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1. Einleitung

Der Spermienchromatinstatus hat einen eigenstéandigen Wert in Bezug auf die
Fertilitatsprognose (EVENSON et al. 1980a, TEJADA et al. 1984, BALIACHEY et al.
1988, SAKKAS u. TOMLINSON 2000) und ist fiir die mannliche Infertilitatsdiagnostik
prognostisch wertvoll (SPANO et al. 1998; EVENSON et al. 1999; LARSON et al.
2000). Die Untersuchung der Spermienchromatinstruktur im Rahmen der
spermatologischen Diagnostik des Mannes wurde erstmals 1980 von EVENSON et
al. (1980b) durchgefuhrt. Das dafir verwendete Untersuchungsverfahren, der
Spermienchromatinstruktur Assay (SCSA®), ermittelt chromatindefekte Spermien.
Der Anteil chromatininstabiler Spermien (%) charakterisiert unmittelbar die im
Spermienkopf befindliche Kernsubstanz. Untersuchungen mittles SCSA wurde
bereits an mehreren Spezies wie Mensch, Maus, Rind, Eber, Pferd und
verschiedenen Nagern durchgefihrt. Die Durchflusszytometrie ist als international
anerkanntes Verfahren zur Analyse der Spermienchromatinstruktur die Methode der
Wahl.

In der Hundezucht werden die Vatertiere nicht auf Fruchtbarkeit selektiert, so dass
vielfaltige Erkrankungen der Hoden, Nebenhoden und Prostata zu finden sind, die
sich auf unterschiedlichste Weise nachteilig auf die Fertilitdt auswirken. Bei den
Nutztierarten Rind und Schwein treten kaum Fertiltitdtsprobleme auf, da aus
wirtschaftlichen Griinden seit Jahrzehnten nur hochfertile Tiere zur Zucht eingesetzt
werden. In der heutigen Zeit wird der Hund als Liebhabertier von den Menschen als
Partner oder Familienmitglied angesehen. Dieser Status des Hundes als
Individualtier und der daraus resultierende hohe ideelle Wert fir die Besitzer von

Zuchtriden bedingen die Notwendigkeit einer weitgehenden Diagnostik.

Die Einbeziehung des Spermienchromatinstrukturassays in die andrologische
Diagnostik beim Hund I&ésst wertvolle zusatzliche Informationen Uber die
atiologischen Hintergriinde einer Sub- oder Infertilitdt erwarten. Da beim Hund keine
verlasslichen Daten im Hinblick auf den Chromatinstatus vorliegen, war es somit Ziel

dieser Studie, Daten Uber den Chromatinstatus bei Riden zu ermitteln, mégliche



12 Einleitung

bestehende Zusammenhdnge mit den konventionellen spermatologischen

Parametern zu erarbeiten und verschiedene Einflisse auf den Chromatinstatus zu

Uberprifen.
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2. Schrifttum

2.1 Spermatogenese und epididymale Spermienreifung

Die Spermatogenese setzt sich zusammen aus der Spermiozytogenese und der
Spermiogenese (LIEBICH 1993), und erfolgt im Keimepithel der Samenkanélchen
(Tubuli seminiferi contorti) des Hodengewebes. Die Samenzellbildung beim Hund
dauert 8-9 Wochen und l&uft in vier bis finf Tubulusepithelzyklen ab (FOOTE et al.
1972; IBACH et al. 1975). Nach vollstdndiger Spermiozytogenese liegen
Spermatiden mit einem haploiden Chromosomensatz vor, die sich im Verlauf der
Spermiogenese zu morphologisch ausdifferenzierten Spermien umwandeln. Im
Verlauf der Spermiozytogenese entwickeln sich Spermatogonien aus denen im
Keimepithelzyklus Spermatozyten und durch die anschlieBende 1. und 2.
Reifeteilung Spermatiden entstehen. Wahrend des Keimepithelzyklus bewegen sich
die Zellen in mehreren Reihen von der Basalmembran der Samenkanélchen in
Richtung Tubuluslumen. Die sich anschlieRende Spermiogenese lasst sich in
folgende vier Phasen unterteilen: Golgi-Phase, Kappenphase, Akrosomphase und
Reifungsphase. In der Golgi-Phase entsteht durch Abwanderung und Verschmelzung
von kleinen Vesikeln aus dem Golgi-Apparat eine akrosomale Vakuole, die sich an
der Kernmembran im Bereich des spateren Vorderendes anheftet. Uber ein
proximales Zentriol wird Uber eine Basalplatte Kontakt zu dem Spermatidenkern
aufgenommen und aus einem distalen Zentriol beginnt die Geil3elentwicklung.
Wahrend der Kappenphase entsteht durch Verdichtung der Granula-Abflachung und
Ausbreitung der akrosomalen Vakuole Uber den Spermatidenkern die Kopfkappe.
Anschlieend erfolgt in der Akrosomphase zunéachst die Drehung der Spermatide, so

dass der akrosomale Anteil in Richtung Basalmembran zeigt.

