrievern mit finf gesunden Hunden
verglichen und anhand flowzytometrischer Akridinorangefarbung die DNA-Integritat
erfassten, vergleichbare Werte von 6,5 + 1 % in der gesunden Population. In
Probennummer TG-1 wurde ein Maximalwert von 7,8 % DNA-geschadigter Spermien
gefunden, welche auch in der Anilinblaufarbung, Toluidinblaufarbung, dem
Akridinorangetest, CMA3 und TUNEL annahernd Hochstwerte aufwies, was die
Tendenz eines Zusammenhangs verdeutlicht, welcher statistisch aber nur in Form
einer Korrelation mit dem AOT besteht. Mdglicherweise ist der mfSCSA aufgrund von
Farbzwischenstufen zwischen grun, gelb, orange und rot anfalliger flr
Fehlinterpretation und verliert daher den Zusammenhang zu den anderen
Farbemethoden, bei denen die Ergebnisse gefarbt entspricht positiv und ungefarbt
entspricht negativ eindeutiger scheinen. Beim Vergleich der Mittelwerte des AOT und
mfSCSA fallt fur die Nebenhodenspermien eine deutliche Differenz (mfSCSA: 0,53 +
0,44%; AOT: 2,53 + 2,27 %) auf. Da bereits Biege (2004) einen Zusammenhang
zwischen Raumtemperatur und Farbeergebnis beobachtete, stellt sich die Frage, ob
die gemald Protokoll unterschiedliche Temperatur der angewendeten Losungen die
abweichenden Farberesultate bedingt. Da zwischen den beiden Akridinfarbungen

beim Vergleich der TG-Samenproben keine solche Differenz auftritt (mfSCSA: 1,56 +
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1,86 %; AOT: 1,71 £ 2,15%) besteht der Verdacht, das Spermienchromatin aus dem
Nebenhodenschwanz empfindlicher auf aullere Faktoren reagiert. Da bei der
Untersuchung der Wechselwirkung der Probenart und dem Ergebnis der
Farbemethode nur in den Gruppen, in denen der mfSCSA eingeschlossen war (TG-
Proben und Nebenhodenspermien) eine Abhangigkeit des Farberesultats vom
Probenmaterial bestand, scheint die Anwendung der Methode  flr
Nebenhodenspermien fraglich. Andererseits muss hinterfragt werden, ob die
Chromatinkondensation im caninen Nebenhodenschwanz abgeschlossen ist, oder ob
hier noch Prozesse stattfinden, die die Empfindlichkeit auf aullere Reize

beeinflussen.

5.3.6 TUNEL

Wie bereits oben erwahnt, existieren bisher wenige Studien, in denen der TUNEL-
Test zur Beurteilung der Chromatinkondensation von Rudenspermatozoen
Verwendung fand. Hier liegen die Anteile von Spermien mit fragmentierter DNA
deutlich unter den fir den fertlen Mann ermittelten Werten. So verglichen
Hammadeh et al. (2010) die Protamination, sowie die DNA-Fragmentierung mittels
TUNEL und die Chromatinkondensation mittels CMA3 von Rauchern und
Nichtrauchern. Der Anteil an TUNEL-positiven Spermien lag bei 63 Nichtrauchern bei
11,3 + 4,2 %. Ahnliche Werte fanden Chohan et al. (2006) bei einer Gruppe von

sieben fertilen Mannern mit 11,1 £ 0,9 %.

Lange-Consiligo et al. (2010) untersuchten das Ejakulat von elf Riden auf DNA-
Fragmentierungen und morphometrische Anomalitaten. Pro Ruden wirden 10000
Spermien flowzytometrisch beurteilt und es wurden zwischen 0,36 % und 12,58 %
Spermien mit DNA-Fragmentierung nachgewiesen, wobei der Mittelwert bei 4,78 %
und der Median bei 3,16 % TUNEL-positiven Spermien lag. Diese Werte liegen héher
als die eigenen ermittelten Werte, welche Abweichung sich einerseits durch die
flowzytometrische Auswertung, andererseits durch die relativ geringe Zahl an

Probanden ergeben konnte.

