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1 Einleitung und Fragestellung

In der modernen Pferdezucht hat sich die Besamung zu einem etablierten und
standardisierten Verfahren entwickelt. Die Vorteile dieses Verfahrens gegeniiber dem
Natursprung sind die Verwendung von bestimmten Vatertieren auch Uber weite
Entfernungen, eine Verminderung von Deckinfektionen und Verletzungen der Tiere
bzw. des Personals sowie eine Entlastung stark frequentierter Vatertiere durch
Portionierung der Ejakulate, wodurch eine héhere Anzahl Stuten von einem Vatertier
besamt werden kénnen.

Das Ziel der Tiefgefrierung von Samenzellen besteht in der Erhaltung der Fruchtbarkeit
und einer unbegrenzt langen Lagerung des Spermas. Als Nachteil der Tiefgefrierung
von Sperma gilt eine im Vergleich zu flissigkonserviertem Samen deutlich reduzierte
Zellvitalitét, welche schlechtere Befruchtungsergebnisse nach sich zieht.

Es hat sich in der Praxis etabliert, die Hengste nach Deckruhe mehrmalig im Abstand
von jeweils 48 Stunden abzusamen und diese Ejakulate zu verwerfen, bevor ein
Ejakulat zur Tiefgefriersamenproduktion verwendet wird. Dieses Vorgehen ist mit
einem potentiellen finanziellen Verlust verbunden. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher untersucht, ob bereits das erste gewonnene Ejakulat von Deckhengsten nach
einer Deckruhe von 60 Tagen fir die Herstellung von Tiefgefrierbesamungsportionen
geeignet ist. Es wird die Hypothese aufgestellt, dass zwischen den ersten drei
Ejakulaten, die nach Deckruhe entnommen werden, keine qualitativen Unterschiede

in der Tiefgefriereignung gefunden werden kénnen.



2 Schrifttum

21 Bedeutung der Besamung beim Pferd

2141 Entwicklung und gegenwartiger Stand der Besamung beim Pferd

Nach einer arabischen Erzahlung soll die erste Besamung beim Pferd bereits im Jahre
1322 stattgefunden haben. Der Ubermittlung zufolge soll ein arabischer
Stammesfiihrer Samen eines Hengstes, der sich im Besitz eines Rivalen befand,
entwendet haben, um damit seine eigene Stute zu besamen. Vermutlich wurden aber
schon vor Jesu Geburt Samenubertragungen an Pferden und Menschen durch die
Araber vorgenommen (BOWEN, 1969). Der erste gesicherte Fall einer Besamung bei
einem Saugetier wurde am Ende des 18. Jahrhundert durch den italienischen Priester
und Biologen Lazzaro Spallanzani dokumentiert. Spallanzani besamte nach vorheriger
manueller Samenentnahme eine Hundin, welche nach 62 Tagen Trachtigkeitsdauer
drei Welpen zur Welt brachte (CAPANNA, 1999). 1888 stellte der franzdsische Tierarzt
Repiquet seine Gedanken zur Besamung bei Pferden und Rindern der Société de
Médicine Vétérinaire vor. Er beschrieb diese Biotechnologie als ein hervorragendes
Instrument, um die Subfertilitdt von Pferden und Rindern zu behandeln. Auch kénnen
mit diesem Verfahren mehrere Stuten mit nur einem Hengst belegt und Hybride wie
z. B. Maultiere produziert werden (RAILLET, 1888). Um die Jahrhundertwende des 19.
Jahrhunderts gelang es Professor Sand aus Kopenhagen, die Samenentnahme von
Hengsten mittels eines speziell entwickelten Kondoms durchzufiihren. Dieses wurde
vorrangig aus der Harnblase von Schweinen hergestellt. Zusammen mit dem Kollegen
Stribolt konnte er mit dem aufgefangenen Sperma in einer Versuchsreihe mit acht
Stuten bei vier Tieren eine Trachtigkeit erreichen (SAND, 1903). Die ersten
wissenschaftlichen Abhandlungen zum Thema der kiinstlichen Besamung beim Pferd
sind dem russischen Forscher llya Ivanoff zu verdanken. Ivanoff gilt als Pionier der
kiinstlichen Besamung beim Pferd und konnte durch seine Forschungen in der
Vorkriegszeit des 1. Weltkrieges die Vorziige dieses Verfahrens gegenlber dem
nattrlichen Deckakt durch Besamung mehrerer tausend Stuten und daraus
resultierenden Trachtigkeitsergebnissen von bis zu neunzig Prozent darlegen
(IVANOFF, 1922). Nichts desto trotz wurde die kiinstliche Besamung hauptséachlich in
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der Zucht von landwirtschaftlichen Nutztieren, in erster Linie bei Rindern und Schafen,
eingesetzt. So wurde im Jahre 1932 mit dem Buch ,Die kiinstliche Besamung bei
Rindern und Schafen“ das gesamte Wissen um dieses Thema einschlief3lich der neu
gewonnenen Erkenntnisse von russischen Autoren zusammengefasst (GOTZE,
1949). Die Samenubertragung in der Pferdezucht konnte aufgrund des mangelnden
wirtschaftlichen und zichterischen Nutzens noch keine Bedeutung erlangen. In
Deutschland sind wissenschaftliche Darlegungen zur Pferdebesamung vor allem
durch Professor Gotze aus Hannover mit dem Werk ,Besamung und Unfruchtbarkeit
der Hauss&ugetiere“ dargelegt worden (GOTZE, 1949), der schon 1944 eine
Besamungsstation unter Praxisverhéltnissen griindete und mit dem Einsatz von
Frischsamen im ersten Jahr des Bestehens 118 Stuten besamte und Konzeptionsraten
von 41% erzielte (MERKT und KLUG, 1976). Eine weitere Besamungsstation wurde
Ende der funfziger Jahre zur Bekdmpfung der Beschélseuche eingerichtet (MERKT
und KLUG, 1976). Die kunstliche Besamung fand nach dem zweiten Weltkrieg eine
weitreichende Anwendung zur Bekdmpfung von Deckseuchen (KLUG, 1993a). Die
Entwicklung der kiinstlichen Besamung in der Pferdezucht wurde von den Tierarzten
zunachst sehr skeptisch betrachtet (BOLLE, 1949; SAENGER, 1959). Es bestand
groRe Sorge hinsichtlich der anscheinend ausufernden Kosten fur Staat und Zuchter,
welche durch weitere Untersuchungen anfallen sollten (SAENGER, 1959). Auch wurde
beflrchtet, dass aufgrund fehlender Reizwirkung des Natursprungs das
innersekretorische Drisensystem nicht in Funktion tritt, mit der Zeit erschlafft und
schlieRlich verkimmert. Dadurch wére die Hormonproduktion, welche essentiell fur die
Eizellreifung und Einbettung ist, gestort (BOLLE, 1949). Auf der anderen Seite war
auch die Ziichterschaft zunéchst gegen die Einflihrung der kinstlichen Besamung in
der Pferdezucht. Viele Ziichter glaubten, dass die Fohlen schwach bzw. missgebildet
sein kdnnten und dass sich das Sexualverhalten des Hengstes als auch der Stute
andern koénnte. Diese Angste waren jedoch unbegriindet und konnten mit den
Erfahrungen aus den hohen Besamungszahlen der Rinderzucht widerlegt werden
(MEDL, 1993). Nach dem zweiten Weltkrieg sank die Zahl der besamten Stuten
dramatisch ab (AURICH, 2012) und die Pferdezucht im Allgemeinen war ricklaufig
(MERKT und KLUG, 1976; AEHNELT 1953). 1973 wurde durch die Kooperation des
Landgestits Celle mit der tierarztlichen Hochschule Hannover im Landgestit

versuchsweise eine Besamungsstation gegriindet (KLUG et. al., 1977), in welcher



hauptsachlich  mit  kryokonserviertem  Sperma  gearbeitet ~wurde und
Trachtigkeitsergebnisse von 40 bis 45 % erzielt wurden (MERKT & KLUG, 1976).
Durch die Landgestute und Privathengsthalter erfolgte bald darauf die Griindung von
weiteren Besamungsstationen (AURICH, 2011). In den osteuropaischen Landern
spielte die kinstliche Besamung eine untergeordnete Rolle. In der ehemaligen
Tschechoslowakei betrug die Rate an kunstlich besamten Stuten lediglich 9 % der
Gesamtstutenzahl. Ahnlich niedrige Zahlen stammen aus Polen, Ungarn und
Jugoslawien, wobei in Jugoslawien das Hauptaugenmerk in der Fohlenproduktion fir
den menschlichen Verzehr bestand (TISCHNER, 1992).

Mit Wechsel der Bedeutung des Pferdes vom landwirtschaftlichen Nutztier zum
Freizeitpartner bzw. fiir den Pferdesport bestand weltweit wieder mehr Interesse an
dieser Biotechnologie, sodass es in vielen Landern Anfang der neunziger Jahre zum
endgultigen Durchbruch der Besamung in der Pferdezucht kam (AURICH, 2012). Sie
wird vor allem in der westeuropaischen Pferdezucht flaichendeckend eingesetzt. Im
nationalen Versand wird Uberwiegend flissigkonserviertes Sperma, sogenannter
Frischsamen, verwendet. Nur bei entsprechend geeigneter Spermaqualitat erfolgt
auch ein internationaler Versand als gekihltes, flissigkonserviertes Sperma. Das
Tiefgefriersperma ist aufgrund seiner nahezu unbegrenzt langen Lagerung
hauptsé&chlich fur den Export bestimmt (SIEME, 2004).

Mit Einrichtungen von Besamungsstationen, welche im eigentlichem Sinne Stationen
zur Entnahme von Samen sind (AURICH, 2011), erfolgte auch die gesetzliche
Regelung zum Betrieb dieser Einrichtung auf nationaler und internationaler Ebene. Die
urspriinglichen Ziele der Besamung, die Vermeidung der Ubertragung von
Deckseuchen und bestmdgliche Nutzung der Vatertiere haben dabei bis heute
Bestand. Erst nach Sicherstellung dieser Grundséatze kann sie als Instrument der
Zichtung gesehen werden (KLUG, 1993a). MERTENS (2002) sieht den Zweck der
Besamung in der Verbesserung der genetischen Population und in der Unabhangigkeit
der Zuchtbetriebe von der Hengsthaltung. Die bestmdgliche Ausnutzung der
Spenderhengste wird durch die reproduktionsbiologische Uberwachung durch
tierarztliches Fachpersonal gewahrleistet, welches z. B. bei abnehmender Qualitat der
Ejakulate durch Uberanstrengung oder Krankheit der Hengste (GOTZE, 1949; MEDL,
1993) einschreiten wiirde. Durch entsprechende Portionierung der Ejakulate kdnnen
eine Vielzahl von Stuten besamt werden (MEDL, 1993; SAND, 1903; PICKETT und

4



SHINER, 1994). Die tierarztliche, gynakologische Untersuchung der Empféngerstuten
leistet einen weiteren wichtigen Beitrag zur Steigerung der Reproduktionsleistung
(GOTZE, 1949). MERKT (1983) berichtete, dass durch Herbstuntersuchungen von
Stuten und Hengsten in der westdeutschen Vollblutzucht die Fruchtbarkeit von
anfanglich 54 auf Gber 70 % gesteigert werden konnte. Entsprechende hygienische
Anforderungen an die Spenderhengste, u. a. der ausschlieBliche Einsatz gesunder
Hengste, kein wechselnder Einsatz der Hengste zwischen Natursprung und
Besamung sowie vorbeugende MalRnahmen bei der Samenbehandlung durch
entsprechende Laborstandards und Aufbereitung sind wesentliche Bestandteile zur
Prophylaxe von Reproduktionserkrankungen (KLUG et. al., 1998). Paarungsbedingte
Verletzungen von Hengst und Stute bzw. dem betreuendem Personal werden
verhindert (GOTZE, 1949; MEDL, 1993). Der Versand von Samen und der damit
wegfallende Transport der Stute ist ein weiterer 6konomischer Vorteil zur Nutzung
wertvoller Hengste, die aulRerhalb des eigenen Zuchtgebietes stationiert sind (AURICH
und AURICH, 2006; MEDL, 1993). Durch den Einsatz der Besamung konnten
Trachtigkeitsergebnisse erzielt werden, die denen des Naturspungs entsprechen
(MERKT und KLUG, 1976) bzw. bei fachgerechter Durchfiihrung deutlich bessere
Konzeptionsraten als im Natursprung (PICKETT und SHINER, 1994) erreichen.
AEHNELT (1953) berichtete von Trachtigkeitsergebnissen von 75 %.
Zusammenfassend konnte durch die Einfihrung der Besamung in der Pferdezucht die
Fruchtbarkeitsleistung in den vergangenen 20 Jahren deutlich verbessert werden
(KLUG und SIEME, 2003). Die Vorurteile zur Besamung (BOLLE, 1949; SAENGER
1959; MEDL 1993) konnten somit widerlegt werden. Als wesentlicher Nachteil der
Besamung ist die Gefahr der Einschrankung der genetischen Vielfalt und die damit
verbundene Einschrankung der Nutzbarkeit wertvoller Hengste fir folgende
Generationen zu nennen, um eine Erhéhung des Inzuchtgrades zu vermeiden
(MERTENS, 2002). Die Besamung ist in der Warmblut- und Traberzucht Deutschlands
sowie den Nachbarldndern Belgien, Frankreich und den Niederlanden weitestgehend
etabliert (KLUG et. al., 1998). 1985 betrug in Deutschland die Rate der im Natursprung
gedeckten Warmblutstuten noch 98,6 %, wohingegen nur 1,4 % durch Besamung
belegt wurden. Innerhalb von nur zehn Jahren &nderte sich dies, sodass 1995 bereits
Uber 50 % aller Warmblutstuten durch Besamung belegt und nur noch 46 % der Stuten

im Natursprung gedeckt worden sind. Dieser Trend setzte sich Gber die Jahre fort,



sodass es im Jahr 2008 von insgesamt 49810 Warmblutstuten 84 % durch die
Besamung mit Frischsperma besamt wurden (Abb. 1). Der Anteil der Besamungen mit
kryokonserviertem Sperma lag bei 1,8%. Dadurch wird ersichtlich, dass die Besamung
mit Frischsperma oder gekihltem, flissigkonserviertem Samen die fihrende Art der
instrumentellen Samenibertragung beim Pferd in Deutschland ist. Die Insemination
mit kryokonserviertem Sperma stellt im Moment deutschlandweit nur einen geringen
Anteil dar (FN, 2017).
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Abb. 1: Entwicklung der Bedeckungsarten in der Warmblutpferdezucht (FN, 2017)

In Frankreich dagegen werden mehr als 20 % der Stuten mit Tiefgefriersperma belegt.
Fir kleine Populationen ist der Transport von Samen eine wichtige Voraussetzung fur
die Pferdezucht bzw. zur Erhaltung der Zucht. Dies wird innerhalb der EU durch
abgeglichene tierseuchenrechtliche Bestimmung fir den innergemeinschaftlichen
Handel méglich. Die Vielzahl der EU-Besamungsstation pro Land (Tab. 1) spiegeln
dabei den Nutzen der Besamung in der Pferdezucht wieder (AURICH, 2012). Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Verwendung der Besamung in vielen
europaischen Landern in Zukunft zunimmt (AURICH und AURICH, 2006).



Tab. 1: Anzahl der EU-zugelassenen Pferdebesamungsstationen in Europa.
AURICH (2012)

Land Anzahl der Stationen in verschiedenen Jahren
2006 2011 2012
Deutschland 120 139 119
Frankreich 22 30 39
Belgien 12 27 28
Schweden 28 25 26
Niederlande 19 21 21
Spanien 10 21 27
Ungarn - 21 21
Vereinigtes
Kdnigreich 18 21 23
Danemark 16 15 18
Italien - 14 16
Osterreich 11 9 9
Finnland 3 7 7
Polen 3 6 5
Tschechische
Republik 3 ° °
Irland 6 4 5
Estland 1 2 2
Portugal 1 1 2
Slowakei 1 1 1




Weltweit existiert mittlerweile eine groRe Anzahl von Stationen, welche Samen in die
EU importieren diirfen (Tab. 2). Dadurch wird das globale Ausmaf des Geschafts mit
Pferdesamen deutlich. Hierdurch wird jedoch die Gefahr der weltweiten
Krankheitsubertragung gesteigert (AURICH, 2012).

Tab. 2: Anzahl der weltweiten zugelassenen Pferdebesamungsstationen fir

den Import von Samen in die EU (European Commission, 2015)

Land Anzahl der Stationen
Argentinien 10
Australien 1
Brasilien 1

Island 1
Israel 1

Kanada 14
Marokko 1
Mexiko 1
Saudi-Arabien 1
Ukraine 1

USA 106
Uruguay 1
Vereinigte Arabische Emirate 3

Mittlerweile werden weltweit in allen Verbanden Fohlen anerkannt, welche durch
Besamung produziert worden sind. Einzig und allein die englische Vollblutzucht
erkennt nur Fohlen an, welche durch den Natursprung entstanden sind (AURICH,
2011). Seit 2001 sind Besamungen mit Tiefgefriersperma in den amerikanischen
Verbanden American Quarter Horse Association und American Paint Horse
Association akzeptiert (LOOMIS, 2001).

Durch die breite Anwendung der Besamung in der modernen Pferdezucht hat sich
auch die Verantwortung der Veterindare gesteigert. Die steigende Anzahl von
Pferdetierarzten, die instrumentellen Samenibertragungen durchfiihren, macht eine

permanente, professionelle Weiterbildung auf diesem Gebiet unerlasslich.
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Es ist notwendig, diese Tatigkeit nicht an Techniker unter der Leitung von
Tierzuchtwissenschaftlern zu verlieren (AURICH und AURICH, 2006). MERKT (1976)
hat die Bedeutung des Tierarztes fir die Pferdezucht mit einem finf-Punkte Plan
beschrieben. Dieser weist neben der Untersuchung der Spenderhengste auf
Gesundheit und Zuchttauglichkeit der Vatertiere auch auf die Funktionsprifung der

Ovarien (Follikelkontrolle) und der Genitalschleimhaut hin.

21.2 Moderne Entwicklung der Besamung

In den vergangenen Jahren konnte die ,low dose-insemination® entwickelt werden
(AURICH, 2011; ALLEN, 2005). Diese Technik wird vorwiegend dort eingesetzt, wo mit
Fertilitdtseinbufen zu rechnen ist (SIEME, 2009). Durch Versamung einer geringen
Anzahl an Spermien tiefintracornual, in unmittelbarer Nahe der Eileiterpapille auf der
Seite des Ovars mit dem zu besamendem Follikel, werden durch die hysteroskopische
Insemination Spermienverluste im Uterus reduziert. Spezielle Besamungspipetten
ermoglichen, unter rektaler Kontrolle, ebenfalls eine tiefintracornuale Insemination in
Nahe der Eileiterpapille (AURICH, 2011). Um die Vorteile dieses Verfahrens nutzen zu
kénnen, muss die Samendosis jedoch unter 25 Millionen vorwartsbeweglicher
Spermien liegen. Liegt die Dosis Uber 25 Millionen progressiver Samenzellen hat die
hysterokopische Besamung keinen Vorteil zu der konventionellen Besamung. Daher
ist diese Methode fir sehr geringe Samenzellkonzentrationen, z. B. bei gesextem
Sperma zu empfehlen (SIEME, 2009). Der Einsatz von gesextem Sperma in der
Pferdezucht ist jedoch aufgrund der aufwendigen Herstellung mit meist mangelhafter
Qualitdt des Samens, einer nicht unerheblichen Fehlerquote bei der Herstellung der
Besamungsportionen sowie den niedrigen Trachtigkeitsraten unbefriedigend und
schrankt den Einsatz damit nicht unerheblich ein (AURICH, 2011).

2.2 Anforderungen und Aufbereitung der Ejakulate zur
Kryokonservierung

Die Untersuchungen zur Kryokonservierung von Hengstsamen basieren zum grof3en
Teil auf Methoden der Gefrierkonservierung von Bullensperma. Dies konnte aber nicht
direkt tbernommen werden (VON STERN, 2001). Ein limitierender Faktor fir den
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Einsatz von Tiefgefriersperma beim Hengst ist die reduzierte Fruchtbarkeit aufgetauter
Samenproben von einigen Hengsten (SQUIRES et al., 2004). Mit der
Tiefgefrierkonservierung wird die Erhaltung der Fertilitdét von Samenzellen flr eine
unbestimmte Zeit ermdglicht (AMANN und PICKETT, 1987), wobei Lagerungszeiten
von bis zu 500 Jahren in flissigem Stickstoff denkbar sind (AURICH, 2011). Um das
Befruchtungsvermégen nach Kryokonservierung und sich anschlieBendem Auftauen
zu erhalten, missen Funktionen wie der Metabolismus, die progressive Matilitat, die
Unversehrtheit des Akrosoms sowie der Proteine der Plasmamembran, welche eine
Bindung an die Eizelle ermdglichen, erhalten bleiben. Sind eine oder mehrere dieser
Funktionen durch die Kryokonservierung oder dem Auftauprozess zerstort, ist die
Befruchtungsféhigkeit der Samenzellen reduziert oder verloren (AMANN und
PICKETT, 1987). Trotz optimierter Protokolle Gberleben ca. 40-50 % der Samenzellen
den Vorgang des Einfrierens nicht (WATSON, 2000). Funktionsschaden betreffen
besonders die Zellmembran der Spermien, welche durch die Kryokonservierung einem
hohen osmotischen Stress, mit anschliefender Schadigung, ausgesetzt ist (BALL und
VO, 2001; WATSON, 2000).