Im Spermatidenkern kommt es durch zunehmende Kondensation des Chromatins
und Streckung zur Erlangung der speziesspezifischen Form. Das Akrosom bedeckt
nun zu zwei Dritteln den Zellkern. Das Zytoplasma befindet sich am proximalen
Anteil der Geil3el. Durch Gruppierung von Mitchondrien um die Geilel entsteht die

Mitochondrienscheide des Mittelsticks. Die Spermiogenese endet mit der
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Reifephase, in der die Spermatide durch Transformation die speziestypische

Morphologie des Kopfes und Schwanzes erlangt (LIEBICH 1993).

2.2 Das Spermienchromatin

Das Spermienchromatin fllt den Spermienkopf fast vollstdndig aus und enthalt die
genetische Information der Samenzelle. Es besteht aus der DNA, basischen
Kernproteinen, Lipiden und lonen wie Magnesium, Eisen, Kupfer, Zink, Kalium und
Phosphat, und stellt somit einen  DNA-Protein-Komplex dar. Der
Spermienchromatinstatus  wird eine eigenstdndige Bedeutung fir die
Fertilitdtsprognose zugeschrieben, und zwar in Hinblick auf die Befruchtungsfahigkeit

und Embryonalentwicklung.

Chromatindefekte Spermien sind prinzipiell in der Lage die Eizelle zu befruchten,
fuhren aber zu einer erhdhten embryonalen Mortalitat (TEJADA et al. 1984). Viele
chromatindefekte Spermien sprechen fir das Vorliegen einer verminderten
Fruchtbarkeit oder Unfruchtbarkeit.

2.2.1 Spermienchromatinstruktur

Der Chromatinaufbau unterscheidet sich in somatischen Zellen und
ausdifferenzierten Keimzellen, wobei nicht ausdifferenzierte Keimzellen (meiotische
Keimzellen), Spermatogonien, Spermatozyten 1. und 2. Ordnung, einen Chromatin-
aufbau wie somatische Zellen haben. In somatischen Zellen ist die DNA in sog.
Nukleosomen angeordnet. Hierbei erfolgt alle 200 Basenpaare eine doppelte
Umwicklung der DNA-Struktur um ein Histonoktamer und eine weitere spezielle
Anordnung. Diese Organisation wird als Superspiralisierung (Solenoid) bezeichnet.
Die DNA-Organisation somatischer Zellen beruht auf der sog. nukledren Matrix,
wobei Proteine im Abstand von 60.000 Basen fest an die DNA binden (WARD u.
COFFEY 1991). Wahrend der letzten Stadien der Spermiogenese (letzte meiotische

Teilung der Spermatozyten in frihe Spermatiden) und im Zuge der
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Spermatidenreifung kommt es zu Verdnderungen des Kerns und zu einem
Austausch der lysinreichen Histone. Dies erfolgt zunéchst durch Ubergangsproteine
und schlieBlich durch Protamine (MEISTRICH, 1989; BARRATT, 1995; KISTLER et
al., 1996; PRIGENT et al. 1996; STEGER, 1999; KIERSZENBAUM, 2001; ZHAO et
al., 2001). Protamine sind niedermolekulare, basische Kernproteine, die einen hohen
Anteil an den schwefelhaltigen Aminosduren Arginin und Cystein besitzen
(KUMAROO et al. 1975) und kaum oder kein Lysin enthalten (POCCIA 1986). Die
Protamination  fihrt zunachst zu einer starken  Kondensation des
Spermienchromatins und somit zu einer extrem kompakten und stabilen Struktur
(BALHORN 1982, SELIGMAN u. SHALGI 1991; SAKKAS et al.1999). Wahrend der
Nebenhodenpassage kommt es zur Oxidation der freien Thiolgruppen zwischen den
Cysteinresten.  Hierdurch werden kovalente inter- und intramolekulare
Disulfidbriicken zwischen den Protaminen gebildet (BALHORN 1982), die dem
Spermienchromatin eine zusétzliche Festigkeit verleihen. Die Reifung der Spermien
wahrend der Nebenhodenpassage hat eine entscheidende Bedeutung flr eine

stabile Spermienchromatinstruktur.