Sanchez et al. (2011) untersuchten den Einfluss der Vitrifikation auf die DNA-

Stabilitat mittels fluoreszenzmikroskopischer TUNEL-Farbung. In einer Gruppe von 4
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gesunden Ruden wurden im Mittel 5,6 £ 0,6 % Spermien mit fragmentierter DNA
gefunden, wobei dieser Anteil mit dem Zusatz von Sucrose auf 2,8 £ 0,5 %
abgesenkt werden konnte. Auch in dieser Studie scheint die Zahl der Probanden
sehr gering und es ist zu erwahnen, dass bisher keine Arbeit zu existieren scheint, in

dem der TUNEL-Test in einer groReren Ridenpopulation getestet wurde.

Bei der Maus liegt der Anteil an Spermien mit fragmentierter DNA mit durchschnittlich
unter 0,83 % (Warntjen, 2012) ahnlich niedrig wie beim Ruden, weshalb die eigenen

Ergebnisse plausibel erscheinen.

Auch Villani et al. (2010) wiesen in humanen Ejakulaten hohere Anteile von
Spermatozoen mit fragmentierter DNA nach als in murinen und bovinen Ejakulaten.
Es erfolgte eine Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen DNAse sowie
Wasserstoffperoxid als Vertreter der reactive oxygen species (ROS). AnschlielRend
wurden die Proben auf die Zahl an DNA-Strangbrichen untersucht, was mit Hilfe des
Alkaline Comet Assays, des Neutral Comet Assays, des SCSA und des TUNELs
erfolgte. Flowzytometrisch wurde dabei bei unbehandelten Proben der Manner bis zu
20 % TUNEL-positiver Zellen gefunden, wahrend die bovinen Proben unter ca. funf

Prozent und die murinen Nebenhodenspermien unter ca. zwei Prozent lagen.

Martins et al. (2007) fanden bei einem Bullen mit bewiesener Fertilitdt im Rahmen
der Untersuchungen der Auswirkung des Gefriertrocknens auf die DNA-Integritat in
tiefgefrorenem Samen nur 1 % TUNEL-positiver Zellen, wahrend der Anteil in den
gefriergetrockneten Proben je nach Behandlungsmethode zwischen zwei und

vierzehn Prozent lag (Martins et al., 2007).

Mota und Ramalho-Santos (2006) untersuchten epididymale Spermatozoen von 36
Katern mittels TUNEL-Methode. Hierfur wurde ein abweichendes TUNEL-Kit
verwendet, das aber auf dem gleichen System beruht (APO-BrdU™TUNEL Assay
Kit, Firma Molecular Probes). Es wurden zwischen 0 und 68 % TUNEL-positive
Zellen nachgewiesen und der Mittelwert lag bei 13 £ 12 %, wobei der Anteil TUNEL-
positiver Zellen nicht mit dem Anteil apoptotischer Zellen, die mittels AnnexinV-
Nachweis ermittelt wurden, Kkorrelierten, weshalb der Autor von einer

apoptoseunabhangigen Ursache fur die DNA-Fragmentierung ausgeht.
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Diese geringen Prozentsatze bestatigen die These, dass bei Untersuchungen zur
Chromatinkondensation, in diesem Fall dem  TUNEL-Test in der
veterinarmedizinischen Andrologie insgesamt geringere Ergebnisse zu erwarten sind.
Eine Ausnahme bilden hier Metatheria-Arten. Bennetts et al. (2005) untersuchten die
Empfindlichkeit humaner und muriner Spermien gegenuber oxidativem Stress in
Form von Wasserstoffperoxid im Vergleich zu Wallaby-Spermien. Nach Exposition
mit unterschiedlichen Konzentrationen an H,O, wurde die Fragmentation der
mitochondrialen DNA und des nukledaren Spermienchromatins mithilfe der Alkaline-
Agarose-Elektrophorese, der Pulsed-Field-Gelelektrophorese und der quantitativen
PCR untersucht. Es ergab sich insgesamt eine hdhere Empfindlichkeit der
mitochondrialen DNA im Vergleich zur nuklearen DNA, wobei die quantitative PCR
keine DNA-Schaden der nuklearen DNA detektierte. Mittels Gelelektrophorese
wurden bei humanen Spermatozoen durch oxidativen Stress verursachte nukleare
DNA-Schaden gefunden, die bei den murinen Proben nicht nachgewiesen werden
konnten. Im Vergleich zu den eutherischen Spermatozoen zeigten die des Wallabys
eine hdhere Resistenz der mitochondrialen DNA gegenuber Wasserstoffperoxid,
wohingegen die nukleare DNA anfalliger gegenluber oxidativer Schaden war. Diese
Empfindlichkeit erklaren die Autoren mit dem Fehlen von Disulfidbricken im
Spermienchromatin der Marsupilia und erschlieRen daraus die wichtige Bedeutung
der Chromatinkondensation gegen die Genotoxizitdt von oxidativem Stress. Zee et
al. (2009), welche die DNA-Integritdt von Koala-Spermien mittels SCD und
Cometassay zur Differenzierung von Doppelstrang und Einzelstrangbrichen
testeten, erwiesen, dass Einzelstrangbriche einen normalen Prozess in der
Spermiogenese des Koalas darstellen. Diese Untersuchungen verdeutlichen
speziesspezifische Unterschiede der Chromatinstabilitat und zeigen auf, dass ein
Vergleich zwischen Mensch und Tier aufgrund eines abweichenden biochemischen