2.21 Anforderungen an den Nativsamen zur Kryokonservierung

Zur Tiefgefrierkonservierung des Samens sind nicht alle Hengste geeignet (KLUG und
SIEME, 2003). So kdnnen Hengste, welche unter normalen Bedingungen eine gute
Fruchtbarkeit haben, nach dem Einfrieren und Auftauen ihres Spermas auch schlechte
Trachtigkeitsergebnisse erzielen (SIEME, 2011a). Die Grunde hierfur sind vielféltig,
kénnen aber zum Teil auf eine mangelhafte Selektion der Zuchthengste hinsichtlich
der fruchtbarkeitsrelevanten Parameter zurlickgefiihrt werden (SIEME, 2009).
Generell sollten die Hengste sexuell ausgeruht sein. Ein sporadisches Einfrieren von
z. B. Sporthengsten zwischen Veranstaltungen fuhrt nicht zur Gewinnung qualitativ
akzeptabler Samenportionen (KLUG und SIEME, 2003).

TISCHNER (1979) unterteilte anhand der Samengefrierkonservierung die Hengste
durch Untersuchung der Motilitét, der Uberlebenszeit bei 1°C und der Anzahl lebender
Samenzellen an aufgetautem Tiefgefriersperma. Fiir die Tiefgefrierkonservierung sind
insgesamt ca. 80 % der Hengste gute bzw. akzeptable Samenspender. VIDAMENT
(2005) konnte in den Jahren 2003-2005 von 344 Hengsten eine Gesamtmotilitat von

10



Uber 40 % in aufgetauten Samenproben bei 80 % der Samenspender erzielen. Auch
konnten 90 % der Ejakulate von 220 Hengsten gut eingefroren werden und lediglich
9 % der Samenspender hatte Sperma, welches sich nicht einfrieren liel3.

Als Hauptkriterium der Gefriereignung von Sperma gilt die progressive Moatilitat der
Spermien in aufgetauten Samenproben. Sie sollte Gber > 35 % liegen bzw. sollten die
Spermien eine Bahngeschwindigkeit von min. 30 pm pro Sekunde haben. Sind diese
Werte in Uber 33 % der Ejakulate eines Hengstes erreicht, gilt er fir die
Tiefgefrierkonservierung als geeignet (VIDAMENT et al., 1997). Die Mehrzahl der
Labore sehen eine Gesamtmotilitdt von > 35 % in aufgetauten Proben als akzeptabel
an (SAMPER und MORRIS, 1998). Dieser Wert wurde auch von SIEME et al. (2001)
empfohlen.

LOOMIS und GRAHAM (2008) berichteten, dass ein geeigneter Hengst fir die
Tiefgefrierkonservierung nach dem Auftauen > 30 % progressive Spermien haben
muss, die nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C noch eine Vorwértsbeweglichkeit von
mindestens 25 % aufweisen.

Der Anteil progressiver Spermien vor dem Einfrieren sollte nach LOOMIS et al. (1983)
mindestens 40 % betragen, um zufriedenstellende Tréchtigkeitsergebnisse mit
Tiefgefriersperma zu erzielen.

Nach CRISTANELLI et al. (1985) sollte dieser Wert 50 % progressive Samenzellen
betragen.

Da jedoch bisher kein einfacher und schneller Test zur Tiefgefriereignung von Samen
entwickelt werden konnte, muss auf Empfehlungen und Erfahrungen zuriickgegriffen
werden. So sollte die Samendichte der nativen Ejakulate mindestens 200 Millionen
Spermien pro Milliliter betragen. Die gesamt progressiven Samenzellen sollten 50 %
der Gesamtspermienzahl nicht unterschreiten und es sollten mindestens 70 %
formnormaler Samenzellen vorhanden sein (KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2009).
Viele Labore empfehlen ahnliche Grundwerte des Nativsamens. Die Mehrzahl der
Labore sieht natives Sperma mit einer Gesamtmotilitdit von Uber 50 % der
Samenzellen, mindestens 60 % formnormaler Spermien und eine Samendichte > 60
Millionen Spermien pro Milliliter als geeignet an (SAMPER und MORRIS, 1998).
Untersuchungen von VIDAMENT et al. (1998) belegen die Eignung des
hypoosmotischen Schwelltests zur Beurteilung der Tiefgefriereignung durch

Korrelationen mit der Gesamtmotilitdt nach Kryokonservierung und Auftauprozess.

11



Es sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um die Aussagekraft der

Ergebnisse hinsichtlich der Tiefgefriereignung zu unterstitzen.

2.2.2 Aufbereitung der nativen Ejakulate

Fir die Kryokonservierung von Hengstsperma sind einige grundlegende Schritte
notwendig (BRINSKO und VARNER, 1992). Das gewonnene Ejakulat wird durch
Zentrifugation mit einem geeigneten Verdinner konzentriert und vom Seminalplasma
getrennt. Das nach der Zentrifugation entstandene Samenpellet wird mit dem fiir die
Kryokonservierung vorgesehenen Verdiinner resuspendiert und auf die vorher
festgelegte Samenzellkonzentration verdiinnt. Die sich anschlieRende Abkihlung des
Samens kann je nach Verfahren vor oder nach der Abpackung erfolgen. Nach
Abkuhlung auf 5°C folgt die Tiefgefrierung und Lagerung der Samenportionen in
flussigem Stickstoff bei -196°C (BRINSKO und VARNER, 1992; KLUG und SIEME,
2003). Die Auftaumethode sollte dem zuvor durchgefiihrten Einfrierprotokoll
entsprechen (GRAHAM, 1996). Die aufgetauten Samenportionen sollten unmittelbar
nach dem Auftauen versamt werden (BRINSKO und VARNER, 1992). Dabei sollte ein
Zeitfenster von 24 Stunden vor der Ovulation bis 12 Stunden nach der Ovulation
eingehalten werden, um befriedigende Trachtigkeitsergebnisse zu erzielen (KLOPPE
et al., 1988). Bei Verwendung einer einzelnen Samenportion sollte die Besamung

sechs bis acht Stunden post ovulationem erfolgen (SIEME, 2009).

223 Einfluss des Seminalplasmas und der Zentrifugation auf die

Samenqualitat

Die Zentrifugation, als erster Schritt der Aufbereitung der Ejakulate, wird angewendet,
um schéadliche Einflisse des Seminalplasmas auf die Samenqualitdt zu minimieren
und um die Spermienkonzentration zu erhdhen (BRINSKO und VARNER, 1992;
SIEME, 2011b). Jedoch ist diese Methode in der Aufbereitung von Hengstsperma
kontrovers diskutiert. Sie wird nach derzeitigem Stand des Wissens als unverzichtbar
bei der Aufbereitung der Ejakulate zur Kryokonservierung gesehen (SIEME, 2009).

Das Seminalplasma besitzt neben schitzenden auch schadigende Einflisse, die je
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nach Tierart unterschiedlich ausgepragt sein konnen (RODGER, 1975). Nach MOORE
et al. (2005) hat das Seminalplasma, unter der Voraussetzung, dass das

Sperma unmittelbar nach der Gewinnung eingefroren wird, nur geringe negative bzw.
positive Einflisse auf die Motilitat bzw. Viabilitat. Die Zentrifugation eignet sich, um die
schédlichen Einflisse des Seminalplasmas auf das Ejakulat zu vermindern (BRINSKO
und VARNER, 1992). Bereits 1950 wurden von SMITH und POLGE vermutet, dass
durch die Entfernung des Seminalplasmas die Uberlebenszeit von Spermien
verlangert werden kann. PICKETT et al. (1975a) konnten durch Abzentrifugieren des
Seminalplasmas eine \Verldngerung der Lagerungsdauer erzielen. Dem
Seminalplasma wird zudem ein hemmender Einfluss auf die Motilitat der
Hengstspermien zugeschrieben (MARDEN und WERTHESSEN, 1956). Dabei spielt
die Konzentration des Seminalplasma im Tiefgefriersamen die zentrale Rolle. Eine
Konzentration von 10 % Seminalplasma in der Endverdiinnung hat férderliche Effekte
auf die Motilitdt, sowohl vor als auch nach der Kryokonservierung. Wird die
Konzentration jedoch auf zwei Prozent vermindert bzw. 20 % erhoht, resultiert daraus
eine deutlich verminderte Motilitdt. Schlussfolgernd ist die Konzentration des
Seminalplasmas ausschlaggebend, um maximale Motilitdtsergebnisse zu erzielen
(PICKETT et al.,, 1975a). Der Spermienverlust wahrend der Zentrifugation ist ein
deutlicher Nachteil dieses Verfahrens, gerade bei Hengsten, die nur eine geringe
Anzahl an Spermien produzieren (SIEME, 2011b). Ein weiterer Nachteil ist zudem,
dass Beimengungen und andere korpuskuldre Anteile im Ejakulat durch die
Zentrifugation ebenfalls konzentriert werden und nur noch in geringem Maf3e von der
Samenzellfraktion getrennt werden koénnen (SIEME et al, 1998). Die
Membranschaden der Samenzellen, die durch die Zentrifugation auftreten, sind ein
weiterer Nachteil dieses Verfahrens (WATSON, 2000).

WEISS (2004) untersuchte drei verschiedene Zentrifugationsverfahren, die sich in der
Beschleunigung und der Dauer der Zentrifugation unterschieden. Sowohl der
Spermienverlust als auch die Membranintegritat wurden von der jeweiligen Methode
deutlich beeinflusst. Wird die Beschleunigung erhéht, die Dauer aber verringert, so ist
der Spermienverlust erhoht. Daraus ist ersichtlich, dass bei einer geringen
Zentrifugationsdauer die Beschleunigung erhéht werden muss, um den
Spermienverlust gering zu halten. Ihrer Empfehlung nach sollte Pferdesperma mit 600

x G fur die Dauer von 10 Minuten zentrifugiert werden, um den geringsten
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Spermienverlust und somit bestmdgliche Qualitét zu erhalten. Die meisten Labore,

in denen Tiefgefriersperma hergestellt wird, verwenden eine zehnminitige
Zentrifugation bei 600 x G bis 700 x G (SAMPER und MORRIS, 1998). Andere Autoren
empfehlen eine Varianz bei der Zentrifugationsstarke von 400 x G bis 600 x G und eine
Dauer von acht bis zwélf Minuten (BADER und SIEME, 2007).

Um den Verlust an Spermien bei der Zentrifugation weitgehend zu minimieren, sind
Weiterentwicklungen dieses Verfahrens untersucht worden.

Die Kissenzentrifugation ist besonders geeignet, um mit hohen Zentrifugationskraften
zu arbeiten und um die Rlckgewinnungsrate zu erhéhen. Aufgrund einer
kissendhnlichen Flussigkeit, auf der die Spermien wahrend der Zentrifugation
schwimmen, wird der Schaden an den Samenzellen reduziert (MAKLER et al., 1984).
Es wird Uber Rickgewinnungsraten von ber 90 % berichtet (BADER und SIEME,
2007). ECOT et al. (2005) konnten durch das Kissenzentrifugationsverfahren eine
Rickgewinnungsrate von 100 % erzielen. Beim Vergleich mit dem standardisierten
Zentrifugationsverfahren konnten sie keine Unterschiede hinsichtlich der Motilitat
feststellen.

Ein anderes Verfahren, um das Seminalplasma mdglichst schonend von der
Spermienfraktion zu trennen, ist die Dichtegradientenzentrifugation. Hierbei kommt es
aufgrund von Dichte und Eigenmotilitdt der Spermien zu einer Sedimentation der
Spermien (GORUS und PIPELEERS, 1981). Das am haufigsten verwendete
Dichtegradientenmaterial ist Percoll. Dabei handelt es sich um ein mit
Polyvinylpyrrolidon umhilltes polymerisiertes Kieselsduregel. Bei der Herstellung
einer Suspension von Percoll mit einem partikelreichen Medium stellt sich nach
Veranderung der Gravitat ein Dichtegradient ein, dessen Schichtung getrennt isoliert
werden kann. Diese Art der Zentrifugation kann mit kontinuierlichen Gradienten, bei
einer bestimmten Konzentration des Mediums, und mit diskontinuierlichen Gradienten,
wenn die Konzentration des Mediums variiert, durchgefihrt werden (SIEME et al.,
1998). WALTER (1992) konnte mit diesem Verfahren unter Verwendung von Percoll
eine Riickgewinnungsrate von 50-63 % erreichen. Der Prozentsatz lebender Spermien
erhéhte sich deutlich. Jedoch neigten die Spermien vermehrt zu Agglutination. Die
Verlustraten sind jedoch, verglichen mit dem Kissenzentrifugationsverfahren,
schlechter, sodass es zurzeit noch nicht praktisch einsetzbar ist (BADER u. SIEME,

2007). Die Qualitédt des Hengstspermas kann im Zuge der Zentrifugation durch die
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Kombination aus Gravitationskraft und Zentrifugationskraft beeinflusst werden
(PICKETT et al.,, 1975a). Zusatzlich ist jedoch ein geeigneter Verdinner vor der
Zentrifugation hinzuzufiigen, um nach dem Auftauen verbesserte Motilitdtswerte zu
erzielen (MARTIN et al., 1979). Eine Zentrifugation ohne Vorverdiinner geht mit einem
Verlust der Motilitat einher (BADER, 1968). Es wird generell eine Verdiinnung von 1:1
oder besser eine Verdinnung des Nativsamens auf 50 Millionen Samenzellen pro
Milliliter empfohlen (KLUG und SIEME, 2003; BADER und SIEME, 2007). Bei der Wahl
des Zentrifugationsverdiinners sowie Dauer und Zentrifugationskraft sind die
individuellen Bedurfnisse des Hengstes zu beachten, da in der Trennung von
Seminalplasma und Spermien erhebliche Unterschiede unter den Hengsten bestehen.
Es sollte fiir jeden Hengst die glinstigste Aufbereitungsform ermittelt werden (BADER
und SIEME, 2007).

224 Tiefgefrierverdiinner

Nach der Zentrifugation wird das entstandene Samenpellet mit dem vorgesehenen
Verdlinner fir die Kryokonservierung verdinnt und die gewlnschte
Samenzellkonzentration eingestellt. Hinsichtlich des verwendeten Verdiinners bzw.
dessen Zusammensetzung gibt es grof3e Unterschiede.

Tiefgefrierverdiinner missen eine Vielzahl an Komponenten enthalten. Dazu z&hlen
Energiequellen (Zucker), Lipoproteine (z. B. Milch, Eigelb oder eine Kombination aus
beiden), die den Spermien Schutz bei der Abkihlung verschaffen, Antibiotika, um
bakterielles Wachstum zu verhindern, Puffer zur Ausbalancierung des pH-Wertes und
osmotischen Druckes sowie ein Kryoprotektivum (SIEME, 2011b). Die Kryoprotektiva
werden in penetrierende (z. B. Glycerol, Zuckeralkohole, DMSQO) und nicht
penetrierende (z. B. Zucker, Aminosauren, Proteine) unterschieden (SIEME, 2009).
Die Zusammensetzung der Verdinner mit diesen Komponenten variiert (AMANN und
PICKETT, 1987), wobei die Zusammensetzung von Puffersubstanzen und
Kryoprotektivum von entscheidender Bedeutung fur die Qualitdt des Samens ist
(SIEME, 2009).
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2.2.5 Kryoprotektiva

Mit Entdeckung des Glyzerins ist es erst méglich geworden, tierische Zellen extrem
tiefen Temperaturen auszusetzten. Diese Wirkung wurde nach Zugabe zu
Geflligelsperma entdeckt, womit eine erstmalige Kryokonservierung von tierischem
Sperma gelang (SMITH und POLGE, 1950). Es gehort zu den penetrierenden
Kryoprotektiva und hat sowohl extra- als auch intrazellulare Wirkungen (AMANN und
PICKETT, 1987). Eine Glyzerinkonzentration von 2 % ist nach BURNS und REASNER
(1995) am besten geeignet, um eine maximale kryoprotektive Wirkung mit minimalen
Schaden der Hengstsamen zu erhalten.

Der Einsatz von DMSO scheint im Vergleich zu Glyzerin bei manchen Hengsten zu
besseren  Ergebnissen  hinsichtlich ~ Motilitdt, = Akrosomenintegritdt  sowie
Chromatinqualitdt zu fuhren (METCALF et al., 2008). SQUIRES et al. (2004)
untersuchten die Anwendung alternativer Kryoprotektiva zur Tiefgefriereignung von
Hengstspermien. Sie verglichen Acetamid, Methyl-acetamid, Formamid, Methyl-
formamid und Dimethyl-formamid mit dem standardmaRig eingesetzten Glyzerin
anhand der Gesamt- und progressiven Motilitdt der Spermien in aufgetauten
Samenproben. Der Einsatz von Acetamid, Formamid und Methyl-formamid fihrte zu
deutlich schlechteren Auftaumotilitdten im Vergleich zu Methyl-formamid und Dimethyl-
formamid, die ahnlich effektiv wie Glyzerin zu sein scheinen.

Neben dem Glyzerin ist Eidotter von hoher Bedeutung als Bestandteil eines
Tiefgefrierverdiinners. Es scheinen synergistische Effekte mit Glyzerin zu existieren,
die zu einer Stabilisierung der Plasmamembran filhren. Ahnliche synergistische
Effekte scheinen synthetisch hergestellte Liposomen zu besitzen (SIEME, 2009).

2.2.6 Einfluss der Samenzellkonzentration auf die Fertilitdt und Motilitat

Nach Verdinnung mit einem geeigneten Tiefgefrierverdinner spielt die
Spermienkonzentration pro Besamungsdosis eine entscheidende Rolle, um optimale
Konzeptionsraten zu erzielen.

Ein Zusammenhang zwischen der Samenzellkonzentration kryokonserviertem
Spermas und der Abfohlrate konnte von PACE und SULLIVAN (1975) gezeigt werden.

Sie konnten nachweisen, dass durch eine Erhéhung von 40 auf 80 Millionen
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motiler Spermien ein deutlicher Anstieg der Trachtigkeitsraten zu erreichen war. Eine
weitere Steigerung auf 1,6 Mrd. motiler Samenzellen hatte jedoch keine weiteren
forderlichen Effekte. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine bestimmte
Konzentration Samenzellen vorhanden sein muss, um bestmdgliche Konzeptionsraten
zu erhalten. Eine weitere Steigerung der Konzentration erweist sich nur bis zu einer
bestimmten Konzentration als férderlich.

Diese Ergebnisse konnten LEIPOLD et al. (1998) bestatigen. Sie konnten durch eine
Erhéhung von etwa 320 Mio. motiler Samenzellen auf 800 Mio. beweglicher Spermien
keine verbesserten Trachtigkeitsergebnisse erzielen. Sie vermuteten, dass eine
Erhéhung Uber ein Konzentration von 320 x 108 Spermien pro Besamungsdosis zu
keinen verbesserten Konzeptionsraten fuhrt und hielten daher eine
Samenzellkonzentration von 320 Mio. pro Besamungsdosis firr ausreichend.

SIEME et al. (2001) haben beim Einsatz von Tiefgefriersamen eine Spermiendosis von
800 x 108 Samenzellen mit einer Auftaumotilitat von = 35% empfohlen.

Bei der Wahl der Verpackungsform missen qualitdtsorientierte Faktoren als auch die
Praxistauglichkeit berlcksichtigt werden. Fur die Kryokonservierung eignen sich
Verpackungen, die eine grol3e Oberflache mit kleinen Volumina besitzen. Dadurch wird
ein homogenes Einfrieren und Auftauen ermdglicht (SIEME, 2009). Als erste
Verpackungsform fur kryokonserviertes Hengstsperma wurden Glasampullen genutzt.
Nach einer Lagerung von 30 Tagen bei -79°C und anschlieRender Insemination wurde
das erste Fohlen nach Besamung durch Nutzung von kryokonserviertem Sperma
produziert (BARKER und GANDIER, 1957). Der Einsatz von Pellets zur
Konfektionierung von Hengstsperma wurde durch MERKT und KRAUSE (1966)
durchgefuhrt. Sie konnten jeweils 0,1 ml verdinntes Hengstsperma auf diese Weise
einfrieren. Die Vorwartsmotilitat hatte sich, im Vergleich zum Nativsperma, um lediglich
10 % reduziert.