Der DNA-Protamin-Komplex l&sst im Gegensatz zur Histon gebundener DNA keine
Superspiralisierung zu. Die DNA von Spermienkernen ist linear Seite an Seite
angeordnet (WARD u. COFFEY 1991). Diese kompakte Form der Tertidrstruktur
ermoglicht einen starken Kondensationsgrad des Spermienchromatins und
verhindert eine Transkription. Die protamingebundene DNA bildet konzentrische
Kreise, sog. Doughnut Doméanen, die wie ein Ring aussehen. Diese Schleifen um
den Matrix-Kern sind nur halb so grof3 wie in somatischen Zellen (WARD u. COFFEY
1991). Dieses sog. ,Sperm Doughnut Loop Domain Model“ ist in Abb. 1 dargestellt.
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Abb 1. Sperm Doughnut Loop Domain Model (nach STEGER et al.2005)

Die Chromatinstabilitst von S&ugetierspermien wird durch die Anzahl an
Disulfidbricken zwischen den Protaminketten bestimmt (DADOUNE 2003). Daher
wird die Chromatinstabilitdt stark vom Protaminanteil beeinflusst (PERREAULT et al.
1988). In Sdugetierspermien konnten insgesamt drei Protamintypen nachgewiesen
werden, deren Vorkommen und Anteil zwischen den einzelnen Spezies stark variiert.
Die drei Protamintypen lassen sich unterteilen in Ubergangsproteine, die am Prozess
der Histonersetzung Uibergangsweise beteiligt sind (OLIVA u. DIXON 1991) und zwei
unterschiedliche arginin- und cysteinreiche Protamintypen, Protamin 1 und 2
(CORZETT et al. 1999, 2002). Protamin 1 ist reich an Arginin und Cystein und
besteht aus ca. 50 Aminosauren (DADOUNE 2003). Es bildet den gré3ten Anteil an
DNA- bindenden Proteinen. Protamin 2 ist nach KUMAROO et al. (1975) und JAGER
(1990) sehr reich an Arginin, besitzt kein Lysin oder Cystein, und weist aufgrund der
fehlenden Thiolgruppen eine geringere Stabilitédt auf. Nach EVENSON et al. 2002 ist
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Protamin 2 reich an Histidin und besteht, je nach Spezies, aus ca. 54-63

Aminosauren.
Alle Saugetiere besitzen Protamin 2 Gene, aber nicht alle sind in der Lage Protamin
2 zu exprimieren (LEWIS et al, 2003). Das Vorkommen von Protaminen bei

unterschiedlichen Saugetieren ist in Tab. 1 dargestellt.

Tabelle 1. Protaminfamilien in Nagetieren, Haustieren und Affen

Protamine Spezies Literatur

KISTLER et al. 1976; CALVIN

Ratte 1976; AMMER u. HENSCHEN
1988
Schaf SAUTIERE et al. 1984
Rind MAZRIMAS et al. 1986; KRAWETZ
in
et al. 1987
P Schweinr TOBITA et al. 1983
Kaninchent CALVIN 1976
Meerschweinchen
CALVIN 1976; LEE u. CHO 1999
Hund
Schwarzaffe
LEE u. CHO, 1999
Affe
CALVIN 1976; BALHORN et al.
Maus i
1977; BELLVE et al. 1988
Hamster CORZETT et al. 1999
P1+ P2

AMMER und HENSCHEN 1987;
Pferd BELAICHE et al. 1987; PIRHONEN
et al. 1989
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Beim Hund ist nur Protamin 1 im Spermienchromatin vorhanden (DADOUNE 2003).
Bei Eber und Bullen ist die Abwesenheit von Protamin 2 auf eine Genmutation
zurickzufuhren (MAIER et al. 1990).

Das Fehlen von Protamin 2 in Spermien von Ratten beruht auf einer Unterdriickung
der Transkription und Translation (HECHT 1989). Zunachst ging man davon aus,
dass bei Spezies, deren Spermien, Protamin 1 und Protamin 2 enthalten, Protamin 2
essentiell fir die Fertilitat ist, da bei einigen infertilen Mannern Protamin 2 fehlte (DE
YEBRA et al., 1993 1998). Allerdings belegen neuere Studien, dass beide Protamine
fur die Fertilitat von Bedeutung sind, da ein Protaminmangel, der durch eine Mutation
in einem Gen von Protamin 1 oder Protamin 2, die Produktion fertiler Spermien
unterbindet (CHO et al., 2001).