Aufbaus des Spermienchromatin nicht immer moglich ist.

Wie bereits bei vorherigen Farbemethoden besteht keine Wechselwirkung zwischen
Probenart und dem Farberesultat. Das bedeutet, dass die entsprechenden Protokolle
sowohl fur Nativsamen, als auch TG-Sperma und Nebenhodensperma eingesetzt
werden konnen. Dies wird auch beim Vergleich der jeweiligen Mittelwerte deutlich,
welche fur den Nativsamen bei 0,95 + 2,07 % fragmentierter DNA, bei den TG-
Proben bei 1,42 + 1,55 % und fur die Nebenhodenproben bei 0,70 £ 0,36 % liegen.
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Auch bei dieser Farbemethode zeigt sich eine hohe Chromatinstabilitat, die canine

Spermatozoen bereits wahrend der Nebenhodenpassage erlangen.

Ein Zusammenhang mit klassischen Samenparametern konnte in den eigenen
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden, was die Bedeutung als separaten
Samenqualitatsparameter hervorhebt. Die Nativsamenprobe (NS-16) mit dem
hochsten Anteil fragmentieter DNA im TUNEL-Test (9,8 %) wies keine
Auffalligkeiten bei der konventionellen Samenuntersuchung auf. Da in der
humanmedizinischen Andrologie Zusammenhange der DNA-Fragmentierung und
Fertilitatsrate untersucht wurden (Lopes et al., 1998), ware ein nachster Schritt, die
DNA-Fragmentierung infertiler Riden zu erforschen, vor allem dann, wenn

konventionelle Samenparameter die Infertilitat nicht erklaren.

5.3.7 Caspase-3-Aktivitat

Der geringe Anteil Caspase-3-positiver Zellen scheint insofern plausibel, da auch bei
Untersuchungen humaner Samenproben eine geringere Caspaseaktivitat gefunden
wurde als TUNEL-positive Zellen. Fouz (2010) untersuchte die Auswirkungen der
Aufbereitung und Kryokonservierung humaner Spermatozoen und fand in nativen
Samenproben fertiler Manner mehr als zweimal hohere Werte in der TUNEL-Farbung
(14,85 £ 17,64 %) im Vergleich zur Caspase-3 Farbung (5,8 + 11,59 %). Da bei den
eigenen Untersuchungen schon das Mittel des TUNEL-Tests alle Proben bei lediglich
1,10 £ 1,70 % lag, erscheint der Mittelwert der Caspase-aktiven Spermien aller
Proben mit 0,32 + 0,4 % plausibel. Zudem fand Herr (2010) bei histologischen
Untersuchungen caniner Sertolizellen durchschnittlich 0,5 % Caspase-3-aktive
Zellen, wobei dieser Wert durch Warmeapplikation auf 2,9 % gesteigert wurde. Auch
in dieser Studie lagen die Caspasewerte deutlich unter denen der TUNEL-
Untersuchung (TUNEL: 2,9 %, Caspase: 0,5 %). Ahnliche Erkenntnisse lieferten die
Untersuchungen von Henning et al. (2014), die die Auswirkungen skrotaler

Hyperthermie auf canine testikulare Zellen untersuchten.