Das Makrotiib®-Verfahren wurde von MARTIN und KLUG (1979) fur den Einsatz bei
Hengstsperma erprobt. Diese Verpackungsform Uberzeugte hinsichtlich Praktikabilitat
und Hygiene gegentiber dem Pelletverfahren. Die Besamungsdosen konnten gut
identifiziert und durch beidseitigen Verschluss mit einer Stahlkugel verschlossen
werden. Das zu verpackende Volumen betrug 4 ml. Im Gegensatz zum Pelletverfahren
waren die Auftauraten um 10 % verbessert worden. Als nachteilig sehen die Autoren,

dass durch die GroRe der Makrotubs die Lagerkapazitdten entsprechend erweitert
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werden missten. Untersuchungen von KNEIRL (1993) zum Vergleich
unterschiedlicher Konfektionierungsformen erbrachten die besten Ergebnisse mit 0,5
ml-Pailletten im Vergleich zu Makrotib (5 ml), Flachttb (5 ml) und

0,25 ml-Pailletten. Der Einfriervorgang war computergestiitzt und erbrachte die besten
Auftaumotilititen. CROCKETT et al. (2001) konnten dagegen keine Unterschiede der
Auftaumotilitat von 0,5ml- im Vergleich zu 2,5ml-Pailletten feststellen. Mittlerweile wird
Hengstsperma weltweit in 0,5ml-Pailletten eingefroren (KLUG und SIEME, 2003;
SIEME, 2009).

2.2.7 Einfriervorgang

Der Erfolg der Kryokonservierung ist neben den aufbereitenden Schritten der
Samenzellen wesentlich vom eigentlichen Tiefgefriervorgang abhangig.

Zum Einfrieren verwendeten MARTIN und KLUG (1979) Makrotliibs®, die horizontal
auf einem Rost ca. zwei Zentimeter in einer Styroporbox tber dem flissigen Stickstoff
fur 20 Minuten gelagert wurden. HEITLAND et al. (1996) untersuchten eine
funfmindtige, horizontale Lagerung von 0,5 ml Pailletten Gber einem Stickstoffspiegel
von 2,5-5 cm mit anschlielender Lagerung in der flissigen Stickstoffphase. Die
Auftaumotilitdten waren, verglichen mit anderen Abstdnden der Pailletten zum
Stickstoffspiegel, die besten. Die Abkuhlrate der Pailletten ist vom Abstand zur
flussigen Stickstoffphase sowie der Lagerungszeit abhangig. Bei einem Abstand von
2,5-5 cm werden die Pailletten mit ca. 60°C/min abgekihlt. Dennoch sollten sie fur
mindestens 20 Minuten im Stickstoffdampf gelagert werden (SIEME, 2009).

Die Tiefgefrierung mit computergestitzten Systemen wurde erstmals Mitte der 80er
Jahre durchgefiihrt. Hierbei wurde das Gefriergut, 8hnlich wie bei der Tiefgefrierung in
der Styroporbox, auf einem Metallrost horizontal gelagert. Der flissige Stickstoff wurde
aus einem Druckbehdlter in die Gefrierkammer geleitet und durch einen
Turbinenventilator zerstdubt. Der Einfriervorgang verlauft als Form eines
ungesteuerten und inhomogenen Massenseedings. Das Gefriergut wird, nach
Erreichen der Endtemperatur, in flissigem Stickstoff gelagert (SIEME, 2009).
COCHRAN et al. (1984) untersuchten die Kuhlraten bei Verwendung einer
Styroporbox im Vergleich zu einem Einfrierautomaten im Hinblick auf die progressiven

Auftaumotilitdten der Samenproben. Sie konnten keinen Unterschied der
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Auftaumotilititen feststellen. CRISTANELLI et al. (1985) konnten ebenfalls keine
Unterschiede hinsichtlich der progressiv beweglichen Samenzellen in aufgetauten
Proben feststellen.

Untersuchungen von DELIUS (1985) ergaben, dass eine schnelle
Einfriergeschwindigkeit zu besseren Motilitdtswerten im aufgetauten Samen fihrte.
Dabei wurde festgestellt, dass die kontrollierte, schnelle Kryokonservierung mit Hilfe
eines Einfrierautomaten ablaufen sollte, da die ungesteuerte Gefrierung die optimale
Einfriergeschwindigkeit Ubersteigt. Diese Ergebnisse konnten von ROBBELEN (1993)
bestatigt werden. Die Autorin hat eine schnelle Einfriergeschwindigkeit von 25°C/min
gegenuber einer langsameren Tiefgefrierung mit 5°C/min empfohlen, da diese zu
besseren Auftauresultaten fuhrte.

Die direktionale Gefrierung ist eine Kiihlung biologischem Materials, welche mit zuvor
einstellbarer Geschwindigkeit ablduft. Die Einfriergeschwindigkeit und Art der
Kryokonservierung sind dem konventionellen Tiefgefrierautomaten Uberlegen. Der
Einfriervorgang verlauft im Gegensatz zum Tiefgefrierautomaten gesteuert und partiell
fortschreitend. Es werden anstatt Pailletten Glasréhrchen, sogenannte Hollow Tubes®,
mit einem Volumen von ca. 10 ml verwendet (SIEME, 2009).

ZIRKLER (2005) untersuchte vergleichend die Kryokonservierung von Hengstsperma
mittels direktionaler Gefrierung und konventioneller Gefrierung. Bei Ersterem wurden
HollowTubes®, bei der konventionellen Gefrierung 0,5ml-Pailletten verwendet. Die
Auftauqualitat der beiden Konfektionierungsformen haben sich hinsichtlich progressiv
motiler Samenzellen, der kurvolinearen Geschwindigkeit, und der mittleren

Geschwindigkeit der Samenzellen nicht signifikant voneinander unterschieden.

2.3 Vorbereitung der Deckhengste auf die Samengewinnung zur
Kryokonservierung

Grundsatzlich ist zwischen der Vorbereitung der Deckhengste zur Kryokonservierung
und Vorbereitung der Deckhengste nach langerer Sexualkarenz auf die
Kryokonservierung zu unterscheiden.

Fir den Zuchteinsatz von Hengsten sollten nur klinisch und erblich gesunde Vatertiere
verwendet werden. Der Geschlechtsorgane missen frei von erblichen, klinischen und

mikrobiologischen Befunden sein. Die Begattungs- sowie Befruchtungsféhigkeit
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missen vorhanden sein (MERKT und KLUG, 1989; KLUG, 2002). Die Hengste werden
in der Zuchtsaison hauptsachlich im Frischspermaeinsatz bzw. Natursprung
eingesetzt. Aus diesem Grund wird die Produktion von Tiefgefriersperma meist in die
Nebensaison (Herbst und Winter) verlegt. Der optimale Zeitraum fur die
Kryokonservierung wird kontrovers diskutiert (SIEME, 2009; SIEME, 2011a).
Untersuchungen von JOHNSON (1991) belegen, dass die tagliche
Spermienproduktion in der Zuchtsaison (Mai bis Juli) um 84 % hdher ist als auerhalb
der Zuchtsaison (November bis Januar). Ahnliche saisonale Einfliisse konnten von
JANETT et al. (2003) bestatigt werden. Jedoch waren bei ihren Untersuchungen die
Spermienkonzentration in den Sommer- und Fruhlingsmonaten geringer, als die
Konzentration im Herbst oder Winter. Auffallend war zudem, dass die
Uberlebensfahigkeit der Spermien in den Sommermonaten, verglichen mit den
anderen Jahreszeiten, deutlich niedriger war. In der Nebensaison (September bis
Februar) kénnen jedoch signifikant mehr morphologisch geschéadigte Spermien
festgestellt werden als in der Zuchtsaison (Marz bis August) (VAN DER HOLST, 1975).
BLOTTNER et al. (2001) untersuchten den saisonalen Einfluss an jeweils 24
Ejakulaten von 4 Hengsten im Mai und Dezember. Dabei stellten sie fest, dass
Ejakulate, welche im Mai kryokonserviert wurden, mehr morphologisch geschéadigte
Spermien aufwiesen als solche, die im Dezember tiefgefroren wurden. Dies konnte
von JANETT et al. (2003) bestétigt werden. Hinsichtlich der Motilitdt aufgetauter
Samenproben waren die Ergebnisse kryokonserviertem Spermas im Dezember
besser als im Mai (BLOTTNER et al., 2001). Ahnliche Ergebnisse konnten auch
JANETT et al. (2003) aufzeigen. Die Motilitdt von aufgetautem Tiefgefriersperma war
im Herbst und Winter verglichen zum Frihling und Sommer signifikant besser.
Untersuchungen von MAGISTRINI et al. (1987) belegen ebenfalls bessere
Auftaumotilitdten bei im Winter tiefgefrorenem Sperma. SIEME (2011a) beschreibt,
dass die Hengste hinsichtlich der Auftaumotilitdit am besten in den Herbst- und
Wintermonaten zur Tiefgefrierspermaproduktion genutzt werden sollten. Saisonale
Einflisse auf die Spermaqualitét kénnen aber nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Im Gegensatz zu Frisch- oder flussigkonserviertem, gekihltem Sperma, welches
Uberwiegend im Inland versendet wird (SIEME, 2004), wird kryokonserviertes Sperma
hauptsachlich fir den Export produziert (SIEME, 2009; SIEME, 2011a).

Dementsprechend missen die Spenderhengste vor der Gewinnung nach den
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jeweiligen gesetzlichen Bestimmungen der Empfangerldnder untersucht und
vorbereitet werden (KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2011a). Vorrausetzung fiir eine
erfolgreiche Kryokonservierung ist die Gewinnung von qualitativ gutem Sperma als
Ausgangsmaterial (KLUG et al., 1977). Daher sollten nur spermatologisch ausgeruhte
Spenderhengste fir die Produktion von Tiefgefriersperma verwendet werden (KLUG
und SIEME, 2003). Gelegentlich durchgefiihrte Einfrierprozesse fiihren zu keinem
qualitativ ausreichendem Gefriergut und sind daher nicht zu empfehlen (KLUG und
SIEME, 2003; SIEME 2004; SIEME, 2009; SIEME, 2011a). Nach Expertenmeinung
von KLUG und SIEME (2003) sowie SIEME (2009) sollten die Nativejakulate
mindestens 200 Millionen Samenzellen pro Milliliter, eine Gesamtmotilitédt von nicht
weniger als 50 % und mindestens 70 % formnormaler Spermien enthalten. Da bisher
jedoch keine Untersuchungen zur Praparation der Hengste fiir die Erhaltung von
tiefgefrierfahigen Ejakulaten bekannt sind (KLUG et al., 1977), ist es nicht ersichtlich
auf welchen Untersuchungen diese Primardaten beruhen.

Fir Hengste mit einer langeren Sexualkarenz sollte jedoch eine dem
Samenzellbildungsvermégen entsprechende Depletionsphase (Def.: Verarmung bzw.
Entleerung von kérpereigenen Stoffen, WIESNER und RIBBECK, 1983) eingehalten
werden (SIEME et al., 1998; SIEME, 2011a). Bei Hengsten mit bekannter schlechterer
Spermatogenese wird empfohlen, maximal zwei bis drei Samenentnahmen in der
Depletionsphase durchzufiihren, wohingegen gute Samenbildner mindestens flinfmal
abgesamt werden sollten (SIEME et al., 1998). Die Mehrzahl der Labore, die
Tiefgefriersperma herstellen, fiihren eine zwei-bis dreimalige Samenentnahme durch,
bevor das erste Ejakulat zur Kryokonservierung genutzt wird (SAMPER und MORRIS,
1998). Die tagliche Samenentnahme zur Kryokonservierung der Ejakulate richtet sich
ebenfalls nach dem Samenzellbildungsvermégen der Spenderhengste. Gute
Samenzellbildner kénnen haufiger abgesamt und die Ejakulate zur Tiefgefrierung
genutzt werden als schlechte Samenzellproduzenten (KLUG und SIEME, 2003). In der
Praxis hat sich eine Samenentnahmefrequenz von 48 Stunden bewahrt (PICKETT et
al., 1975b; KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2009; SIEME, 2011a). Die
Samenzellkonzentration der Ejakulate ist bei dem 48-Stunden-Intervall héher als bei
der taglichen Samenentnahme. Jedoch konnte durch die téagliche Samenentnahme die
Anzahl an Spermien mit intaktem Akrosom gesteigert werden (MAGISTRINI et al.,
1987). Untersuchungen von SIEME et al. (2004) zeigten ebenfalls, dass die Ejakulate,
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welche im 48-Stunden-Intervall gewonnen wurden, eine hdéhere
Samenzellkonzentration aufwiesen als solche, die taglich entnommen wurden. Der
Anteil progressiver, lebender Samenzellen war bei dem 48-Stunden-Intervall,
verglichen zur téglichen Samenentnahme, hoher. Die gleichen Ergebnisse konnten bei
aufgetautem Tiefgefriersperma festgestellt werden. Dagegen konnten PICKETT et al.
(1975b) keine signifikanten Unterschiede der Samenmotilitdit bei hoher
Entnahmefrequenz im Gegensatz zu einer niedrigen Entnahmefrequenz feststellen.
Die gréRten Variationen der Samenqualitdt sind hauptsachlich der Variabilitat der
Hengste geschuldet (MAGISTRINI et al., 1987).

Gesicherte Information tber die optimale Samenentnahmefrequenz zur Steigerung der
Fruchtbarkeit sind bisher jedoch nicht vorhanden (SIEME et al., 2002).

2.4 Konstanz von spermatologischen Parameter bei wiederholter
Samenentnahme

Die Gewinnung eines qualitativ guten Samens ist das Ziel einer modernen
Hengsthaltung (SIEME, 2009). Dabei sind die equinen Ejakulate durch besondere
Variabilitdét von bedeutsamen Merkmalen gekennzeichnet. So ist auch in
normospermen Ejakulaten stets ein Anteil pathomorphologischer wie auch
funktionsverénderter Samenzellen vorhanden. Die Spermienpopulation ist somit
keineswegs einheitlich. Dabei kann die Samenzellkonzentration eines Ejakulates
durch préaejakulatorische Mallnahmen, wie z. B. die Einhaltung einer dem Hengst
adaquaten Depletionsphase nach Sexualkarenz, beeinflusst werden (SIEME et al.,
1998). Die Samenentnahmefrequenz richtet sich nach dem individuellen
Samenzellbildungsvermégen (SIEME, 2009; KLUG und SIEME, 2003). Die
Spermaqualitat hangt also direkt mit der Samenentnahmefrequenz bzw. dem
Samenentnahmeintervall zusammen (LEIDING, 2007; WABERSKI und WEITZE,
2007). In der Praxis hat sich ein Samenentnahmeintervall von 48 Stunden bewahrt
(PICKETT et al., 1975b; KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2009; SIEME, 2011a).
Untersuchungen von MAGISTRINI et al., (1987) belegten, dass die spermatologischen
Parameter durch das Samenentnahmeintervall zu beeinflussen sind. Hengste,
welchen taglich Samen entnommen wurden, hatten ein deutlich geringeres Volumen

(27,2 ml gegentiber 31,6 ml), Spermienkonzentration (133 x 108 gegeniiber 209 x 10°)
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und somit eine geringere Gesamtspermienzahl als Hengste, welche im 48-Stunden
Rhythmus untersucht wurden. Durch die tagliche Samenentnahme wurde die
Gesamtspermienzahl um ca. 44 % reduziert. Die Gesamtmotilitdt der Samenzellen ist
jedoch bei taglicher Samenentnahme, verglichen zum 48-Stunden-Intervall, héher.
Nach der Kryokonservierung und dem Auftauen der Besamungsportionen konnten
MAGISTRINI et al. (1987) jedoch keine Unterschiede der Gesamtmotilitdt der
unterschiedlichen  Samenentnahmeintervalle feststellen. Durch eine hohe
Samenentnahmefrequenz I&sst sich der Anteil lebender sowie lebender, formnormaler
Samenzellen in aufgetauten Samenproben steigern.

Bei Untersuchungen von SIEME et al. (2004) wurden 4 Hengste zum einen im 24-
Stunden-Rhythmus abgesamt und untersucht, zum anderen im 48-Stunden-Intervall
mit einer zweimaligen Samenentnahme einer Stunde nach der ersten Absamung. Das
native Sperma wurde nach der Untersuchung aufbereitet und als Frisch- bzw.
Tiefgefriersamen gelagert und anschlieBend erneut untersucht. Bei den
Nativejakulaten waren sowohl das Gesamtvolumen, die Spermienkonzentration und
die Gesamtspermienzahl bei der taglichen Samenentnahme geringer als bei der
Untersuchung des Erstejakulates des 48-Stunden-Intervalls, jedoch hdéher als im
Zweitejakulat des 48-Intervalls. Die progressive Motilitdt der Samenzellen war im 48-
Stunden-Rhythmus aber héher (67,0 £ 14,5 %) als bei der tdglichen Samenentnahme
(64,6 £ 15,4 %) und wurde im Zweitejakulat des 48-Stunden-Rhythmus sogar noch
leicht verbessert (67,6 £ 13,7 %). Dies ist auch in aufgetauten Samenproben der Fall.
Bei taglicher Samenentnahme war die progressive Motilitat aufgetauter Samenproben
mit 38,1 £ 154 % im Vergleich zum Erstejakulat des 48-Stunden-
Samenentnahmeintervals (43,3 + 21,2 %) und zum Zweitejakulat (38,9 £ 18,9%) am
geringsten. Ahnlich verhalt es sich mit dem Anteil lebender Spermien im Nativsamen
bzw. bei aufgetauten Besamungsportionen. Im Nativsamen betrug der Anteil lebender
Spermien bei tédglicher Samenentnahme 84,1 + 6,7 %. Im Erstejakulat bei 48-stiindiger
Samenentnahme betrug dieser Anteil 86,0 £ 6,6 %, im Zweitejakulat noch 85,3 + 5,9
%. In aufgetauten Samenportionen bei tdglicher Samenentnahme betrug der Anteil
lebender Spermien 64,1 + 12,7 %, im Erstejakulat nach 48 Stunden 71,6 £10,4 % und
im Zweitejakulat (eine Stunde nach dem Erstejakulat) 65,3 + 12,0 %. Der Anteil
pathomorphologisch veranderter Samenzellen war bei der tédglichen Samenentnahme
héher (25,6 £ 3,6 %) als bei der Samenentnahme nach 48 Stunden (21,1 £ 3,7 %). Im
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Zweitejakulat des 48-Stunden- Intervalls ist dieser Anteil wieder geringgradig
gestiegen (23,6 + 2,0 %). Sowohl der Anteil an Spermien mit Mittelstlick- als auch mit
Schwanzpathologien war bei der téglichen Samenentnahme hoher. Die Autoren
empfehlen daher ein Samenentnahmerhythmus von 48 Stunden bei Hengsten, welche
in der kiinstlichen Besamung eingesetzt werden. PICKETT et al. (1975b) untersuchten
ebenfalls den Einfluss der Ejakulationsfrequenz auf spermatologische Parameter. In
ihren Untersuchungen wurden die Hengste jeweils einmal, dreimal und sechsmal pro
Woche abgesamt. Bei der einmaligen Samenentnahme waren die Werte des
Gesamtvolumens, der Samenzellkonzentration und der Gesamtspermienzahl héher
als bei dem dreimaligen bzw. sechsmaligen Samenentnahmeintervall. Auch der Anteil
progressiv motiler Spermien war, verglichen mit den zuletzt genannten Intervallen,
geringgradig hoher. Dies ist nach Aussage der Autoren jedoch nicht der
Samenentnahmefrequenz sondern der Individualitdt der Hengste geschuldet. Jedoch
war bei dem sechsmaligen Samenentnahmeintervall die Gesamtspermienzahl, welche
in der ersten Woche des Untersuchungszeitraums gewonnen werden konnte, trotz

niedrigerer Samenzellkonzentration und Gesamtspermienzahl, am héchsten.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch THOMSON et al. (1977). Sie untersuchten eine
zweimalige  Samenentnahmefrequenz  im  Ein-Stunden bzw. 24-Stunden-
Entnahmeintervall. Sowohl das Volumen, die Spermienkonzentration als auch die
Gesamtspermienzahl sind im zweiten Ejakulat der verschiedenen Entnahmeintervalle
niedriger als in den Erstejakulaten. Die Motilitdt der Samenzellen war in den
Zweitejakulaten gerringgradig besser als in den Erstejakulaten. lhre Ergebnisse
decken sich somit mit denen anderer Autoren (MAGISTRINI et al., 1987; PICKETT et
al.,1975 b; SIEME et al., 2004). Bei Untersuchungen von BRINSKO et al. (2004)
wurden von zehn Hengsten nach einer Deckruhe von sieben Tagen jeweils drei
Ejakulate enthommen, jedoch nur das erste bzw. dritte in die Auswertung einbezogen.
Das zweite Ejakulat wurde eine Stunde nach der ersten Absamung entnommen, das
dritte 24 Stunden nach der ersten Samenentnahme. Untersucht wurden das
Gesamtvolumen, die Spermienkonzentration, die Gesamtspermienzahl und die
Motilitat, welche durch ein CASA-System =zusatzlich in verschiedene
Motilitdtsparameter aufgeschlisselt wurde. Der Anteil gesamt motiler Spermien war im

Erstejakulat annahrend gleich zum Drittejakulat (64 + 14 % gegenlber 66 £ 15 %).
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Jedoch war der Anteil progressiver Spermien im Drittejakulat mit 57 + 14 % deutlich
héher als bei der ersten Samenentnahme (51 * 14 %). Die
Durchschnittsgeschwindigkeit (VAP) bzw. lineare Geschwindigkeit (VSL) der
Samenzellen war ebenfalls im Drittejakulat erhéht. Der Anteil morphologisch normaler
Samenzellen war in beiden Ejakulaten annahrend gleich. Der Anteil an Spermien mit
Mittelstickpathologien war jedoch im Erstejakulat héher als im Drittejakulat. Der Anteil
an membranintakten Spermien war in beiden Ejakulaten nahezu identisch.