Der scheinbare Widerspruch, dass die Ergebnisse aus TUNEL-Test und Caspase-
Nachweis unterschiedliche Ergebnisse erzielten, lasst sich damit erklaren, dass der
TUNEL-Test auch apoptoseunabhangige DNA-Fragmentierungen detektiert. Dies
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wurde von Mota und Ramalho-Santos (2006) festgestellt, die bei der Untersuchung
feliner Nebenhodenspermien mehr TUNEL-positive als Annexin-V-positive Zellen
fanden. Sokolowska et al. (2009) fanden bei ihren Untersuchungen der
Caspaseaktivitat tiefgefrorener Samenproben mittels Pancaspaseinhibitor bei acht
Ruden zwischen 7,3 und 70,7 % Spermien mit aktiver Caspase. Die erhohten Werte
sprechen einerseits flr ein breiteres Erfassen von apoptotischen Zellen, da alle
Caspasen detektiert werden, andererseits muss die kleine Probandenzahl
berlcksichtigt werden. Die Autoren fanden einen Zusammenhang zu klassischen
Samenparametern, welcher auch in der eigenen Studie vorlag. Beim Vergleich der
Ergebnisse aus der klassischen Samenanalyse von 20 Nativsamenproben fand sich
eine Korrelation mit p < 0,05 der Caspase-3-Aktivitat mit der Vitalitat (r = 0,463) und
Pathomorphologie (r = 0,445). Diese Parameter zeigten mit keiner der Ubrigen
Untersuchungen zur Chromatinkondensation eine Korrelation, sodass der Einsatz
aufgrund des hohen Kosten- und Zeitaufwandes nicht empfehlenswert erscheint, da
bereits die klassische Samenanalyse Aufschluss Uber die Samenqualitat inklusive
der Caspaseaktivitat gibt. Mit einem Mittelwert von 0,29 + 0,34 % Capase-3-Aktivitat
bei den tiefgefrorenen Samenproben war diese Methode die einzige, bei der die
Nativsamenproben keine niedrigeren Werte hervorbrachten (0,30 £ 0,44 %), was nur
durch einen erhdhten Anteil nekrotischer Zellen nach dem Auftauen erklart werden
kann. Auch die Caspaseaktivitat der kryokonservierten Nebenhodenspermien liegt
mit einem Mittel von 0,45 + 0,37 % auf einem sehr niedrigen Niveau, weshalb weitere
Untersuchungen zum immunhistochemischen Nachweis der Caspase-3-Aktivitat in
caninen Samenzellen notwendig sind. Des Weiteren sollte der bereits fur den Hengst
(Mufoz, 2015) beschriebene Zusammenhang mit intrazellularen Thiolen auch fur den

Ruden untersucht werden.

5.4 Fazit fir die veterindrmedizinische Praxis

Fasst man die erlangten Erkenntnisse beziglich der Methodik, Auswertung und
Farberesultate zusammen, kann fur die veterindrmedizinische Praxis, in der kein
Fluoreszenzmikroskop zur Verfligung steht, die Toluidinblaufarbung empfohlen
werden. Der etwas erhohte Kosten- und Zeitaufwand des Farbevorgangs im
Vergleich zur Anilinblaufarbung kann durch eine schnellere und einfachere
112



Auswertung ausgeglichen werden, da ein besserer Kontrast positiver und negativer
Spermien besteht und sich toluidinblaunegative Spermienképfe besser vom
Hintergrund abheben als in der Anilinblaufarbung. Die Ergebnisse beider
lichtmikroskopischer Farbemethoden korrelierten in dieser Arbeit miteinander, sodass
man der Farbung mit der hdheren Praktikabilitat bei der Auswertung den Vorzug

gewahren kann.