Bei Untersuchungen von PICKETT et al. (1985) wurden 10 Hengste abwechselnd
einmal bzw. zweimal im Abstand von 8 Stunden pro Tag abgesamt. Ihre Ergebnisse
decken sich weitestgehend mit denen anderer Autoren. So wurde die
Gesamtspermienzahl als auch die Gesamtmotilitit mit zunehmender
Samenentnahme, zweimal pro Tag, geringer als bei einmaliger Samenentnahme pro
Tag. In ihren Untersuchungen war die Gesamtmotilitdt im Zweitejakulat nach 8
Stunden besser als im Erstejakulat.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine mehrmalige, kurz
hintereinander erfolgte Samenentnahme zu einer Reduzierung an verfigbaren
Samenzellen fuhrt. Dies geht mit einem potentiellen Verlust an Fertilitat einher. Die
progressive Motilitdt konnte aber in allen genannten Veréffentlichungen, wenn
teilweise auch nur geringgradig, durch eine engmaschige Entnahmefrequenz
gesteigert werden. Die Ergebnisse der Lebend-Tot-Untersuchungen differenzieren

teilweise voneinander.
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3 Material und Methoden

3.1 Hengste

Fir die Untersuchungen standen 29 Deckhengste (Mecklenburger Warmbliter n = 6,
Hannoveraner n = 6, Hessische Warmbliter n = 5, Oldenburger n = 4, Trakehner n =
2, Holsteiner n = 2, Englisches Vollblut n = 1, Dt. Reitpony n = 1, Welsh-Pony n = 1,
Hessisches Kaltblut n = 1) zur Verfigung, die vom 05.10.2010 — 05.11.1010 auf den
Besamungsstationen der Landgestiite Redefin, Dillenburg, Prussendorf sowie des
Zuchthofes Makowei in Gadebusch abgesamt worden sind. Das Alter der Hengste zum
Zeitpunkt der Samengewinnung lag zwischen 4 und 23 Jahren. Die Hengste waren in

Einzelboxen untergebracht. Der Gesundheitszustand war klinisch unauffallig.

3.2 Gewinnung der Ejakulate

Die Samengewinnung erfolgte mit der kiinstlichen Scheide (Modell Hannover) unter
Verwendung eines Phantoms. Die kiinstliche Scheide war mit einem Einmalschlauch
(Minittb®, Tiefenbach) versehen, an dem ein steriles, skaliertes Auffangglas
angebracht war, welches auf 37 °C vorgewarmt wurde.

Von jedem Hengst wurden insgesamt drei Ejakulate gewonnen. Dabei wurden die

Hengste jeweils an Tag 1, Tag 2 und Tag 4 abgesamt.

3.3 Spermatologische Untersuchung des Nativsamens

Die Samenuntersuchung wurde unmittelbar nach der Gewinnung im Labor vor Ort
durchgefiihrt. Die dazu nétigen Geréte und Materialien wurden dazu jeweils mitgefiihrt
oder waren vor Ort vorhanden.

Die spermatologische Untersuchung des Nativsamens gliederte sich in die

makroskopische sowie mikroskopische Untersuchung und eine Lebend-Tot Farbung.
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3.31 Makroskopische Untersuchung

Der schleimige Anteil des Ejakulates wurde, soweit vorhanden, vor der
spermatologischen Untersuchung durch vorsichtiges Dekantieren abgetrennt. Das
Volumen wurde anhand des skalierten AuffanggefdRes bestimmt. Makroskopisch
wurden weiterhin Farbe, Konsistenz, Beimengungen und Geruch bestimmt. Der pH-
Wert wurde durch einen pH-Indikatorstdbchen (Merck Chemicals Germany®,
Darmstadt) ermittelt. Die Erfassung der Spermienkonzentration (Spermiendichte)
erfolgte mittels einer Photometers (Spermacue, Minitib®, Tiefenbach). Das Gerat

wurde vor den Messungen mit einer Kontrollkiivette (531 x 10%/ ml) tiberpriift.

3.3.2 Mikroskopische Untersuchung

Die Gesamtspermienzahl ergab sich durch die Multiplikation von Volumen (ohne
Schleimfraktion) des Ejakulates und der Spermienkonzentration. Die Messung der
Motilitat erfolgte mit einem Phasenkontrastmikroskop (Olympus CH 30, Olympus®,
Hamburg) bei 200facher Vergrofierung auf einem 37°C vorgewarmten Objekttisch. Der
Objekttréager sowie das Deckglaschen wurden zuvor auf einer Heizplatte (Modell HT
200, Minitib®, Tiefenbach) auf 37°C erwdrmt. Zur Untersuchung wurden 14 pl des
Nativspermas verwendet. Es wurden die prozentualen Anteile von vorwarts-, orts- und
unbeweglichen Spermien geschéatzt.

AnschlieRend wurde bei jedem Ejakulat ein Supravitaltest mit dem Farbstoff Eosin
(Eosin G, 2 % L6sung fur Lebend- Tot-Farbung, Minitib®, Tiefenbach) durchgefihrt
und 100 Samenzellen ausgewertet. Hierbei wurde ein kleiner Tropfen Nativsperma auf
einen zuvor angewarmten Objekttrager pipettiert. Dazu wurde ein ca. doppelt so
groBer Tropfen des Farbstoffes Eosin-Farbelésung auf den gleichen Objekttrager
verbracht und nach kurzem Durchmischen mit einem Deckgldschen ausgestrichen.
Nach anschlieBender Lufttrocknung erfolgte eine meanderférmige Untersuchung und
Auszdhlung von 100 Zellen bei einer Vergréferung von 400facher mit einem
Phasenkontrastmikroskop (Olympus CH 30, Olympus®, Hamburg).

27



3.4 Kryokonservierung

Fur die Berechnung der Portionierung des Ejakulats wurde folgende Grundgleichung
herangezogen, die entsprechend der Berechnung mit 600 Millionen
vorwartsbeweglichen Spermien pro Samenportion Tiefgefriersperma fir die weiteren

Berechnungen eingesetzt wurde.

Gesamtspermienzahl (GSZ) x Vorwartsbewegung (%)

Anzahl der Samenportionen= 700 x Dosis Samenzelien

(KLUG, 1993b; KLUG und SIEME, 2003)

Die Anzahl der Tiefgefriersamenportionen mit 600 Millionen vorwartsbeweglichen
Samenzellen, welche aus einem Ejakulat hergestellt werden kénnten, errechnete sich
demzufolge aus:

Gesamtspermienzahl (GSZ) x Vorwarstbewegung(%)

600 Mio. SZ./Samenportion= 100 x 600 Samenzelien

Von dem Ejakulat wurden zwei Portionen Tiefgefriersamen mit 600 Millionen
errechneten, progressiven Samenzellen pro Besamungsportion hergestellt. Der Rest
des Ejakulates wurde verworfen.

Die Portionen werden auf vier Pailletten (0.5 mlI-Midipailletten mit Verschlusskugeln,
Minitib®, Tiefenbach) mit je 150 Millionen Samenzellen pro Pailletten aufgeteilt. Das
gesamte Volumen einer hergestellten Besamungsportion (DosisVol.) betrug somit 2

ml Tiefgefriersperma.

Der Vorverdiinner und Tiergefriersamenverdinner wurden bei -18°C gelagert und fir
die Tiefgefriersamenproduktion in einem Wasserbad (Modell 7 Liter, Memmert ohne
Deckel, Minitlib®, Tiefenbach) auf 37°C erwarmt.

Als Vorverdinner wurde ein Zentrifugiermedium fur Hengstsamen (Minitib®,

Tiefenbach) verwendet.
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Die Bestandteile, der pH-Wert und die Osmolaritét sind im Folgenden aufgefiihrt:

Glukose

Natriumcitrat
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Natriumhydrogenkarbonat

pH-Wert: 6,7 £ 0,2

Osmolaritat: 395 + 10 mosmol/ |

Das Nativsperma fiir die Kryokonservierung wurde durch einen sterilen Gazefilter von

Fremdbestandteilen und grobsinnlichen Kontaminationen gereinigt. Das gefilterte

Sperma wurde anschlieBend entsprechend der Spermienkonzentration mit einem

Vorverdlnner versetzt und sechs Minuten bei 560 x G in Zentrifugenglasern (Firma

Egon Miiller®, Nirnberg) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand

bis Uber das Samenpellett mit einer Vakuumpumpe (Modell N86, Minitib®,

Tiefenbach) abgesaugt und mit dem Endverdinner fir die Kryokonservierung

entsprechend des zuvor berechneten Endvolumens aufgefullt.

Das zu berechnende Endvolumen ergab sich aus der Gleichung:

Endvolumen nach Verdiinnung=Anzahl Samenportionen x Dosis-Volumen
(KLUG, 1993b; KLUG und SIEME, 2003)

Fir die Kryokonservierung der Ejakulate wurde der Gent-Verdinner (Minitib®,

Tiefenbach) verwendet. Die Bestandteile, der pH-Wert und die Osmolaritat sind im

Folgenden aufgefihrt:

Magermilch

Zucker

Puffer

Eigelb

Destilliertes Wasser
Gentamicinsulfat (0,1 g/100 ml)
Glycerol

pH-Wert: 6,6-6,8

Osmolaritat: 310 — 330 mosmol/l
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Das Dosisvolumen setzt sich aus der Anzahl der Pailletten (4 Pailletten pro Portion),
sowie dem Volumen der Pailletten (0,5 ml) zusammen.

Das Sperma wurde mittels einer Vakuumpumpe (Modell N 86 KN.18, Minitib®,
Tiefenbach) und einem halbautomatischen Abfill- und VerschlieRgerat (Modell MF
0.5, Minitib®, Tiefenbach) in zuvor gekennzeichnete 0,5 ml-Midipailletten
konfektioniert und mit einer Metallkugel (Minitib®, Tiefenbach) verschlossen.
AnschlieRend erfolgte eine zweistindige Lagerung der abgefillten Pailletten im
Kuhlschrank bei + 4° C. Im Anschluss wurden die befilliten Pailletten auf ein Metallrack
(Minitib®, Tiefenbach) verbracht und horizontal Gber einen flissigen Stickstoffspiegel
(Hohe ca. 2,5-3 cm) in einer verschlieBbaren Styroporbox in Stickstoffdampf gelagert.
Nach einer Wartezeit von 20 Minuten wurden die Pailletten in die flissige

Stickstoffphase verbracht.

3.5 Tiefgefriersamenlagerung und Transport

Die Lagerung und Transport des hergestellten Samens erfolgte in einen dafir
vorgesehenen Gefrierbehalter (Modell GT 7, Air Liquid®, Dusseldorf) in flissigem
Stickstoff bei -196 °C.

3.6 Untersuchung des Tiefgefriersamens

Nach Entnahme der jeweiligen Pailletten wurden diese in ein auf 37°C vorgewarmtes
Wasserbad verbracht und dort fir 30 Sekunden belassen. Nach Abtrocknung der
Pailletten wurden diese an der Verschlusskugel gedffnet, ein Tropfen auf einen
Objekttréager verbracht und mithilfe einer Eosin-Farbung einem Lebend-Tot-Test
unterzogen. Die weitere Untersuchung des Spermas erfolgte mit einem CASA- System
(Modell SpermVision, Minitib®, Tiefenbach).

3.6.1 Computer-assistierte Samenanalyse

Die Ermittlung der unterschiedlichen Motilitdtsparameter wurde mit einem CASA-
System (Computer-assisted semen analysis), Modell SpermVision (Minitib®,
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Tiefenbach) durchgefihrt. Mithilfe dieser Untersuchung koénnen die einzelnen

Bewegungsparameter objektiv dargestellt werden.

Das System besteht aus den nachfolgend aufgefiihrten Komponenten:

= digitale Hochgeschwindigkeitskamera schwarz/ weil3, 60 Bilder pro Sekunde
Belichtungszeit bis 1/ 20.000 pro Sekunde

= PC mit Pentum® 4 Prozessor, 1 GB Dualkanal RDRAM, 40 GB
Festplattenspeicher, 19 Zoll Flachbildschirm

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

= Scan Stage, automatisch beheizt, Positionsgenauigkeit +/- 5 ym, Steuergerét
HT 300W

Das Mikroskopbild wurde mit Hilfe des Programms SpermVision Version 3.5.6.2° (Fa.
Minittb, Tiefenbach) auf dem PC-Monitor dargestellt und ausgewertet. Die Messungen
wurden mit Leja-Kammern (20 mikron, ca. 2ul, Fa. Leja Products B.V.®, Nieuw-
Vennep, Niederlande) bei einer Messtemperatur von 38°C durchgefihrt.

Die mit der CASA ermittelten Motilitdtsparameter sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tab. 3: Ermittelte Motilitdtsparameter mit dem CASA-System.

Parameter

Abkiirzung und Einheit

Definition

32

- gMot Die Gesamtheit aller sich
Gesamtmotilitat
% bewegenden Spermien
Die Gesamtheit aller
) . pMot )
Progressive Motilitat o vorwértsbeweglichen
° Spermien
DAP Durchschnittliche
Distance average path
um Wegstrecke
DCL Gekrimmte
Distance curved line
um Wegstrecke
DSL Gerade
Distance straight line
um Wegstrecke
) VAP Durchschnitts-
Velocity average path o
um/ sec geschwindigkeit
) ) VCL Kurvolineare
Velocity curved line o
um/ sec Geschwindigkeit
VSL
Velocity straight line Lineare Geschwindigkeit
um/ sec
Ist ein Schatzwert und gibt
) ) LIN die Néhe einer
Linearity
VSL/VCL Spermienlaufbahn an
einer geraden Linie an
Durchschnittskoeffizient
welcher die Linearitat des
) STR o
Straightness durchschnittlichen
VSL / VAP
Bewegungsablaufes
angibt.
Die Auslenkung des
kurvolinearen
WOB
Wobble Bewegungsablaufes am
VAP /VCL

durchschnittlichen

Bewegungsablauf




Fortsetzung Tab. 3: Ermittelte Motilitdtsparameter mit dem CASA-System.

Parameter

Abkiirzung und Einheit

Definition

Anzahl der lateralen

BCF Kopfbewegungen pro
Beat cross frequency
Hertz durchschnittliche
Wegstrecke
Durchschnittliche
Amplitude of laterale head ALH )
. Amplitude der lateralen
displacement pum

Kopfauslenkung

3.6.2

Die morphologische Untersuchung erfolgte unmittelbar nach dem Auftauen des

Tiefgefriersamens.

Es wurden 200 Samenzellen bei 400facher Vergroferung untersucht und die

folgenden Spermiendefekte prozentual ermittelt:

= Lose Kopfe

= Schmale Kopfe
= Doppelkopf

= Riesenkopf

= Halsbruch

=  Plasmatropfen

= Abgeknickte Spermienschwanze

= Schleifenférmige Spermienschwénze

= Aufgerollte Spermienschwanze

3.6.3

Von den aufgetauten Ejakulaten wurde ein kleiner Tropfen Tiefgefriersamen auf einen

zuvor auf 37°C angewarmten Objekttréger verbracht, mit einem ca. doppelt so grolRen

Lebend-Tot-Farbung
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Tropfen des Lebend-Tot-Farbstoffes Eosin-Farbstoff (2g Eosin B, 3g Natriumcitrat ad.
100ml aqua bidest, Merck Chemicals Germany®, Darmstadt) vermischt und
anschlielend mit einem Deckgldschen ausgestrichen. Nach Lufttrocknung wurden 200
Samenzellen bei 400facher VergroRerung ausgewertet und der prozentuale Anteil
ungefarbter (lebender) und gefarbter (toter) Samenzellen ermittelt. Die toten Spermien
stellen sich aufgrund der Permeabilitat der Plasmamembran rétlich da, wohingegen
vitale Samenzellen aufgrund intakter Plasmamembran farblos bleiben (WABERSKI
und PETRUNKINA, 2007).

3.7 Statistische Auswertung

Folgende Fragen sollten anhand der erhobenen Daten beantwortet werden:
- Unterscheiden sich die erhobenen spermatologischen Parameter zwischen
den drei gewonnenen Ejakulaten?
- Sind die spermatologischen Parameter abhangig vom Alter des Hengstes
oder dem Samenentnahmezeitpunkt?
- Wird durch eine mehrmalige Samenentnahme bei Hengsten ohne eine
Depletionsphase nach Deckruhe die Samenqualitdt kryokonservierter

Samenproben verbessert?

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte berwiegend durch die Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterindrmedizin der
Justus-Liebig Universitdt in GieRRen. Die Datenbeschreibung und Auswertung erfolgte
mit Microsoft® Excel 2010, dem Statistikprogramm BMDP 8.1 sowie der Software-
Library R (DIXON, 1993). Die einfache Datenbeschreibung erfolgte mit BMDP1D. Mit
Ausnahme des nativem Volumens erfolgte die einfache Datenbeschreibung eines

jeden spermatologischen Parameters durch die Berechnung von:

= Arithmetischem Mittelwert
= Standardabweichung
=  Minimalwert

=  Maximalwert
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Das native Volumen wurde aufgrund der groRen Spannweite als geometrischer
Mittelwert mit Streufaktor berechnet, um eine anndhernde Normalverteilung zu
erhalten. Dies lasst aufgrund der grof3en Spannbreite der Ausgangswerte (10- 110 ml
natives Volumen) eine genauere Aussage Uber die tatsachliche Entwicklung des
Volumens bei mehrmaliger Samenentnahme zu. Zur Ermittlung der Signifikanz von
Alter der Probanden und Samenentnahmetermin auf die Entwicklung des nativen
Volumens (bereits logarithmiert), die Samenzellkonzentration, die
Gesamtspermienzahl, den Anteil lebender bzw. toter Spermien im nativem Ejakulat
bzw. nach Kryokonservierung sowie die Motilitdten im nativem Ejakulat und die
Motilitdtsparameter nach Kryokonservierungen bei den drei Samenentnahmeterminen
wurde eine einfaktorielle Kovarianzanalyse mit Messwiederholung beziiglich der Zeit
(Samenentnahmetermin) mit BMDP2V durchgefiihrt. Die Signifikanz eines Einflusses
wurde definiert als statistisch nicht signifikant (p = 0,05), statistisch signifikant (p < 0,05)
und statistisch hoch signifikant (p < 0,001). Diese Einteilung der statistischen
Signifikanz gilt zudem fir alle weiteren Auswertungen dieser Arbeit.

Die statistische Auswertung der Pathomorphologie der Samenzellen erfolgte mit der
Poisson-Regression (mixed model estimation) mit angeschlossenem WALD-Test. Die
Poisson-Regression ist eine  Wahrscheinlichkeitsverteilung, mit der die
Wahrscheinlichkeit fir seltene Ereignisse, hier die pathomorphologisch veranderten
Samenzellen, modelliert werden kénnen. Diese Verteilung erfolgt nach einem
generalisierten, linearem Modell mit gemischten Effekten. Bei der Berechnung fir die
Modellparameter wurde die Maximum-Likelihood-Methode verwendet, welche auch
die Grundlage fur den durchgefiihrten WALD-Test ist. Der WALD-Test dient der
Berechnung der Signifikanz von jeweils Alter und Samenentnahmetermin auf die
Ergebnisse der morphologischen Untersuchung.