Steht ein Fluoreszenzmikroskop zur Verfugung kann die Chromomycin A3-Farbung
empfohlen werden, wenn mit dem Farbstoff mit der nétigen Sorgfalt aufgrund des
hohen Gesundheitsrisikos umgegangen wird. Dieses ist in Kauf zu nehmen, da
spruhfixierte Ausstriche fir einen Farbevorgang gesammelt werden kénnen und
somit die Frequenz der Farbungen auf ein Minimum reduziert werden kann. Im
Vergleich zu Farbungen mit Akridinorange kénnen CMAS3-positive Spermien mit
hoher Sicherheit angesprochen werden, da diese eine starke Fluoreszenz zeigen
und keine Farbzwischenstufen auftreten. Die Farbung ist schnell und im Vergleich
zur TUNEL-Farbung und des Caspase-3-Nachweises kostenglnstiger. Obwohl die
Akridinorangefarbungen am kostengtinstigsten sind, kommt es hier zu einem
erhohten Zeitaufwand bei der Auswertung, da es auf dem Objekttrager haufig zu
Arealbildungen und somit Unsicherheiten beim Ansprechen chromatininstabiler
Spermien kommt. Aufgrund von nachgewiesenen Korrelationen zwischen dem CMA3
und dem AOT sowohl beim Nativsamen (r = 0,645) wie auch beim kryokonservierten
Samen (r = 0,752) und Korrelationen des CMA3 mit dem mfSCSA (r = 0,544) kann

der Chromomycin A3-Farbung der Vorzug gegeben werden.

Da Anilinblau als einzige Methode mit der TUNEL-Farbung korrelierte (r = 0,557)
stellt diese eine sehr kostengunstige und schnelle lichtmikroskopische Moglichkeit
zur Beurteilung der Chromatinkondensation dar, wenn auch die beschriebenen
Schwierigkeiten bei der Auswertung vorlagen. Da der TUNEL-Test und die Caspase-
Farbung keine weiteren Korrelationen aufweisen, scheinen sie einen gesonderten
Stellenwert einzunehmen. Hier sind Untersuchungen an infertiilen Probanden
notwendig um eine bessere Aussage daruber treffen zu kdnnen, ob die Methoden fur
die veterinarmedizinische, canine Andrologie in der Praxis wertvoll sind. Da die
Caspase-3-Aktivitat in dieser Untersuchung mit dem Anteil avitaler Spermien (r =

0,463) und pathomorphen Spermien (r = 0,445) korrelierte scheint der Kosten- und
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Zeitaufwand zu intensiv. Aufgrund eines sehr niedrigen Anteils positiver Spermien im
TUNEL und im Caspase-3-Nachweis scheint hier die flowzytometrische Auswertung

eine hohere Genauigkeit zu erzielen.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es unterschiedliche Farbungen zur Darstellung der
Chromatinkondensation in caninen Spermatozoen zu testen und miteinander zu
vergleichen. Wichtig war es fur bereits etablierte Methoden umfassendere
Ergebnisse zu erhalten und diese mit Verfahren zu vergleichen, die noch nicht fur
den Ruden etabliert sind. Weiterhin sollte die Praktikabilitat der Farbemethoden
getestet werden, wobei auch finanzielle und gesundheitliche Aspekte zu beachten
sind. Es wurden Samenzellen von insgesamt 48 fertilen Riden untersucht, wovon
zwanzig Proben Nativsamenpraparate darstellten, zwanzig Proben kryokonservierte
Spermien waren und weitere acht Proben aus dem Nebenhodenschwanz kastrierter
Riden entnommen und kryokonserviert wurden. Pro Samenprobe wurden zur
Untersuchung der Chromatinkondensation sieben Farbungen und Auswertungen
vorgenommen. Folgende Methoden wurden verwendet: Anilinblau, Toluidinblau,
Chromomycin A3, Akridinorange (zwei verschiedene Protokolle), TUNEL und

Caspase-3-Aktivitat.

Zusatzlich wurden bei den zwanzig Nativsamenpraparaten eine makroskopische
Samenuntersuchung, eine Eosinfarbung zur Vitalitdts- und Morphologiebeurteilung,
sowie eine Motilitatsbestimmung vorgenommen. Dreizehn der nativen Praparate

wurden zusatzlich mittels computerassistierter Samenanalyse beurteilt.
Es ergaben sich folgende Ergebnisse:

- Alle Ruden zeigten weniger als 9 % Spermien mit Chromatininstabilitdten, wobei die

Mittelwerte aller Untersuchungen unter 2,53 % lag.

- Es bestand keine Wechselwirkung zwischen Probenart und dem Farberesultat,
weshalb alle untersuchten Methoden zur Darstellung der Chromatinkondensation

auch fur kryokonservierte canine Samenproben geeignet sind.

- Mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung bezlglich der

Farbung fanden sich deutlich unterschiedliche Untersuchungsergebnisse.