Die statistische Auswertung, ob das Alter der Hengste oder der
Samenentnahmetermin einen Einfluss darauf haben, ob ein Ejakulat die
Mindestanforderungen erfillt hat wurde durch eine Binomial-Regression mit

angeschlossenem WALD-Test berechnet.

35



4 Ergebnisse

Fur die Untersuchungen standen 29 Hengste zur Verfugung. Jedem Hengst wurde
wahrend der Untersuchungen dreimal manuell Samen entnommen. Es wurden 87

Ejakulate untersucht und statistisch ausgewertet.

4.1 Spermatologische Parameter der nativen Ejakulate

411 Untersuchungsergebnisse der makroskopischen Untersuchung

Alle Ejakulate (n = 87) zeigten Variationen in Farbe, Konsistenz, pH-Wert und
Schleimanteil. Der Geruch aller Ejakulate war physiologisch. Bei drei Ejakulaten war
ein sichtbarer Schleimanteil vorhanden. Die Farbe der Ejakulate war zu 34,5 %
weillich (n = 30), 41,4 % graulich (n = 36), 21,8 % gelblich-weif} (n = 19) und zu 2,3
% braunlich-grau (n = 2). Die Konsistenz war zu 16,1 % wassrig (n = 14), 21,8 % molkig
(n =19), 56,3 % milchig (n = 49) und 5,7 % rahmig (n = 5). Bei 27,6 % (n = 24) der
Ejakulate lag ein pH-Wert von 7,5 vor. 72,4 % der Ejakulate (n = 63) hatten einen pH-
Wert von 8,0.

Bereits beim zweiten Samenentnahmetermin (24 Stunden) ist eine Reduzierung des
nativen Volumens eingetreten. Beim dritten Samenentnahmetermin, 72 Stunden nach
dem ersten, ist es zu einer weiteren Reduzierung des nativen Volumens gekommen.
Die Entwicklung der nativen Volumina bei mehrmaliger Samenentnahme ist in Tabelle

4 und Abbildung 2 zusammengestellt.

36



Tab. 4: Verdnderung des Ejakulatvolumens von 29 Hengsten (ber drei
Samenentnahmetermine angegeben als geometrischer Mittelwert, Streufaktor,

Minimum und Maximum.

xc (ml) SF Min. Max.
1. Samenentnahmetermin 37,6 1,5 15,0 95,0
2. Samenentnahmetermin 34,7 1,9 10,0 110,0
3. Samenentnahmetermin 32,1 1,7 10,0 95,0

45 -
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35

30 1 I
25 -
20 |
15 -
10 -

natives Volumen in ml

1. 2. 3.
Samenentnahmetermin

Abb. 2: Verédnderung des Ejakulatvolumens von 29 Hengsten (iber drei
Samenentnahmetermine dargestellt als geometrischer Mittelwert und Streufaktor.

Die Dichte des Ejakulates reduzierte sich innerhalb der drei Untersuchungen. Das
native Volumen und die Samenzellkonzentration pro Milliliter waren am dritten
Samenentnahmetermin (72 Stunden nach dem ersten Samenentnahmetermin) am
niedrigsten. Die Entwicklungen der Dichte (in Millionen pro Milliliter) und der

Gesamtspermienzahl pro Ejakulat (in Milliarden pro Ejakulat) bei mehrmaliger

Samenentnahme sind in Tabelle 5, Abbildung 3 und 4 dargestellit.
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Tab. 5: Verdnderung der Samenzellkonzentration und Gesamtspermienzahl nativer

Ejakulate von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Parameter X SD Min. | Max.
1. Samenentnahmetermin | Dichte (Mio./ml) | 297,3 | 94,7 | 114,0 | 468,0
GSZ(Mrd.) 1,7 4,9 3,8 21,4
2. Samenentnahmetermin | Dichte (Mio./ml) | 278,7 114 52,0 | 450,0
GSZ (Mrd.) 9,4 3,8 3,2 16,8
3. Samenentnahmetermin | Dichte (Mio./ml) | 271,7 | 100,8 | 115,0 | 502,0
GSZ (Mrd.) 8,4 2,5 3,7 13,0
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Abb. 3: Verédnderung der Spermienkonzentration pro Milliliter nativer Ejakulate von
29 Hengsten dber drei Samenentnahmetermine dargestellt als arithmetischer
Mittelwert mit Standardabweichung.
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Abb. 4: Verédnderung der Gesamtspermienzahl nativer Ejakulate von 29 Hengsten
tiber drei Samenentnahmetermine dargestellt als arithmetischer Mittelwert mit
Standardabweichung.

41.2 Untersuchungsergebnisse der mikroskopischen Untersuchung

Der Anteil an progressiv motilen Samenzellen konnte durch eine mehrmalige
Samenentnahme von anfanglich 45,2 % am ersten Samenentnahmetermin auf 50 %
progressiver Spermien am dritten Samenentnahmetermin gesteigert werden. Parallel
zu dieser Entwicklung ist ein verminderter Anteil orts- bzw. unbeweglicher
Samenzellen am dritten Samenentnahmetermin aufgetreten. Der Anteil an vitalen
Spermien betrug am ersten Untersuchungstag 79,8 % und konnte am dritten
Samenentnahmetermin auf 83,9 % gesteigert werden. Der Anteil an toten Spermien
wurde dementsprechend auf 16,1 % reduziert (Tabelle 6, Abbildung 5 und Abbildung
6).
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Tab. 6: Veranderung der geschéatzten Spermienmotilitaten sowie Anteile lebender bzw.

toter Samenzellen nativer Ejakulate von 29 Hengsten Uber

drei

Samen-

entnahmetermine angegeben als arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung,

Minimum und Maximum.

Parameter

X1

SD

Min.

Max.

1. Samenentnahmetermin

Vorwartsbeweglichkeit
(%)

45,2

5,8

30,0

50,0

Ortsbeweglichkeit (%)

29,7

1,9

20,0

30,0

Unbeweglichkeit (%)

25,2

6,9

20,0

50,0

lebende Samenzellen

79,8

3,5

73,0

86,0

tote Samenzellen

20,2

3,5

14,0

27,0

2. Samenentnahmetermin

Vorwartsbeweglichkeit
(%)

46,2

7,8

30,0

60,0

Ortsbeweglichkeit (%)

28,6

3,5

20,0

30,0

Unbeweglichkeit (%)

25,2

7.4

20,0

50,0

lebende Samenzellen

80,2

3,9

72,0

87,0

tote Samenzellen

19,8

3,9

13,0

28,0

3. Samenentnahmetermin

Vorwartsbeweglichkeit
(%)

50

4,6

40,0

60,0

Ortsbeweglichkeit (%)

28,6

3,5

20,0

30,0

Unbeweglichkeit (%)

214

3,5

20,0

30,0

lebende Samenzellen

83,9

3,0

80,0

90,0

tote Samenzellen

16,1

3,0

10,0

20,0
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Abb. 5: Verdnderung der Spermienmotilitdten nativer Ejakulate von 29 Hengsten
liber drei Samenentnahmetermine dargestellt als arithmetischer Mittelwert mit
Standardabweichung.
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Abb. 6: Verédnderung der Anteile lebender und toter Samenzellen nativer Ejakulate

von 29 Hengsten liber drei Samenentnahmetermin dargestellt als arithmetischer
Mittelwert mit Standardabweichung.
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4.2 Spermatologische Parameter der aufgetauten Besamungsportionen

421 Motilitditsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse der
aufgetauten Samenportionen

4211 Progressive- und Gesamtmotilitit der Samenzellen

Durch eine mehrmalige Samenentnahme ohne Depletionsphase konnte sowohl der
Anteil gesamt motiler Samenzellen als auch der Anteil progressiv motiler Samenzellen
gesteigert werden. Wahrend die progressive Motilitdt von anfénglich 18,6 % bei der
ersten Samenentnahme auf 18 % progressiver Samenzellen bei der zweiten
Samenentnahme gesunken ist, kam es beim dritten Entnahmetermin zu einem
deutlichen Anstieg auf 26,6 % progressiver Spermien. Eine dhnliche Tendenz war bei
der Entwicklung der Gesamtmotilitét vorhanden. Bei der zweiten Samenentnahme trat
zunachst eine geringgradige Reduzierung der Gesamtmotilitdt ein. Beim dritten
Samenentnahmetermin wurde dieser Wert jedoch deutlich erhéht. Die Entwicklung der
progressiven Bewegung und Gesamtmotilitdt sind in Tabelle 7 und Abbildung 7
dargestellt.

Tab. 7: Veranderung der Gesamt- (gMoT) und progressiv (pMot) motilen Samenzellen
aufgetauter Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine
angegeben als arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und

Maximum.

Parameter X SD Min. Max.

1. Samenentnahmetermin gMot (%) 31,7 15,0 6,4 64,1
(%) | 18,6 12,3 1,4 48,9
(%) | 31,56 16,5 6,2 64,1

pMot (%) | 19,8 14,0 1,5 49,5
(%)
(%)

2. Samenentnahmetermin | gMot (%

3. Samenentnahmetermin | gMot (% 39,8 19,2 8,3 73,0

26,6 18,1 4,5 58,6
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Abb. 7: Verdnderung der Gesamt- und progressiven Motilitdt aufgetauter
Samenproben von 29 Hengsten liber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung.

4.21.2 Einzelmotilitatsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse

Die gesamten ermittelten  Streckenparameter der Computer-assistierten
Spermienanalyse (DAP, DCL, DSL) wurden durch die mehrmalige Samenentnahme
gesteigert. Die besten Resultate wurden am dritten Samenentnahmetermin (72

Stunden nach dem ersten Samenentnahmetermin) erreicht.

Ahnliche Ergebnisse traten bei der Untersuchung der Geschwindigkeitsparameter
(VAP, VCL, VSL) auf. Auch hier konnten die Werte durch eine mehrmalige
Samenentnahme zum Teil deutlich gesteigert werden. Die besten Resultate wurden

am dritten Samenentnahmetermin erreicht.
Die Geradlinigkeit der Spermien (STR) war am zweiten Samenentnahmetermin (0,8)

geringgradig hoher als bei der ersten Samenentnahme (0,7). Bei der dritten

Samenentnahme betrug dieser Wert ebenfalls 0,7.
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Bei der Untersuchung der Linearitat (LIN) konnten keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Samenentnahmeterminen festgestellt werden. Der Wert blieb mit 0,4

konstant.

Die Ergebnisse der Auslenkung der kurvolinearen Bewegung (WOB) am
durchschnittlichen Bewegungsablauf der Spermien wurde durch die mehrmalige

Samenentnahme nicht verandert.

Die Amplitude der seitlichen Kopfauslenkung der Spermien (ALH) wurde von
anfanglich 3,3 auf 3,2 beim zweiten Samenentnahmetermin vermindert. Am dritten

Untersuchungstag erhdhte sich dieser Wert auf 3,4.

Die Frequenz lateraler Kopfbewegung der Spermien (BCF) wurde durch die
mehrmalige Samenentnahme von anfanglich 28,7 Hertz kontinuierlich auf 31,3 Hertz

beim dritten Ejakulat gesteigert.

Die Entwicklungen der einzelnen Motilitdtsparameter der CASA sind in Tabelle 8

aufgeflhrt.

Tab. 8: Veranderung der einzelnen Motilitdtsparameter der computer-assistierten
Spermienanalyse aufgetauter Samenproben von 29 Hengsten Ulber drei Samen-
entnahmetermine angegeben als arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung,

Minimum und Maximum.

Parameter | X SD | Min. |Max.
1. Samenentnahmetermin DAP 22,8 5,8 11,7 33,6
DCL 39,8 12,5 16,1 63,7
DSL 17,2 57 8,4 34,9
VAP 54,6 12,5 29,3 771
VCL 94,5 27,8 42,1 148,6
VSL 40,6 10,2 21,3 59,7
STR 0,7 0,1 0,6 0,9
LIN 0,4 0,1 0,3 0,7
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Fortsetzung Tab. 8: Verdnderung der einzelnen Motilitdtsparameter der computer-

assistierten Spermienanalyse aufgetauter Samenproben von 29

Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und

Maximum.

Parameter X SD Min. | Max.
WOB 0,6 0,1 0,5 0,8
ALH 3,3 0,4 2,7 4,2
BCF 28,7 6,5 9,6 37,9
2. Samenentnahmetermin DAP 24,3 6,6 9,6 34,9
DCL 43,3 13,3 11,1 64,1
DSL 18,4 53 9,2 27,2
VAP 56,9 13,8 25,8 81,3
VCL 100,7 28,6 29,7 149,5
VSL 43,3 11,1 23,6 63,7
STR 0,8 0,1 0,6 1,0
LIN 0,4 0,1 0,3 0,8
WOB 0,6 0,1 0,5 0,9
ALH 3.2 0,4 2,4 4,2
BCF 30,3 7,0 13,7 39,4
3. Samenentnahmetermin DAP 25,2 6,5 15,1 36,2
DCL 45,5 13,1 23,1 71,7
DSL 18,3 53 10,7 28,4
VAP 60,4 14,1 37,7 81,9
VCL 108,1 28,9 59,6 161,7
VSL 43,9 11,4 25,5 64,5
STR 0,7 0,1 0,6 0,9
LIN 0,4 0,1 0,3 0,6
WOB 0,6 0,1 0,5 0,7
ALH 3,4 0,5 2,4 4,6
BCF 31,3 5,8 18,1 41,3
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4.2.2 Pathomorphologie der Samenzellen in den aufgetauten
Besamungsportionen

4221 Spermienkopfverdnderungen

Der Anteil an Spermien mit pathologischen Veranderungen des Spermienkopfes
variierte zwischen den Samenentnahmeterminen. Bei der ersten Absamung war der
Anteil an Samenzellen mit losen Képfen mit 4,45 % am haufigsten vertreten. Die
Anteile an Spermien mit schmalen Képfen, Doppelkdpfen und Riesenk&pfen betrugen
jeweils unter einem Prozent. Bei der zweiten Samenentnahme war der Anteil an
Spermien mit losen Képfen und Riesenkdpfen deutlich reduziert (0,17 %; 0,05 %).
Sowohl Samenzellen mit schmalen Képfen als auch mit Samenzellen mit
Doppelkdpfen konnten im zweiten Ejakulat nicht beobachtet werden. Bei der dritten
Samenentnahme waren alle Anteile an Spermien mit pathologischen
Kopfverdnderungen mengenmaflig am haufigsten vertreten. Die Entwicklung der
Anteile an Spermien mit Kopfverdnderungen ist in Tabelle 9 und Abbildung 8

dargestellt.

Tab. 9: Veranderung der morphologischen Spermienkopfpathologien aufgetauter
Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Parameter X SD Min. Max.
1. Samenentnahmetermin lose Kopfe 4,4 4,6 0 19
(%)
schmale 0,1 0,3 0 1
Képfe (%)
Doppelképfe | 0,1 0,3 0 1
(%)
Riesenkopfe | 0,1 0,3 0 1,5
(%)
2. Samenentnahmetermin lose Kopfe 0,2 0,1 0 0,5
(%)
schmale 0 0 0 0
Képfe (%)
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Fortsetzung Tab. 9: Verdnderung der morphologischen Spermienkopfpathologien

aufgetauter Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine

angegeben als arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und

Maximum.

Parameter X SD Min. | Max.
2. Samenentnahmetermin Doppelkdpfe 0 0 0 0
(%)
Riesenkopfe | 0,1 0,3 0 1,5
(%)
3. Samenentnahmetermin lose Kdpfe 4.8 4.4 0 18
(%)
schmale 0,2 0,5 0 2
Kopfe (%)
Doppelkdpfe | 0,1 0,3 0 1
(%)
Riesenkopfe | 0,2 0,4 0 1,5
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Abb. 8: Verédnderung der Anteile an Spermien mit Kopfpathologien (lose Képfe (L),
schmale Koépfe (S), Doppelkdpfe (D), Riesenképfe (R) ) in aufgetauten
Samenproben von 29 Hengsten (iber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
Boxplot.

4.2.2.2 Spermien mit Halsbruch

Der Anteil an Samenzellen mit Halsbruch war am zweiten Samenentnahmetermin mit
0,05% deutlich niedriger als bei der ersten Absamung. Hier betrug der Anteil 0,74 %.
Bei der letzten Samenentnahme ist dieser Wert wieder auf 0,78 % gestiegen.

Die Entwicklung des Anteils an Spermien mit Halsbruch istin Tabelle 10 und Abbildung
9 dargestellt.
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Tab. 10: Veradnderung des Anteils an Spermien mit Halsbruch aufgetauter
Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Parameter X SD | Min. | Max.

1. Samenentnahmetermin | Halsbruch(%) | 0,7 1,0 0 4,5

2. Samenentnahmetermin | Halsbruch(%) | 0,1 0,3 0 1,5
3. Samenentnahmetermin | Halsbruch(%)| 0,8 | 0,9 0 3,0
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Abb. 9: Verdnderung des Anteils an Spermien mit Halsbruch in aufgetauten
Samenproben von 29 Hengsten (ber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
Boxplot.
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4.2.2.3 Spermienschwanzverdnderungen

Der Anteil an Spermien mit abgeknickten Schwénzen war bei der ersten
Samenentnahme mit 9,59 % der am haufigsten vertretene pathologische Defekt.
Samenzellen mit schleifenformigen Schwénzen waren mit 1,71 % vertreten. Der Anteil
an aufgerollten Schwanzen betrug unter einem Prozent. Bei der zweiten
Samenentnahme reduzierten sich alle Anteile an Schwanzverédnderungen deutlich.
Spermien mit aufgerollten Schwénzen sind im zweiten Ejakulat nicht aufgetreten. Bei
der dritten Samenentnahme stiegen jedoch alle ermittelten pathologischen
Schwanzverédnderungen wieder an. Die Anteile an Spermien mit abgeknickten
Schwénzen (9,67 %) und schleifenférmigen Schwénzen (2,14 %) waren héher als im
ersten Ejakulat. Die Entwicklung der Anteile an Spermien mit Schwanzverénderungen
ist in Tabelle 11 und Abbildung 10 dargestellt.

Tab. 11: Veranderung der morphologischen Spermienschwanzpathologien
aufgetauter Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine
angegeben als arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und

Maximum.

Parameter X | SD | Min. | Max.
1. Samenentnahmetermin | aufgero. Schwénze(%) | 0,6 | 2,4 0 13,0
abgekni.Schwanze (%) | 9,6 1 0 39,0
schleif. Schwéanze (%) | 1,7 | 3,8 0 20,5
2. Samenentnahmetermin | aufgero. Schwanze(%) 0 0 0 0
abgekni. Schwénze(%) | 0,2 | 0,9 0 5,0
schleif. Schwanze (%) 0 0,2 0 1,0
3. Samenentnahmetemrin | aufgero.Schwanze (%) | 0,5 2 0 11,0

(
abgekni. Schwénze(%) | 9,7 | 8,9 0,5 41,0
schleif. Schwénze (%) | 2,1 3 0 10,5
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Abb. 10: Verdnderung des Anteils an Spermien mit Schwanzpathologien (aufgerollt
(aufgero), abgeknickt (abgekni), schleifenférmig (schleif)) in aufgetauten
Samenproben von 29 Hengsten liber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
Boxplot.

4.2.2.4 Plasmatropfen

Der Anteil an Samenzellen mit Plasmatropfen wurde von anfanglich 0,9 % im ersten
Ejakulat auf null Prozent bei der zweiten Samenentnahme reduziert. Beim dritten
Samenentnahmetermin ist wiederum ein deutlicher Anstieg auf 0,9 % der Spermien
mit Plasmatropfen aufgetreten. Die Entwicklung des Anteils an Spermien mit

Plasmatropfen ist in Tabelle 12 und Abbildung 11 dargestellit.
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Tab. 12: Veranderung des Anteils an Samenzellen mit Plasmatropfen aufgetauter
Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Parameter X SD Min. | Max.

1. Samenentnahmetermin | Plasmatropfen (%) | 0,9 1,4 0 5,0
2. Samenentnahmetermin | Plasmatropfen (%) | 0,0 0,0 0 0,0
3. Samenentnahmetermin | Plasmatropfen (%) | 1,0 1,5 0 6,0
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Abb. 11: Verdnderung des Anteils an Samenzellen mit Plasmatropfen aufgetauter
Samenproben von 29 Hengsten (ber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
Boxplot.
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423 Lebend-Tot Untersuchung der aufgetauten Besamungsportionen

Der Anteil lebender Spermien konnte nach 24 (52,3 %) und 72 Stunden (59,3 %)
deutlich gesteigert werden. Die Entwicklung der Anteile an lebenden bzw. nicht

lebenden Spermien ist in Tabelle 13 und Abbildung 12 dargestellt.

Tab. 13: Verdnderung der Anteile vitaler und toter Samenzellen aufgetauter

Samenproben von 29 Hengsten Uber drei Samenentnahmetermine angegeben als

arithmetischer Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Parameter X SD Min. | Max.
1. Samenentnahmetermin | Anteil lebend (%) | 48,8 | 16,3 | 14,0 | 73,0
Anteil tot (%) 51,2 | 16,3 | 27,0 | 86,0
2. Samenentnahmetermin | Anteil lebend (%) | 52,3 | 16,5 | 15,5 | 81,0
Anteil tot (%) 47,7 | 16,5 | 19,0 | 84,5
3. Samenentnahmetermin | Anteil lebend (%) | 59,3 | 16,6 | 19,5 | 83,0
Anteil tot (%) 40,7 | 16,6 | 17,0 | 80,5
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Abb. 12: Verdnderung der Anteile vitaler und toter Samenzellen kryokonservierter
Samenproben von 29 Hengsten (iber drei Samenentnahmetermine dargestellt als
arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung.

4.3 Mindestanforderungen an die spermatologischen Parameter nativer
Ejakulate

Von insgesamt 29 Ejakulaten hatten beim ersten Samenentnahmetermin 14 Ejakulate
(48,3 %) die Anforderungen erflllt. Bei der zweiten Absamung wurde dieser Wert auf
15 (51,7 %) gesteigert. Bei der dritten Absamung erfillten 20 von 29 enthommenen
Ejakulaten (68,9 %) die Mindestanforderung. Der Anteil an verwertbaren nativen
Ejakulaten fur die Kryokonservierung konnte somit gesteigert werden. Die Entwicklung

zur Erflllung der Mindestanforderung an die Ejakulate ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abb. 13: Verdnderung der Mindestanforderung an die Ejakulate nach
Expertenmeinung von 29 Hengsten (ber drei Samenentnahmetermine dargestellt
als arithmetischer Mittelwert.

4.4 Einflussfaktoren auf die spermatologischen Parameter

441 Einfluss des Alters der Hengste

4411 Spermatologische Parameter der nativen Ejakulate

4.4.1.1.1 Ergebnisse der makroskopischen Untersuchung

Der Einfluss des Alters auf die Entwicklung der nativen, im geometrischen Mittel
berechneten nativen Volumina der Ejakulate, konnte mit p = 0,6 als statistisch nicht
signifikant dargestellt werden. Ebenso konnte bei der Entwicklung der
Spermienzellkonzentration (p = 0,16) als auch bei der Entwicklung der

Gesamtspermienzahl (p = 0,79) keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
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4.41.1.2 Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung

Das Alter der Hengste hatte auf die Entwicklung der progressiven Motilitét (p = 0,24),
der Ortsbeweglichkeit (p = 0,35) sowie des Anteils unbeweglicher Samenzellen (p =
0,44) keinen statistisch signifikanten Einfluss. Ebenso konnte kein Einfluss auf die
Entwicklung der Anteile vitaler Spermien (p = 0,37) bzw. toter Samenzellen (p = 0,37)

nachgewiesen werden.

441.2 Motilititsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse der
aufgetauten Besamungsportionenportionen

4.41.21 Progressive- und Gesamtmotilitat der Samenzellen

Der Einfluss des Alters der Hengste auf die Entwicklung der Anteile der gesamt motilen
Spermien (p = 0,26) sowie progressiven Samenzellen (p = 0,19) war statistisch nicht

signifikant.

4.41.2.2 Einzelmotilitaitsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse

Mit Ausnahme der BCF mit p = 0,04 (Einfluss des Alters ist statistisch signifikant) lagen
alle anderen ermittelten Motilitdtsparameter iber dem Wert von p = 0,05 (Einfluss des

Alters statistisch nicht signifikant).

441.3 Pathomorphologie der Samenzellen

4.41.3.1 Spermienkopfverdnderungen

Der Einfluss des Alters war bei der Entwicklung der Anteile an Samenzellen mit losen
Képfen (p = 0,27), Riesenkdpfen (p = 0,23) und schmalen Képfen (p = 0,52) statistisch
jeweils nicht signifikant. Einzig bei der Entwicklung des Anteils an Spermien mit

Doppelkdpfen (p = 0,026) war der Einfluss des Alters statistisch signifikant.
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4.4.1.3.2 Spermien mit Halsbruch

Es konnte mit p = 0,94 keine statistische Signifikanz des Alters der Hengste auf die

Entwicklung der Anteile an Spermien mit Halsbriichen festgestellt werden.

4.41.3.3 Spermienschwanzveridnderungen

Das Alter der Hengste hatte keinen Einfluss auf die Entwicklung von Samenzellen mit
abgeknickten Schwanzen (p = 0,77), aufgerollten Schwénzen (p = 0,66) oder
schleifenférmigen Schwanzen (p = 0,39).

4.41.3.4 Plasmatropfen

Das Alter der Hengste hatte auf die Entwicklung der Spermienanteile mit
Plasmatropfen (p = 0,18) keinen Einfluss.

4414 Lebend-Tot-Farbung

Das Alter der Hengste hatte keine statistische Signifikanz auf die Entwicklung der
Anteile vitaler (p = 0,28) bzw. avitaler Spermien (p = 0,27) bei mehrmaliger

Samenentnahme.

4.41.5 Einfluss des Alters auf die Entwicklung der Mindestanforderung an
die nativen Ejakulate

Das Alter der Hengste hatte mit p = 0,15 keinen statistisch signifikanten Einfluss auf

die Entwicklung der Anzahl verwertbarer Ejakulate.

57



442 Einfluss der Samenentnahmehaufigkeit auf die spermatologischen
Parameter

44.21 Spermatologische Parameter der nativen Ejakulate

44211 Ergebnisse der makroskopischen Untersuchung

Der Einfluss der Samenentnahmehéaufigkeit auf die Entwicklung der nativen,
logarithmierten Volumina war mit p = 0,23 statistisch nicht signifikant. Ebenso konnte
keine statistische Signifikanz beztglich der Entwicklung der Samenzellkonzentration
(p = 0,25), wohl aber der Gesamtspermienzahl pro Ejakulat (p = 0,0002), welche

statistisch hoch signifikant war, ermittelt werden.

4.4.2.1.2 Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung

Der Samenentnahmezeitpunkt war auf die Entwicklung progressiver Samenzellen
statistisch hoch signifikant (p < 0,0001). Ebenso war die Entwicklung des Anteils
unbeweglicher Samenzellen durch den Samenentnahmezeitpunkt statistisch
signifikant (p = 0,0002). Dagegen konnte keine statistische Signifikanz des
Samenentnahmezeitpunktes bezilglich der Anteile ortsbeweglicher Spermien
festgestellt werden (p = 0,17). Bei der Entwicklung der Anteile vitaler bzw. avitaler
Samenzellen war der Samenentnahmezeitpunkt mit p < 0,0001 jeweils statistisch hoch

signifikant.

4.4.2.2 Motilititsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse der
aufgetauten Besamungsportionen

4.4.2.21 Progressive- und Gesamtmotilitdt der Samenzellen

Der Einfluss des Samenentnahmezeitpunktes auf die Gesamtmotilitat in aufgetauten
Besamungsportionen war mit p = 0,0013 statistisch signifikant. Ebenso konnte eine
statistische Signifikanz beziiglich des Anteils progressiver Samenzellen (p = 0,0016)
festgestellt werden.
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4.4.2.2.2 Einzelmotilititsparameter der Computer-assistierten Samenanalyse

Mit Ausnahme auf die Geradlinigkeit (STR, p = 0,05) war der Einfluss des
Samenentnahmezeitpunktes bei allen weiteren bestimmten

Einzelmotilitdtsparametern statistisch nicht signifikant.

4.4.2.3 Pathomorphologie der Samenzellen

4.4.2.3.1 Spermienkopfverdnderungen

Der Einfluss der Samenentnahmehaufigkeit auf die Entwicklung der Anteile an
Samenzellen mit losen Kopfen (p < 0,0001), schmalen Képfen (p < 0,0001) und
Doppelkdpfen (p < 0,0001) war jeweils statistisch hoch signifikant. Bei der Entwicklung
des Spermienanteils mit Riesenkdpfen konnte mit p = 0,0004 statistische Signifikanz

nachgewiesen werden.

4.4.2.3.2 Spermien mit Halsbruch

Der Einfluss des Samenentnahmezeitpunktes war mit p = 0,0007 statistisch signifikant
auf die Entwicklung des Anteils an Spermien mit Halsbriichen wéhrend des

Untersuchungszeitraumes.

4.4.2.3.3 Spermienschwanzverdnderungen

Der Einfluss des Samenentnahmezeitpunktes auf die Anteile an Samenzellen mit
abgeknicktem Schwanz (p < 0,0001), aufgerolltem Schwanz (p = 0) und

schleifenférmigen Schwanzen (p = 0,0002) war statistisch hoch signifikant.

4.4.2.3.4 Plasmatropfen

Es konnte eine statistische Signifikanz des Samenentnahmezeitpunktes auf die
Entwicklung der Anteile an Spermien mit Plasmatropfen festgestellt werden (p =

0,039).
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4424 Lebend-Tot-Farbung

Es konnte ein Einfluss des Samenentnahmezeitpunktes auf die Entwicklung der
Anteile lebender bzw. toter Samenzellen in aufgetauten Besamungsportionen
nachgewiesen werden. Der Einfluss des Samenentnahmezeitpunktes auf den Anteil

vitaler bzw. toter Spermien war mit jeweils p = 0,0003 statistisch signifikant.

4.4.2.5 Entwicklung der Mindestanforderung an die nativen Ejakulate

Ein Einfluss der Samenentnahmehéaufigkeit auf die Entwicklung der
Mindestanforderung an die Ejakulate, welche zur Kryokonservierung genutzt werden
kénnen, konnte nachgewiesen werden. Die Mehrzahl der Ejakulate hatte am dritten
Untersuchungstag die  Mindestanforderung  erfullt.  Der  Einfluss des

Samenentnahmezeitpunktes war mit p = 0,0019 statistisch signifikant.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung

In den vergangenen zwanzig Jahren hat sich die kiinstliche Besamung zu einem festen
Bestandteil der Pferdezucht entwickelt. Trotz des Uberwiegenden Einsatzes von
Frischsamen hat die Kryokonservierung von Hengstsamen eine Reihe von Vorteilen,
wodurch der Einsatz von Tiefgefriersperma weiter zunimmt. In der Literatur sind
zahlreiche  Veréffentlichungen zu  Spermaaufbereitung von  TG-Sperma,
Verdunnermedien oder Kryoprotektiva zu finden. Konkrete Angaben zur Vorbereitung
der Hengste beziehen sich lediglich auf die tierseuchenrechtlichen Bestimmungen
sowie das Samenentnahmeintervall nach Beseitigung der extragonadalen Reserven.
Zur optimalen Vorbereitung der Deckhengste hinsichtlich des
Samenentnahmeintervalls bzw. der Samenentnahmefrequenz nach langerer
Sexualkarenz sind bisher nur Expertenmeinungen, jedoch keine wissenschaftlichen
Abhandlungen bekannt. Bislang wurde eine mehrmalige Samenentnahme nach
langerer Sexualkarenz empfohlen, um die extragonadalen Spermareserven zu
eliminieren bis eine gute Samenqualitdt erreicht ist (SIEME, 2011a). Diese
Vorgehensweise hat sich in der Praxis fest etabliert (SAMPER und MORRIS, 1998).
Dieses Vorgehen ist jedoch mit einem eventuellen Verlust von Besamungsportionen
und damit finanziellen Einbuf3en verbunden.

Die Haufigkeit der Samenentnahme richtet sich nach dem
Samenzellbildungsvermégen der Hengste (KLUG und SIEME, 2003; SIEME et al.,
1998; SIEME, 2009). Als Faustregel gilt, dass ein guter Samenzellbildner haufiger und
schlechte Samenzellbildner weniger haufig abgesamt werden kdnnen, um
Tiefgefriersperma zu produzieren. Die RegelmaRigkeit der Samenentnahme spielt
dabei eine grofle Rolle (KLUG und SIEME, 2003).

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Ejakulationsh&ufigkeit bei Deckhengsten
nach Deckruhe auf die Tiefgefriereignung und die Entwicklung spermatologischer
Parameter in aufgetauten Samenproben zu untersuchen. Dabei wurden, entgegen in
der Praxis d(blich, alle Ejakulate tiefgefroren, ohne die extragonadalen

Spermareserven zuvor zu beseitigen.
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5.2 Diskussion der Methodik

5.21 Auswahl der Hengste

Es wurden nur Daten von Hengsten verwendet, von denen Nachkommen vorhanden
sind und die in der kunstlichen Besamung eingesetzt werden. Das Alter der Tiere lag
zwischen 4 und 23 Jahren. Um reprasentative Ergebnisse zu erzielen, wurden die 29
Hengste nach einer zuvor definierten Deckruhe von 60 Tagen an Tag 1, nach 24
Stunden und 72 Stunden nach der ersten Untersuchung abgesamt. Alle 87 Ejakulate
der Hengste waren fir die Studie verwertbar. Da der Zeitraum fur die
Tiefgefrierspermagewinnung aus organisatorischen Griinden meistens auf den Herbst
bzw. Winter beschrankt ist (SIEME, 2004), wurde der Zeitraum fir die eigenen
Untersuchungen in den Oktober gelegt. Es konnte jedoch durch diverse
Untersuchungen belegt werden, dass saisonale Einflisse sowohl auf die
Spermienproduktion, Spermienkonzentration, Spermienmorphologie und
Spermienmotilitdit bestehen (BLOTTNER et al., 2001; JANETT et al., 2003;
JOHNSON, 1991,MAGISTRINI et al., 1987; VAN DER HOLST, 1975). Die Praxis hat
jedoch gezeigt, dass eine gute Qualitat des Tiefgefrierspermas in den Herbst und
Wintermonaten erzielt wird (SIEME, 2009; SIEME, 2011a).

Da die Mindestanforderungen fir die Gefriereignung von Hengstsperma bisher nur auf
Expertenmeinungen (KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2009; SIEME, 2011a) beruhen,
jedoch keine rassespezifische Aussagen enthalten, wurden Hengste verschiedener
Rassen fur die Studie gewahlt. Die Hengste wurden sowohl in staatlichen
Einrichtungen als auch privat gehalten. Fir diese Untersuchungen wurden die
Probanden zufallig und nicht aufgrund der Gefriertauglichkeit ihres Spermas

ausgewahlt.

5.2.2 Untersuchung des Nativsamens und Kryokonservierung

Die Samenentnahme erfolgte nicht fraktioniert mithilfe einer kinstlichen Scheide
(Modell Hannover) unter Verwendung eines Phantoms als Sprungpartner. SIEME
(2009) konnte mit der fraktionierten Samengewinnung und ohne zuvor durchgefihrter

Zentrifugation keine Verbesserung der Samenqualitat nach der Kryokonservierung
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erzielen. KNEIRL (1993) berichtet, dass die fraktionierte gegeniiber der nicht-
fraktionierten Samenentnahmetechnik keine Unterschiede hinsichtlich der Motilitét und
Morphologie der nativen Samenzellen hat. Zu den gleichen Ergebnissen sind SIEME
et al. (2004) gekommen. Die fraktionierte Samenentnahme in Kombination mit
anschlieBender Zentrifugation fiihrt jedoch, im Vergleich zu der nicht-fraktionierten
Samenentnahmetechnik, nach dem Auftauen zu einer deutlich besseren progressiven
Motilitat der Samenzellen (KNEIRL, 1993; SIEME et al., 2004). Vorteil der fraktionierten
Samenentnahme ist vor allen Dingen die geringere bakterielle Kontamination des
Spermas, was sich positiv auf die Langzeitlagerung auswirkt (BADER und SIEME,
2007; SIEME, 2009).

Die Untersuchung des Nativsamens erfolgte unmittelbar nach der Gewinnung und
wurde makroskopisch wie auch mikroskopisch durchgefiihrt. Die Bestimmung des pH-
Wertes erfolgte mit einem Indikatorpapier. Diese Vorgehensweise ist in der Praxis
etabliert und wird von diversen Autoren empfohlen (WEITZE, 2001; KLUG und SIEME,
2003; WABERSKI und SIEME, 2009, WABERSKI und PETRUNKINA, 2007). Es ist
jedoch anzumerken, dass die Schatzungen der Spermienmaotilitét sich nur bedingt fur
wissenschaftliche bzw. forensische Beurteilungen eignen (WEITZE, 2001). Die
Bestimmung der Spermiendichte pro Ejakulat wurde mit einem Photometer
Spermacue, Minitlib®, Tiefenbach) durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren erfolgt keine
Differenzierung zwischen Samenzellen und Fremdzellen (WABERSKI und
PETRUNKINA, 2007). Die Ergebnisse der photometrischen Messung sind jedoch, bei
regelméaRiger Eichung der zur Anwendung kommenden Gerate, fir die praktische
Anwendung ausreichend (WABERSKI und SIEME, 2009). Die prazisesten Ergebnisse
zur Dichtebestimmung sind mit der Durchflusszytometrie zu erzielen (WABERSKI und
SIEME, 2009; WABERSKI und PETRUNKINA, 2007). Die morphologische
Untersuchung der Samenzellen sowie der Supravitaltest wurden an Eosin-Nigrosin-
fixierten Proben durchgefihrt. Dieser Test findet vor allem aufgrund der einfachen
Handhabung eine weitreichende Anwendung. Jedoch konnte in Untersuchungen
gezeigt werden, dass hinsichtlich der Beurteilung der Spermienmorphologie die Nass-
Fixierung mit Formolzitrat im Vergleich zu der Farbung mit Eosin-Nigrosin bzw.
Papanikolao ein wesentlich sensitiveres Verfahren ist, um abnormale Hengstspermien

zu identifizieren (BRITO et al., 2011). Aufgrund der einfachen Durchfuihrung und der
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weitreichenden  Anwendung der Farbung mit Eosin-Nigrosin auf den
Besamungsstationen, wurde in den eigenen Untersuchungen ebenfalls dieser
Farbstoff verwendet.

Das Seminalplasma kann generell auf unterschiedliche Weise separiert werden. Die
Zentrifugation ist das wohl am haufigsten angewendete Verfahren, um das
Seminalplasma im Ejakulat zu reduzieren (SAMPER und MORRIS, 1998) und damit
die negativen Eigenschaften dieses auf die Samenzellen zu vermindern (BRINSKO
und VARNER, 1992). Jedoch ist diese Methode in der Aufbereitung von Hengstsperma
nach wie vor ein strittiges Thema, da der Spermienverlust, gerade bei Hengsten, die
eine niedrige Samenzellproduktion haben, als zu hoch eingeschatzt wird (SIEME,
2011b). Gerade hinsichtlich der Motilitdt der Samenzellen sind negative Einflisse
durch die Zentrifugation bekannt (McLEOD und McGEE, 1950). Dieses Verfahren wird
aber nach derzeitigem Stand des Wissens als unverzichtbar bei der Aufbereitung der
Ejakulate zur Kryokonservierung gesehen (SIEME, 2009). So konnten PICKETT et al.
(1975a) durch Abzentrifugieren des Seminalplasmas eine Verlangerung der
Lagerungsdauer equiner Samenzellen erzielen. Untersuchungen von BRINSKO et al.
(2000) belegen, dass die Zentrifugation und teilweise Reduktion des Seminalplasmas
positive Einflisse auf den Samen hat, besonders bei Hengsten mit deutlich
reduzierten, progressiven Samenzellen. Fir die eigenen Untersuchungen wurde eine
Zentrifugation von 560 x G fur 6 Minuten gewahlt. Nach Empfehlungen von WEISS
(2004) sollte Pferdesperma mit 600 x G fur die Dauer von 10 Minuten zentrifugiert
werden, um den geringsten Spermienverlust und somit bestmdgliche Qualitat zu
erhalten. Um hengstspezifische Bedlrfnisse zu berticksichtigen, werden allgemein
eine Zentrifugationsstérke von 400 bis 600 x G und eine Zentrifugationsdauer von acht
bis zwolf- Minuten empfohlen (BADER und SIEME, 2007). Andere Autoren empfehlen
eine Zentrifugationszeit von zehn bis flinfzehn Minuten bei einer Zentrifugationsstarke
von 400 bis 600 x G (KLUG und SIEME, 2003).