- Der gezielte Vergleich der Akridinorange-Farbeprotokolle mittels T-Test ergab fir

die TG-Spermaproben keine signifikanten Unterschiede, weshalb der erhdhte
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Kosten- und Zeitaufwand des mfSCSA bei ahnlichen Auswertungsschwierigkeiten

und Gesundheitsrisiken wie beim AOT, nicht gerechtfertigt scheint.

- Die Anilinblaufarbung ist die schnellste der untersuchten Methoden und erfordert als
lichtmikroskopische Methode kein teures Equipment, wobei die Kontraste zwischen
schlecht und gut kondensierten Spermien schwacher sind als im aufwendigeren

Toluidinblau-Test.

- Signifikante Korrelationen ergaben sich fur die Nativsamenproben zwischen dem
AOT mit der Anilinblaufarbung (r = 0,567) und dem CMAS3-Test (r= 0,645). Ein
Korrelationskoeffizient von r =0,455 besteht zwischen Anilinblau mit Toluidinblau und
von r = 0,557 zwischen Anilinblau und TUNEL, sowie mit r = 0,538 fur CMA3 und

Toluidinblavu.

- Bei den TG-Proben korrelierten die Ergebnisse des AOT mit p < 0,01 mit Anilinblau
(r = 0,582), mfSCSA (r = 0,682) und CMAS3 (r = 0,752) und zusatzlich korrelierte die
Toluidinblaufarbung mit der Anilinblaufarbung (r = 0,698). Eine Korrelation mit p <
0,05 ergab sich fur den CMA3-Test mit Anilinblau (r = 0,536), Toluidinblau (r = 0,453)
und den mfSCSA (r = 0,544).

- Die Ergebnisse der Farbungen der kryokonservierten Nebenhodenspermien
korrelierten mit p < 0,05 zwischen dem CMAS3 und Toluidinblau (r = 0,719) sowie
zwischen dem AOT und TUNEL-Test (r = 0,760). Die geringe Probandenzahl von

acht Ruden ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten.

- Es besteht nur ein geringer Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der
klassischen Samenuntersuchung und denen der Chromatinkondensation. Die
Motilitat korreliert negativ mit p < 0,05 mit dem Anteil chromatininstabiler Spermien
im AOT (r = 0,450), wahrend die Caspase-3-Aktivitdt negativ mit der Vitalitat (r =
0,463) und positiv mit der Pathomorphologie (r = 0,445) korreliert.

Fur die veterinarmedizinische Andrologie beim Ruden ist der Toluidinblautest als
lichtmikroskopische Farbemethode und die Chromomycin A3-Farbung als einfaches,

schnelles und kostenglnstiges fluoreszenzmikroskopisches Verfahren zu empfehlen.
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7 Summary

The aim of this study was to establish and compare different staining methods for
chromatin condensation in canine spermatozoa. One aspect was to gain more data
using established methods and then compare those to methods, which have not
been validated for dogs yet. Furthermore the practicability of the different staining

methods was evaluated, also looking at financial and health aspects.

A total of 48 semen samples of fertile male dogs were examined: 20 samples native
semen, 20 samples cryopreserved ejaculated spermatozoa and eight samples

cryopreserved spermatozoa from epididymis of castrated male dogs.

Each sample was evaluated regarding chromatin condensation using seven different
staining techniques. Following methods were used: aniline blue staining, toluidine
blue staining, acridine orange staining (two different protocols), Chromomycin A3
staining, TUNEL staining and Caspase-3 acitvity. In addition, the 20 native semen
samples were examined macroscopically and an eosin stain was used to assess
viability, morphology and motility. Thirteen of the samples war also analysed by

computer-assisted semen analysis.

The following results were obtained:

- All dogs had less than 9% spermazoa with chromatin instabilities, with mean values

of all examinations below 2.53%.

- There were no interactions between sample type and staining result. Therefore all
evaluated methods for chromatin condensation can be also used for cryopreserved

canine semen samples.

- By using the two factor variance analysis with repeated measures in terms of the

staining technique the examination results differed distinctively.

- The specific comparison of the two acridine orange staining protocols by t-test
analysis showed no significant differences in the crypreserved samples. With similar
assessment problems and health risks, the higher financial costs and effort of
mfSCSA do not seem justified.
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- The aniline blue staining is the fastest of the examined methods. As microscopic
method no expensive equipment is required. But is has less contrast between high
and low condensed chromatin structures compared to the more expensive toluidine

blue staining.