Fir die eigenen Untersuchungen wurde das in 0,5 ml-Pailletten abgefiillte Sperma
mithilfe einer Styroporbox tiefgefroren. Dazu wurde das Sperma zundchst im
Kihlschrank in zwei Stunden auf 4°C heruntergekihlt. Anschlieend wurden die
Pailletten horizontal tGber einen flissigen Stickstoffspiegel (Hohe ca. 2,5-3 cm) in einer
verschlielbaren Styroporbox in Stickstoffdampf gelagert. Nach einer Wartezeit von 20

Minuten wurden die Pailletten in die flissige Stickstoffphase verbracht. Dieses
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Verfahren ist technisch einfach (BADER und SIEME, 2007) und wird von der Mehrzahl
der Labore, welche Tiefgefriersperma herstellen, genutzt (SAMPER und MORRIS,
1998). Das Sperma wird mit einer Geschwindigkeit von ca. 45-60 °C/ min eingefroren
(SIEME, 2009). Die Alternative zu diesem Verfahren sind computergestutzte
Einfrierautomaten, welche den Vorteil haben, dass die Einfrierbedingungen konstant
eingehalten werden kénnen (BADER und SIEME, 2007). COCHRAN et al. (1984)
konnten jedoch keinen entscheidenden Unterschied zwischen den beiden Kihliraten
der Verfahren im Hinblick auf die Motilitdt feststellen. Dagegen erreichten
CRISTANELLI et al. (1985) mit der gesteuerten Gefriergeschwindigkeit ein um 50 %
verbessertes Auftauergebnis.

5.2.3 Untersuchung des aufgetauten Tiefgefrierspermas

Die objektive Messung der Spermienmotilitdt ist ein unverzichtbarer
Untersuchungsschritt in der modernen Spermatologie (WEITZE, 2001). Das Verfahren
der computerassistierten Spermienanalyse wurde von DOTT und FOSTER (1979)
eingefuhrt. Diese Systeme ermdglichen eine objektive Motilitdtsanalyse sowie eine
Bestimmung der Bewegungsgeschwindigkeit (SIEME, 2009) und der Morphologie
(VERSTEGEN et al., 2002). Des Weiteren kénnen verschiedene Distanzen, welche
die Samenzellen zurticklegen, sowie bestimmte Bewegungsmuster bestimmt werden
(MORTIMER, 2000). Zusatzlich kann auch die Spermienkonzentration mit relativ guter
Prazision ermittelt werden (WABERSKI und PETRUNKINA, 2007). Ein Nachteil dieser
Analyse liegt jedoch in der begrenzten Eignung von Vollmilch- oder eidotterhaltigen
Verdinnern. In diesen Spermaproben werden Eidotterpartikel falschlicherweise haufig
als Spermien erkannt (ZIEGLER, 1991). Die Motilitdtsanalysen sind jedoch
wiederholbar und fiir den klinischen Gebrauch ausreichend (JASKO et al., 1988).
Durch die hohen Kosten dieser Systeme werden diese hauptsachlich fur
wissenschaftliche Untersuchungen verwendet (KATILA, 2001). In der modernen
Spermatologie werden mittlerweile nahezu alle motilitdts-und morphologisch
relevanten Samenuntersuchungen, welche unter wissenschaftlichen Aspekten
durchgefiihrt werden, mithilfe der computergestiitzten Samenanalyse durchgefiihrt
(JANETT et al., 2003; KATILA et al., 2002; SQUIRES et al., 2004; VIDAMENT et al.,

1998), sodass diese Methode der spermatologischen Untersuchung etabliert ist.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Spermatologische Parameter der nativen Ejakulate

In die statistische Auswertung dieser Untersuchung wurden die Parameter Farbe, die
Konsistenz, der pH-Wert und der Schleimanteil der nativen Ejakulate nicht
einbezogen. Diese Parameter wurden durch ihr anteilsmafliges Auftreten von den 87
untersuchten Ejakulaten beschrieben. Nur 3 der 87 Ejakulate hatten einen
Schleimanteil. Die Mehrzahl der Ejakulate hatte eine weilliche bis gréuliche bzw.
gelblich-weilRe Farbe. Lediglich 2 Ejakulate wiesen eine braunlich-graue Farbe auf,
welche als nicht physiologisch anzusehen ist. Die Konsistenz war in der Mehrzahl der
Ejakulate milchig. Auch hier gab es Variationen der Ejakulatkonsistenzen von wassrig
bis molkig bzw. milchig bis rahmige Konsistenz. Anhand der Konsistenz kénnen erste
Ruckschlisse auf die Samenzellkonzentration und Gesamtspermienzahl der Ejakulate
geschlossen werden (KLUG und SIEME, 2003; SIEME, 2009). Bis auf die 2 Ejakulate
mit braunlicher Farbe hatten alle anderen Ejakulate physiologische Qualitaten (SIEME,
2009). Die 2 Ejakulate mit braunlicher Farbe wurden aufgrund motiler Samenzellen
(gMot 70% bzw. 80%) und vitaler Samenzellen von 75 bzw. 81 Zellen von 100
gezéhlten Spermien in diese Untersuchung einbezogen. Grundsatzlich ist aber jede
Abweichung von den physiologischen Qualitdten eines Ejakulates bei Hengsten,
welche in der kinstlichen Besamung eingesetzt werden, zu beanstanden (SIEME,
2009). Da die aufgefiihrten Parameter (Farbe, Konsistenz, pH-Wert und Schleimanteil)
zu selten Abweichungen zeigten, wurden sie in die statistische Auswertung nicht
einbezogen.

Am ersten Tag der Untersuchungen betrug das native Volumen im geometrischen
Mittelwert 37,6 ml (ohne Schleimanteil). Bereits bei der zweiten Samenentnahme nach
24 Stunden ist ein Absinken des nativen Volumens eingetreten (ca. 7,71 %
Reduzierung). Bei der dritten Samenentnahme wurde dieser Wert nochmals verringert
und betrug noch im geometrischem Mittelwert durchschnittlich 32,1 ml (ca. 7,5 %).
Von THOMPSON et al. (1977) wurde bereits festgestellt, dass beim Zweitejakulat,
welches den Hengsten nach 24 Stunden entnommen wurde, das native Volumen
geringer war als im Erstejakulat. Dies deckt sich ebenfalls mit

Untersuchungsergebnissen von MAGISTRINI et al. (1987), bei denen eine tagliche
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Samenentnahmefrequenz im Vergleich zu einem 48-Stunden-
Samenentnahmeintervall ebenfalls zu einem vermindertem Volumen fuhrte. SIEME et
al. (2004) sind zu ahnlichen Ergebnissen gekommen. Eine tagliche Samenentnahme
fuhrte auch hier zu einem verminderten Volumen im Vergleich zu einem 48 Stunden
Samenentnahmeintervall. Die Reduzierung des nativen Volumens konnte in den
eigenen Untersuchungen nicht mit der Samenentnahmefrequenz bzw. dem
Samenentnahmeintervall in Verbindung gebracht werden (p = 0,23). PICKETT et al.
(1975b)  konnten ebenfalls  keinen  statistischen = Zusammenhang der
Samenentnahmefrequenz mit der Entwicklung der Volumina feststellen. In Ihren
Untersuchungen wurden die Hengste Uber einen Zeitraum von 4 Wochen jeweils
einmal, dreimal und sechsmal pro Woche abgesamt. Dagegen untersuchten
SULLIVAN und PICKETT (1975) zusétzlich eine zweimalige Samenentnahme pro Tag
und konnten bestatigen, dass eine kurz aufeinanderfolgende zweite Samenentnahme
zu einer Reduzierung des nativen Volumens fihrt (p = 0,01). PICKETT et al. (1975b)
kénnen hierzu dhnliche Ergebnisse vorweisen. In den eigenen Untersuchungen konnte
ein Einfluss des Alters auf diese Entwicklung nicht nachgewiesen werden (p = 0,24).
DOWSETT und KNOTT (1996) berichten, dass ein vermindertes Ejakulatvolumen
hauptsachlich bei Hengsten unter drei Jahren zu finden ist. In ihren Untersuchungen
bestdtigen sie zusatzlich, dass das Alter einen generellen Einfluss auf die
Spermagqualitat hat. Hengste, welche jlinger als drei Jahre bzw. dlter als 14 Jahre sind,
hatten eine schlechtere Samenqualitdt als andere. Als Begrindung fir die
schlechteren Spermaqualitédten &lterer Hengste (11 Jahre und alter) nennen die
Autoren ein kritisches Alter, ab welchem Hengste eine vermehrte Anzahl an
abnormalen Samenzellen produzieren. Dies ist wiederrum auf eine mit zunehmendem
Alter stattfindende fehlerhafte Spermatogenese bzw. mangelhafte
Nebenhodenfunktion zurlckzufihren. SIEME et al. (2004) bestatigen, dass mit
zunehmendem Alter der Hengste die Fruchtbarkeit abnimmt.

Entsprechend dem stetig verminderten Volumen wé&hrend der eigenen
Untersuchungen wurden auch die Spermienkonzentration der Ejakulate und somit
auch die Gesamtspermienzahl reduziert. Die Spermienkonzentration pro Milliliter
reduzierte sich innerhalb von 24 Stunden von anfénglich durchschnittlich 297,34
Millionen Samenzellen pro Milliliter auf 278,69 Mio./ml. Dies entspricht einer

Reduzierung von ca. 6,3 %. Die Untersuchung ergab am dritten
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Samenentnahmetermin (48 Stunden nach dem zweiten Untersuchungszeitpunkt)
nochmals eine reduzierte Samenzellkonzentration um ca. 2,5 % ausgehend vom
zweiten Samenentnahmetermin. Die Gesamtspermienzahl wurde vom ersten zum
zweiten Untersuchungstag um 19,1 % und vom zweiten zum dritten Untersuchungstag
um circa 10,9 % reduziert. Die Reduzierung des Samenzellkonzentration pro Milliliter
war bezogen auf den Samenentnahmezeitpunkt statistisch nicht signifikant (p = 0,25).
Bezogen auf die Reduzierung der Gesamtspermienzahl konnte dagegen eine hohe
statistische Signifikanz des Samenentnahmezeitpunktes nachgewiesen werden (p =
0,0002). In den Untersuchungen von PICKETT et al. (1975b) konnte ebenfalls eine
Reduzierung der Samenzellkonzentration pro  Milliliter mit  steigender
Ejakulationsfrequenz erzielt werden. Hengste, welchen dreimal wochentlich Sperma
entnommen wurde, hatten eine um 14 % reduzierte Spermienkonzentration im
Vergleich mit einmaliger Samenentnahme pro Woche. Bei Steigerung der
Ejakulationsfrequenz auf sechsmal pro Woche wurde die Samenzellkonzentration
sogar um ca. 50 % reduziert. Die Ejakulationsfrequenz war mit dieser Entwicklung
statistisch signifikant (p < 0,01). Fur die Gesamtspermienzahl pro Ejakulat konnten die
Autoren ebenfalls einen statistisch signifikanten Einfluss der Ejakulationsfrequenz
nachweisen (p < 0,01). Zu ahnlichen Resultaten sind die Untersuchungen von
SULLIVAN und PICKETT (1975) gekommen. Mit steigender Ejakulationsfrequenz
reduzierte sich sowohl die Spermienkonzentration pro Milliliter als auch die
Gesamtspermienzahl der Ejakulate. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
MAGISTRINI et al. (1987). Eine hohe Ejakulationsfrequenz fiihrt zu einer Reduzierung
der Gesamtspermienzahl pro Ejakulat (p < 0,01). SIEME et al. (2002) konnten diese
Ergebnisse ebenfalls bestétigen. Bei téglicher Samenentnahme waren in ihren
Untersuchungen sowohl die Samenzellkonzentration als auch die
Gesamtspermienzahl niedriger als im 48-Stunden-Samenentnahmeintervall. Bei
Erhéhung der Ejakulationsfrequenz auf zweimal téglich (innerhalb einer Stunde)
wurden sowohl die Spermienkonzentration als die die Gesamtspermienzahl reduziert
(p < 0,05). Zu ahnlichen Ergebnissen sind auch PICKETT et al. (1975b) gekommen.
Bei Erhéhung der Ejakulationsfrequenz auf zweimal taglich (innerhalb einer Stunde)
reduziert sich sowohl die Spermienkonzentration pro Milliliter (p < 0,05) und auch die

Gesamtspermienzahl (p < 0,01). In lhren Untersuchungen hat sich die
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Gesamtspermienzahl sogar um 45,8 % reduziert. In den eigenen Untersuchungen
konnte kein Einfluss des Alters auf diese Reduzierungen nachgewiesen werden
(Samenzellkonzentration p = 0,16 bzw. Gesamtspermienzahl p = 0,79).

Es muss aber angemerkt werden, dass sowohl die Spermienkonzentration pro Milliliter
als auch die Gesamtspermienzahl der nativen Ejakulate vom Alter der Hengste
beeinflusst sein kdnnen. Hengste mit einem Alter von 12 bzw. 13 Jahren haben im
Vergleich zu anderen Altersgruppen die hochste Spermienkonzentration pro Milliliter,
wahrend sowohl fiinfjdhrige als auch dreizehnjahrige Hengste die hdchsten
Gesamtspermienzahl pro Ejakulat aufweisen (DOWSETT und KNOTT 1996).

Die Gesamtmotilitdt der Spermien der nativen Ejakulate wurde in vorwarts-, orts- und
unbewegliche Samenzellen unterteilt. Wahrend der Untersuchung wurde der Anteil
progressiv.motiler Spermien von anfanglich durchschnittlich 45,2 % am ersten
Samenentnahmetermin auf 46, 2 % gesteigert. Dies entspricht einer Steigerung von
progressiv motilen Zellen von 2,2 % innerhalb von 24 Stunden. Vom zweiten zum
dritten Untersuchungstag konnte dieser Anteil nochmals um 8,2 % gesteigert werden.
Der Anteil nicht motiler Samenzellen hat sich innerhalb des Untersuchungszeitraumes
von durchschnittlich 25,2 % an den ersten beiden Untersuchungstagen auf 21,4 % am
dritten Untersuchungstag reduziert. Der Samenentnahmezeitpunkt war auf die
Entwicklung dieser beiden Parameter jeweils statistisch hoch signifikant (gMot, p <
0,0001) bzw. statistisch signifikant (p = 0,0002). Der Anteil ortsbeweglicher
Samenzellen wurde von durchschnittlich 29,7 % auf 28,6 % reduziert. Der
Samenentnahmezeitpunkt war hierbei nicht signifikant (p = 0,17). Diese Ergebnisse
decken sich teilweise mit denen anderer Autoren. In den Untersuchungen von
PICKETT et al. (1975b) konnte durch eine Erhéhung der Ejakulationsfrequenz von
dreimal auf sechsmal wéchentlich eine Steigerung der Motilitat von lediglich 52 % auf
56 % erzielt werden. Dies erfolgte jedoch erst nach einer Depletionsphase der Hengste
von zwei Wochen. Nach Meinung der Autoren hat die Ejakulationsfrequenz statistisch
keinen Einfluss auf die progressive Motilitdt der Samenzellen. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von THOMPSON et al. (1977). In ihren Untersuchungen wurden durch
ein Ein-stunden und 24-Stunden-Samenentnahmeintervall nur minimale Unterschiede
in der Motilitat der Samenzellen erzielt, die statistisch jedoch nicht signifikant waren.
MAGISTRINI et al. (1987) bestatigen den Effekt, das durch eine hohe

Ejakulationsfrequenz die Beweglichkeit der Samenzellen verbessert werden. |hre
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Ergebnisse waren statistisch signifikant (p < 0,05). SIEME et al. (2004) verglichen in
ihren Untersuchungen ein 24-bzw. 48-Stunden-Samenentnahmeintervall, in welchem
zusatzlich eine zweite Samenentnahme, eine Stunde nach der ersten, im 48-
stindlichen Intervall durchgefihrt wurde. Auch hierbei war bei der taglichen
Samenentnahme die progressive Motilitdt der Spermien im Vergleich zum Erstejakulat,
welches alle 48 Stunden abgenommen wurde (64,6 % bzw. 67,0 %), nur geringgradig
niedriger. Im zweiten Ejakulat des 48- Stunden Samenentnahmeintervalls war die
progressive Motilitdt jedoch nur um 0,6 % héher als im Erstejakulat des zweitéglichen
Rhythmus. Der Einfluss der Samenentnahmefrequenz war statistisch signifikant. Bei
Untersuchungen von BRINSKO et al. (2004) wurden den Hengsten drei Ejakulate
entnommen. Die zweite Samenentnahme folgte eine Stunde nach der ersten, die dritte
Samenentnahme dann nach 24 Stunden. Hinsichtlich der Gesamtmotilitdt der
Samenzellen konnten sie jedoch keine Unterschiede zwischen dem ersten und dem
dritten Ejakulat feststellen (p > 0,1). Der Anteil progressiv beweglicher Spermien war
im Drittejakulat mit 57 + 14 % im Vergleich zum Erstejakulat mit 51 + 14 % jedoch
héher und statistisch signifikant (p = 0,036). In ihren Untersuchungen wurden die
Hengste nach einer Deckruhe von 7 Tagen und ohne vorangegangene
Depletionsphase untersucht.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchung. Der
Samenentnahmezeitpunkt hat Einfluss auf die Entwicklung des Anteils progressiv
motiler Spermien Einfluss (p < 0,0001). Ein Einfluss des Alters der Hengste auf die
Entwicklung des Anteils progressiver Spermien bzw. unbeweglicher Samenzellen
konnte in den eigenen Untersuchungen hingegen nicht festgestellt werden (p = 0,24
bzw. p = 0,44).

Der Anteil an lebenden und toten Spermien verdnderte sich wahrend des
Untersuchungszeitraumes. Der Anteil lebender Spermien betrug im Erstejakulat
durchschnittlich 79,8 Samenzellen von 100 ausgezéhlten Spermien. Dieser Wert
konnte bereits, wenn auch nur minimal, nach 24 Stunden auf 80,2 lebende Spermien
erhéht werden. Nach 48 Stunden betrug dieser Wert 83,9 Spermien pro 100. Der Anteil
toter Samenzellen reduzierte sich entsprechend. Dies entspricht einer Steigerung
lebender Samenzellen in den ersten 24 Stunden um 0,5 %. Am dritten
Samenentnahmetermin  konnte eine Steigerung gegenuber der zweiten

Samenentnahme von 4,6 % erreicht werden. Der Samenentnahmetermin war auf die
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Entwicklung des Anteil lebender sowie toter Samenzellen statistisch hoch signifikant
(jeweils p < 0,001). In den Untersuchungen von SIEME et al. (2004) lag der Anteil
lebender Spermien bei téglicher Samenentnahme bei durchschnittlich 84,1 %. In dem
ersten Ejakulat, welches nach 48 Stunden entnommen wurde, wurde dieser Anteil auf
86 % gesteigert. Diese Entwicklung deckt sich mit den eigenen Untersuchungen. Ein
Einfluss des Alters der Hengste auf die Entwicklung der Anteile vitaler bzw. toter
Samenzellen konnte in den eigenen Untersuchungen nicht belegt werden (p = 0,37).
DOWSETT und KNOTT (1996) konnten dagegen eine statistische Signifikanz des
Alters in Bezug auf den Anteil toter Samenzellen nachweisen(p < 0,01). In ihren
Untersuchungen wurden vermehrt tote Samenzellen bei Hengsten, welche jlinger als
3 Jahre alt sind, nachgewiesen. Auch Hengste im Alter von 9, 10 und Uber 14 Jahren
hatten im Vergleich zu anderen Altersgruppen vermehrt tote Spermien.

Die Anzahl der nativen Ejakulate, welche die Mindestanforderungen nach
Expertenmeinung erfiillen (SIEME, 2009; KLUG und SIEME, 2003), wurde durch die
mehrmalige Samenentnahme gesteigert. Innerhalb von 24 Stunden ist der Anteil an
verwertbaren Ejakulaten um 3,4 %, nach weiteren 48 Stunden nochmals um 17,2 %
gestiegen. Der Samenentnahmezeitpunkt hatte somit einen statistisch signifikanten
Einfluss (p = 0,0019). In den eigenen Untersuchungen lag die Spermienkonzentration
durchschnittlich tiber 200 Millionen Samenzellen und erfillte eine der Anforderungen
der Experten. Die progressive Motilitdt wurde jedoch durch die mehrmalige
Samenentnahme von durchschnittlich 45,1 % auf 50% gesteigert. Dadurch erfolgte
eine Steigerung der nach Expertenmeinung verwertbaren Ejakulate fir die
Kryokonservierung. Diese Ergebnisse decken sich mit den Empfehlungen von SIEME
(2011a), wonach Hengsten nach einer langeren Deckruhe mehrmalig Samen
entnommen werden sollte, bis sich die extragonadalen Spermienreserven stabilisiert
haben und eine gute spermatologische Qualitat der Ejakulate erreicht ist. Erst dann
sollten die Hengste fur die Kryokonservierung genutzt werden. Die Mehrzahl an
Einrichtungen, welche Tiefgefriersperma produzieren, entnehmen zwei bis drei
Ejakulate von sexuell ausgeruhten Hengsten bevor die Tiefgefrierung der Ejakulate
vorgenommen wird (SAMPER und MORRIS, 1998). Die Dauer dieser
Depletionsphase sollte dabei dem individuellen Samenzellbildungsvermdgen der

Hengste angepasst werden (SIEME et al., 1998).
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5.3.2 Spermatologische Parameter der aufgetauten Besamungsportionen

In der Literatur sind vergleichbare Studien bzw. Untersuchungen zu den eigenen nicht
zu finden. Die meisten Untersuchungsergebnisse stammen von Hengsten, bei denen
vor den eigentlichen Untersuchungen eine mehrmalige Samenentnahme
stattgefunden hat, um die extragonadalen Spermienreserven zu beseitigen bzw. zu
stabilisieren. Des Weiteren wurde die Ejakulationsfrequenz in keiner bekannten
Untersuchung in Zusammenhang mit der Tiefgefriereignung untersucht. Die
hinzugezogenen Untersuchungen beziehen sich hauptsdchlich auf native Ejakulate
und Frischsamenuntersuchungen, kaum jedoch auf Tiefgefriersperma (SULLIVAN und
PICKETT, 1975; PICKETT et al., 1975b; PICKETT et al., 1985, SIEME et al., 2004).

Die progressive Motilitét der aufgetauten Samenproben wurde anfénglich geringgradig
um 0,6 % reduziert, um am dritten Samenentnahmetermin deutlich auf durchschnittlich
26,6 % progressiv motiler Spermien anzusteigen. Die Gesamtmotilitét zeigte eine
ahnliche Tendenz wie die progressive Motilitat. Es ist ebenfalls nach 24 Stunden (2.
Samenentnahmetermin) eine geringgradige Reduzierung der Gesamtmotilitat
eingetreten, die nach anschlieRend 48 Stunden auf durchschnittlich 39,8 % gesteigert
wurde. In den Untersuchungen von SIEME et al. (2004) war der Anteil progressiv
motiler Samenzellen im 48-Stunden-Entnahmeintervall mit 43,3 % hoher als bei
taglicher Samenentnahme (38,1 %). Diese Untersuchung wurde jedoch nach zuvor
durchgefiihrter Depletionsphase der Hengste durchgefiihrt, deckt sich aber insofern
mit den eigenen Ergebnissen, dass die progressive Motilitdt der Samenzellen von
Tiefgefriersperma im 48-Stunden Samenentnahmeintervall héher ist als bei taglicher

Samenentnahme.

Verglichen mit Frischsamen hat kryokonserviertes und wieder aufgetautes
Hengstsperma generell eine verminderte Gesamtmotilitdt und progressive Motilitat der
Samenzellen. Zusétzlich haben Spermien, welche beweglich sind, eine verringerte
Amplitude der seitlichen Auslenkung der Spermienkdpfe im Vergleich zu Frischsperma
(BLACH et al.,, 1989). Es ist von diversen Autoren berichtet worden, dass die
progressive Motilitdt der Samenzellen nach dem Auftauvorgang wenigstens 30 %
(LOOMIS und GRAHAM, 2008) bzw. mehr als 35 % der Gesamtmotilitdt betragen
sollte (SAMPER und MORRIS, 1998; SIEME et al., 2001; VIDAMENT et al., 1997). In

72



den eigenen Untersuchungen konnte dieser Wert hingegen auch nach mehrmaliger
Samenentnahme nicht erreicht werden. Bei Untersuchungen an Frischsamen ist die
Entwicklung, dass bei mehrmaliger kurz hintereinander folgender Samenentnahme,
die progressive Motilitat der Samenzellen steigt, bereits beobachtet worden (BRINSKO
et al., 2004). Bei Untersuchungen von SIEME et al. (2004) war die progressive Motilitat
in fliussigkonserviertem Samen hingegen im 48-Stunden Samenentnahmerhythmus
am besten. Bei diesen Untersuchungen wurden die extragonadalen Spermienreserven
der Hengste jedoch durch eine Depletionsphase stabilisiert.

In den Untersuchungen von BLACH et al. (1989) sind, abh&ngig von der
Lagerungsdauer der kryokonservierten Samenproben, Werte von durchschnittlich
23,3% (mehr als 10 Tage Lagerungsdauer) bis 24,4 % (ein- bis dreistiindige
Lagerungsdauer) beschrieben worden. Das Samenentnahmeintervall betrug 48
Stunden nach vorangegangener Depletionsphase der Hengste. Da die tiefgefrorenen
Samenproben in den eigenen Untersuchungen ebenfalls langer als 10 Tage in
flussigem Stickstoff gelagert worden sind, deckt sich dies annahrend mit den eigenen
Ergebnissen der computergestitzten Motilitdtsanalyse. Der Samenentnahmezeitpunkt
war in den eigenen Untersuchungen sowohl auf die Entwicklung der Gesamtmotilitat
(p = 0,0013) und der progressiven Moatilitat (p = 0,0016) in den aufgetauten
Besamungsportionen statistisch signifikant. Das Alter der Hengste hatte hingegen
keinen Einfluss auf die Entwicklung der Gesamtmotilitdt (p = 0,26) bzw. auf die
progressive Motilitdt der Samenzellen (p = 0,19).

Der Anteil lebender Spermien wurde wahrend des Untersuchungszeitraumes stetig
gesteigert. Nach 24 Stunden war die Steigerung von anfénglich durchschnittlich 48,8
Samenzellen auf 52,3 Spermien (Steigerung ca. 7,2 %) geringer als nach 48 Stunden
Deckruhe zwischen dem zweitem und dem drittem Samenentnahmetermin. In diesem
Intervall ist der Anteil lebender Samenzellen deutlich angestiegen (13,3 %). Der Anteil
toter Samenzellen hat sich entsprechend der Anteile vitaler Spermien gegensatzlich
entwickelt. Der Samenentnahmezeitpunkt war statistisch signifikant (p = 0,0003). Dies
deckt sich mit Untersuchungen von SIEME et al. (2004). Bei tdglicher Samenentnahme
war der Anteil lebender Spermien in aufgetauten Samenportionen mit durchschnittlich
64,1 % geringer als im 48-Stunden Samenentnahmeintervall (durchschnittlich 71,6 %).
Der Einfluss des Alters der Hengste war auf diese Entwicklung in den eigenen

Untersuchungen jedoch statistisch nicht signifikant. Die Streckenparameter DAP und
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DCL der einzelnen Spermien wurden durch die mehrmalige Samenentnahme
ebenfalls gesteigert. Die durchschnittliche Wegstrecke (DAP) der Samenzellen
steigerte sich innerhalb von 24 Stunden um ca. 6,3 % (durchschnittlich 22,8 zu 24,2).
Im Vergleich dazu wurde zwischen dem zweiten und dritten Samenentnahmetermin
dieser Wert nur noch um 3,9 % gesteigert (im Durchschnitt 25,2). Die gekrimmte
Wegstrecke (DCL) zeigte eine ahnliche Tendenz.

Auch hier war die Steigerung innerhalb der ersten 24 Stunden deutlicher als zwischen
den folgenden Untersuchungstagen (8,7 % bzw. 4,9 %). Die gerade Wegstrecke (DSL)
der Spermien wurde anfanglich von durchschnittlich 17,2 auf 18,3 um gesteigert. Nach
48 Stunden wurde dieser Wert jedoch wieder auf durchschnittlich 18,25 ym reduziert.
Sowohl die kurvolineare Geschwindigkeit (VCL) als auch die
Durchschnittsgeschwindigkeit (VAP) der Samenzellen wurde durch eine mehrmalige
Samenentnahme gesteigert. Die kurvolineare Geschwindigkeit (VCL) wurde vom
ersten zum zweiten Samenentnahmetermin um 6,6 % (durchschnittlich 94,5 zu

100,7 pm/ sec) und anschlieRend nochmals um ca. 7,3 % gesteigert. Bei den
Untersuchungen von BLACH et al. (1989), bei denen die Hengste im 48-Stunden-
Samenentnahmeinterval abgesamt wurden, wurden Werte von 62,6 pm/sec erreicht.
Die Durchschnittsgeschwindigkeit (VAP) der Spermien wurde zwischen den ersten
beiden Untersuchungstagen um 4,2 % und vom zweiten zum dritten Untersuchungstag
nochmals um 6 % gesteigert.

Dies deckt sich mit Ergebnissen von BRINSKO et al. (2004). In ihren Untersuchungen
wurden sowohl die VCL als auch die VAP durch kurz hintereinander folgende
Samenentnahme erhéht. Ihre Untersuchungen wurden jedoch an flissigkonserviertem
Sperma durchgefihrt.

Die lineare Geschwindigkeit (VSL) wurde hingegen innerhalb der ersten 24 Stunden
von anfénglich durchschnittlich 40,6 auf 43,3 ym/ sec erhéht (Steigerung um 6,7
Prozent). Am dritten Untersuchungstag war dieser Wert nur um 1,4 % gegeniber dem
zweiten Samenentnahmetermin erhdht. Die Untersuchungsergebnisse von BLACH et
al. (1989) liegen mit 37,6 um/sec unter den eigenen Ergebnissen. Der Einfluss des
Samenentnahmezeitpunktes bzw. des Alters war in den eigenen Untersuchungen
statistisch jeweils nicht signifikant. Die ermittelten morphologischen Pathologien der
Samenzellen (Kopfpathologien, Halsbriiche, Schwanzpathologien und Plasmatropfen)

zeigten alle die gleiche Tendenz. Die Anteile an Spermien mit den genannten Defekten
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reduzierten sich vom ersten zum zweiten Untersuchungstag deutlich. Als Ursache fir
die hohen Werte pathologisch veranderter Samenzellen am ersten Untersuchungstag
muss die lange Lagerungszeit der Spermien im Nebenhodenschwanz in Betracht
gezogen werden. Bei langerer Lagerungsdauer kann es zu Alterungsprozessen der
Samenzellen kommen (AURICH, 2009), wobei ein schadlicher, lagerungsbedingter
Einfluss im Nebenhodenschwanz auch ohne morphologische Veranderungen der
Spermien ablaufen kann (BRINSKO et al., 2004).

Am dritten Untersuchungstag (48-Stunden-Intervall) entwickelten sich die Anteile
dieser Spermien nahezu an die Ausgangswerte bzw. darliber hinaus. In den
Untersuchungen anderer Autoren war der Anteil an Spermien mit
Schwanzverdnderungen im téglichen Samenentnahmerhythmus héher als bei
Samenentnahme, welche alle 48 Stunden durchgefiihrt wurde. Der Gesamtanteil an
Samenzellen mit pathologischen Veranderungen war bei taglicher Samenentnahme
ebenfalls héher (SIEME et al., 2004). Dies sind jedoch Untersuchungen an
flussigkonserviertem Samen und somit nur bedingt mit kryokonservierten
Samenproben zu vergleichen. Das Alter der Probanden hatte in den eigenen
Untersuchungen keinen Einfluss. Dahingegen berichten DOWSETT und KNOTT
(1996), dass das Alter der Hengste auf die Anteile an Samenzellen mit abnormen
Koépfen und Schwénzen sowie losen Kdpfen statistisch signifikant sei.

Der Samenentnahmezeitpunkt war auf diese Entwicklung teils statistisch hoch
signifikant (lose Kopfe, schmale Kopfe, Doppelkdpfe, aufgerollte Schwanze,
abgeknickte Schwanze, schleifenférmige Schwénze, jeweils p < 0,0001) bzw.
statistisch signifikant (Riesenkdpfe, Halsbruch, Plasmatropfen, p = 0,0004, p = 0,0007,
p =0,039). Ein kurzes Samenentnahmeintervall scheint somit einen negativen Einfluss
auf die Anteile an formnormalen Samenzellen zu haben. Diese Ergebnisse werden
durch Untersuchungen von SIEME et al. (2004) bestatigt. Der erhéhte Anteil am dritten
Untersuchungstag kann eventuell auf eine zeitbedingte, mangelhafte Reifung der
Samenzellen im Nebenhodenkopf bzw. Nebenhodenkdrper zuriickgefuhrt werden.
Jedoch ist eine gute Spermienmorphologie fir die qualitative Beurteilung des
Spermas sexuell nicht aktiver Hengste alleine nicht ausreichend (BRINSKO et al.,
2004).
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5.4 Fazit fiir die Praxis

Die mehrmalige Samenentnahme von Deckhengsten nach einer langeren Deckruhe
ist in der Praxis ein géngiges Verfahren um qualitativ wertvollen Tiefgefriersamen zu
produzieren. Dabei ist die Anzahl der eigentlichen Samenentnahmen vor Beginn der
Kryokonservierung vom individuellen Hengst abhéngig. Die Ergebnisse der
vorgelegten Untersuchung zeigen, dass die Produktion von Tiefgefriersamen beim
individuellen Hengst auch ohne zuvor durchgefiihrte Depletionsphase vorgenommen
werden kann. Dies sollte fir Hengste mit z. B. orthopadischen Erkrankungen, bei
denen eine mehrmalige Samenentnahme schadend bzw. nicht méglich ist, in Betracht
gezogen werden. Jedoch muss angemerkt werden, dass sich fertilitdtsrelevante bzw.
spermatologische Parameter durch mehrere, im Abstand von 24 bzw. 48 Stunden
durchgefiihrte Samenentnahmen, verbessern und somit hdchstwahrscheinlich die

Fruchtbarkeit der Hengste gesteigert werden kann.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Ejakulationsfrequenz bei
Hengsten nach Deckruhe ohne eine zuvor angepasste Depletionsphase auf die
Tiefgefriereignung zu untersuchen. Hierzu standen 29 Hengste unterschiedlicher
Rassen mit einem Lebensalter von vier bis 23 Jahren zur Verfiigung. Sowohl die
Untersuchung des Nativsamens als auch die Kryokonservierung wurden in den
Laboren der jeweiligen Besamungsstationen durchgefiihrt. Die Untersuchung des
aufgetauten Spermas erfolgte mittels eines CASA-Systems und einer Lebend-Tot-

Farbung mittels Eosin-Nigrosin.

Es konnten folgende relevante Ergebnisse festgestellt werden:

e Bei der Untersuchung des Nativsamens kommt es wé&hrend der drei
aufeinanderfolgenden Samengewinnungen zu einer nicht signifikanten Reduktion
des Volumens sowie der Samenzelldichte pro ml. Der Samenentnahmezeitpunkt
war bei der Reduktion der Gesamtspermienzahl statistisch signifikant (p = 0,0002)
und bei der Entwicklung der Anteile lebender und toter Samenzellen statistisch hoch
signifikant (p < 0,0001).

e Die progressive Motilitdt der Spermien in den nativen Ejakulaten wurde durch die
mehrmalige Samenentnahme statistisch hoch signifikant gesteigert (p < 0,0001).
Der Anteil an unbeweglichen Spermien wurde statistisch signifikant reduziert (p =
0,0002).

¢ In den aufgetauten Samenproben wurde die progressive Motilitdt der Samenzellen
durch die mehrmalige Samenentnahme in Bezug auf den
Samenentnahmezeitpunkt statistisch signifikant gesteigert (p = 0,0016). Die
Gesamtmotilitdt der Spermien wurde ebenfalls statistisch signifikant gesteigert (p =
0,0013).

e Die Streckenparameter der Spermien (DAP, DCL, DSL) in den aufgetauten
Besamungsportionen wurden mit Ausnahme der DSL statistisch nicht signifikant
gesteigert. Die Geschwindigkeitsparameter der Samenzellen der aufgetauten
Samenportionen wurden wahrend des Untersuchungszeitraumes stetig gesteigert.

Auch hier konnte keine statische Signifikanz ermittelt werden.
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¢ Die Straightness wurde anfanglich gesteigert und am letzten Untersuchungstag
wieder reduziert. Der Einfluss des Samenentnahmetermins auf die Entwicklung der
Straightness war statistisch signifikant (p = 0,05). Die Wobble wurde dahingegen
statistisch nicht signifikant reduziert.

e Das Alter der Hengste hatte auf die Steigerung der Beat Cross Frequency einen
statistisch signifikanten Einfluss (p = 0,04).

e Die morphologische Untersuchung der Samenzellen erbrachte bei allen
morphologisch untersuchten Abnormitaten die gleiche Entwicklung. Sowohl die
Anteile mit Kopfpathologien, Schwanzpathologien, Halsbriiche und Spermien mit
Plasmatropfen wurden zwischen dem ersten und zweiten Untersuchungstag
reduziert und bei der dritten Untersuchung wieder auf das Ausgangsniveau bzw.
dartiber hinaus gesteigert. Mit Ausnahme des Anteils an Samenzellen mit
aufgerollten Schwénzen, bei dem keine statistische Signifikanz des
Samenentnahmezeitpunktes ermittelt werden konnte, war die Entwicklung aller
anderer pathomorphologischen Veranderungen der Spermien in Bezug auf den

Samenentnahmetermin statistisch signifikant bzw. statistisch hoch signifikant.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch eine mehrmalige, im 24-
bzw. 48-Stundenintervall durchgefiihrte Samenentnahme die spermatologischen
Parameter nativer und kryokonservierter equiner Ejakulate gesteigert bzw. verbessert
werden kénnen. Jedoch muss angemerkt werden, dass bereits fast die Halfte aller
Erstejakulate, ohne eine zuvor durchgefiihrte Depletionsphase der Hengste, die
Mindestanforderungen von Experten hinsichtlich Samenzellkonzentration und
progressiver Moatilitat fir die Kryokonservierung erfillt haben.

Die Mindestanforderungen nach Expertenmeinung an Gesamt- und progressiver
Motilitdt aufgetauter Besamungsportionen wurden an keinen der drei
Untersuchungstage erreicht. Es erfolgte jedoch eine stetiger Verbesserung der
Gesamt- und progressiven Motilitdt der kryokonservierten Besamungsportionen tber

die drei Samenentnahmetermine.

78



7 Summary

The aim of this study was, to examine the influence of ejaculation frequency in stallions
without an adjusted depletion phase. For this purpose, 29 stallions of different breeds
with an age between four to 23 years were available. The examinations of the raw
semen as well as the cryoconservation were done in the particular semen collection
centers. The examination of the thawed sperm samples employed a CASA-system and

a live/dead staining using Eosin-Nigrosin.

The following relevant result were noted:

e The examination of the nativ semen showed a non significant reduction of the
volume as well as the semen cell density per ml throughout the three repeated
collections. The time of sperm-collection was statistically significant in terms of
the total sperm number (p = 0.0002) and statistically highly significant in terms
of the amount of living and dead sperm cells (p < 0.0001).

¢ In the nativ ejaculates the progressive motility were statistically highly increased
(p < 0.0001) due to the repeated collection. The amount of immobile sperms
was statistically significantly reduced (p = 0.0002).

¢ In the defrosted semen samples the progressive motility was, due to the sperm-
collection time point, statistically significant increased (p = 0.0016). Furthermore
the general sperm-motility was statistically significant increased (p = 0.0013).

e The track parameters of the sperms (DAP, DCL, DSL) in the defrosted semen
proportions were, except for the DSL, not statistically significantly increased.
The sperm cells of the defrosted semen proportion showed a steady increase
of the speed parameters throughout the whole examination period. Here, too no
statistical significance was ascertained.

e The straightness was initially increased and the reduced again on the last
examination day. The influence of the date of semen-collection on the
development of the straightness was statistically significant (p = 0.05). On the

other hand, die wobble wasn'’t statistically significantly reduced.
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e The enhancement of the beat cross frequency was, in relation to the age of the
stallions statistically significant (p = 0.04).

e The morphological examination of the sperm cells rendered the same trend for
all morphological examined abnormalities. The amount of head pathologies, tail
pathologies, neck fractures and sperms with drops of plasma were reduced
between the first and second day of examination and returned to base level
respectively increased beyond on the third day of examination. Except for the
amount of sperm cells with coiled tails, which showed no statistical significance
in connection to the date of semen collection, the development of all other
pathomorphological mutations of the sperms were statistically significant or

statistically highly significant.

The results of this work show, that due to a repeated semen collection, realized in a
24 respectively 48-hour interval, the sperm parameters of native and cryoconserved
equine ejaculates have been increased respectively improved. Yet, it has been
annotated that nearly half of all first-ejaculates already fulfilled the minimum
requirement of experts regarding the sperm cell concentration and progressive motility
for the cryoconservation without an earlier adjusted depletion phase of the stallions.
The minimum decisions based on expert opinion as well as overall and progressive
motivation insemination portions were checked after one of the three examination
stages. However, there was a steady improvement in the overall and progressive
motility of the cryopreserved insemination portions over the three semen collection
dates.
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