- Within the native semen samples a significant correlation was found between AOT
with aniline blue (r = 0.567) and CMAS3 (r = 0.645). A correlation coefficient of r =
0.455 and r = 0.557 was identified between aniline blue and toluidine blue and
between aniline blue and TUNEL, respectively. Between CMA3 and toluidine blue r
was 0.538.

-The frozen semen showed a correlation of p < 0.01 between AOT and aniline blue (r
= 0.582), between AOT and mfSCSA (r = 0.682), between AOT and CMA3 (r =
0.752) and between toluidine blue and aniline blue (r = 0.698). A correlation of p <
0.05 exists between CMA3 and aniline blue (r = 0.536 ), toluidine blue (r = 0.453) and
mfSCSA (r = 0.544).

- The epididymal cryoconserved samples had a correlation coefficient of r = 0.719
between CMA3 and toluidine blue and r = 0.760 between AOT and TUNEL. When

interpreting the results, the low number of samples should be noted.

- There is only a small correlation given between the results of the classical semen
analysis and the chromatin examination. A negative correlation of r = 0.450 can be
found between motility and AOT, while sperms with caspase-3-activity are correlated
negatively with the vitality (r = 0.463) and are correlated positively with the

pathomorphology (r = 0.445).

For canine andrology two staining methods can be recommended: toluidine blue as a
light microscopic technique and Chromomycin A3 as a simple, fast and inexpensive

fluorescence microscopic technique.
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9 Anhang

Tabelle 17: Vergleich des Arbeits-

und Zeitaufwandes der unterschiedlichen
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nach Tejada et al
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Tabelle 18: Materialkosten der unterschiedlichen Untersuchungen zur
Chromatinkondensation. AB: Anilinblau; TB: Toluidinblau; AOT: Akridinorangetest
nach Tejada et al (1984); mfSCSA: modifizierter fluoreszenzmikroskopischer
Spermienchromatinstrukturassay nach Biege (2004); €. Euro; Lsg.: Lésung; mil:
Milliliter; g: Gramm; PBS: Phosphate buffered saline; BSA: Bovines Serumalbumin;
DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenylindol; DNAse: Desoxyribunuklease; FITC: Fluorescein

isothiocyanate
—_ o C
I o 5 ° w ° w
3 s 55 & c & e
o T £ C c - c =
< e S 2 28 |79
= £ 35 £ | g€
> o] [y} - =
£ E 5 o 2% | B2
@© o UL N ) n o
L GL.) o = © ®) (O] ®)
AB 200 ml Fixierlésung 0,06 0,73
200 ml 5 % Anilinblaulsg. 0,64
Eindeckmedium 0,03
B 200 ml Fixierlésung 0,48 1,71
200 ml Lésung zur Hydrolyse 0,07
10 mg Toluidinblau 0,01
1,72 g Dinatriumhydrogenphosphat 0,01
2,92 g Zitronensauremonohydrat 0,01
400 ml Butanol 0,6
400ml Xylol 0,5
Eindeckmedium 0,03
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CMA3 180 ml Fixierldsung 0,09 0,58
0,5 mg Chromomycin A3 0,48
2 ml PBS 0,01

AOT 200 ml Fixierlésung 0,09 0,12
40 mg Akridinorange 0,01
3,36 g Zitronensauremonohydrat 0,01
1,32 g Natriumhydrogenphosphat 0,01
Eindeckmedium 0,01

mfSCSA 200 ml Fixierldsung 0,09 0,21
40 mg Akridinorange 0,01
3,36 g Zitronensauremonohydrat 0,01
1,32 gNatriumhydrogenphosphat 0,01
600 ml Natriumcitratpuffer 0,07
Dekondensationslésung 0,02

Caspase Antibody-Specific Active Caspase 3 1,54 2,21
Detection kit— Apo Active 3TM
FITC
7 ml Triton X-100 0,14
1500 ml PBS 0,50
80 mg BSA 0,02
20 pl Ziegenserum 0,01
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TUNEL In Situ Cell Death Dectection Kit, | 5,64 5,82
Fluorescein
0,2 ml Triton X-100 0,01
0,025 mg DAPI 0,01
1000 U/ml DNAse 0,16
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