Die Bildungseffizienz von intermolekularen Disulfidbindungen beruht auf einer
optimalen Positionierung und Bindung der Protamine an die DNA als Folge von
Phosphorylierungs- und Desphosphorylierungsprozessen (MARUSHIGE u.
MARUSHIGE 1978, BALHORN et al, 1984).

Untersuchungen Gber die Anzahl von Disulfidbindungen in Protaminen von reifen
Spermatiden und Nebenhodenspermien haben gezeigt, dass die
Chromatinstabilisierung im Hoden beginnt und wéahrend der Nebenhodenpassage
abgeschlossen wird (DADOUNE 2003). Die Sulfhydrylgruppen der Cysteine sind in
Hodenspermien weitestgehend zu Disulfiden oxidiert (BALHORN et al., 2000;
BREWER et al. 2002, 2003). Die Ausbildung von inter- und intramolekularen
Disulfidbriicken fuhrt zu einer zusatzlichen Verdichtung des Spermienchromatins
(BALHORN et al. 1991), die ebenso bedeutend fur die fertilen Spermien ist, wie
deren rechtzeitige Dekondensation in Verbindung mit der Kernformation (QUI et al.
1995).

Die Anzahl an Disulfidverbindungen in ejakulierten Spermien kann als kritische
Grofle im Dekondensationsprozess, der der Befruchtung unmittelbar folgt,

angesehen werden, da dieser Vorgang auf der Reduktion von Disulfidverbindungen
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beruht (LOVE and KENNEY 1998). Der Dekondensationszeitpunkt wiederum ist
abhangig von der Anzahl der Disulfidbindungen innerhalb des Spermienkerns
(PERREAULT et al. 1987). Die kompakte Chromatinstruktur der Spermien ist somit
entscheidend fir die Befruchtung und eine ungestérte embryonale Entwicklung (DE
JONGE 1999).

2.3 Einfliisse auf den Spermienchromatinstatus

2.3.1 Physiologische Einflisse auf den Chromatinstatus

Spermienreifung:

Die Protamination, der Austausch von Histonen durch Protamine, wéahrend der
Spermiogenese flhrt zu einem extrem stabilen und hochkondensiertem Chromatin
reifer Spermien (GOLDBERG et al. 1977; GATEWOOD et al. 1987). Diese extrem
stabile Chromatinstruktur beruht vor allem in der Ausbildung von Disulfidbriicken
wahrend der Nebenhodenpassage (CALVIN u. BEDFORD 1971). Vor Ablauf der
Protamination ist das Spermienchromatin aufgrund seiner chemischen

Zusammensetzung gegenlber Denaturierung in situ instabil.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wahrend der unterschiedlichen Stadien
der Spermatogenese an ménnlichen Keimzellen von Maus, Hamster, Kaninchen und
Rind haben gezeigt, dass Keimzellen aus dem Hoden und aus dem Nebenkopf nach
Sauredenaturierung in situ und Farbevorgang mit Akridin Orange zu 100% rot
fluoreszieren, und dass wahrend der Nebenhodenpassage die Anzahl der Spermien
mit griner Fluoreszenz zunimmt. Im Nebenhodenschwanz zeigten reife Spermien
nur einen geringen Anteil an rot fluoreszierenden Spermien (KOSOWER et al. 1992,
LOHMER 2003). Wahrend der Spermienreifung im Nebenhoden erhéht sich somit
die Resistenz des Chromatins gegentiber mechanischen und chemischen Einfliissen
(MONESI 1962; KIERSZENBAUM u. TRES 1975).

Entsprechend wurde im Nebenhodenkopf- und Nebenhodenkérper von Schafbock,

Rotwild und Hund ein hdéherer Anteil an chromatininstabilen Spermien als im
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Nebenhodenschwanz gefunden (GARCIA- MACIAS et al. 2006). Zwischen Spermien
aus dem Nebenhodenschwanz und ejakulierten Spermien bestand jedoch in Hinblick

auf den Chromatinstatus kein Unterschied.

Lebensalter:

In Bezug auf den Einfluss des Alters auf den Spermiencromatinstatus liegen
kontroverse Ergebnisse vor. Untersuchungen von SPANO et al. (1998) bei Mannern
haben gezeigt, dass der Anteil an chromatininstabilen Spermien bei alteren im
Vergleich zu jungeren Mannern erhdht ist. SUN et al. (1997) und ANGELOPOULOS
et al. (1998) konnten diese Ergebnisse beim Menschen nicht bestétigen. Auch bei
Bullen wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und
dem Anteil chromatininstabiler Spermien beobachtet (KARABINUS et al. 1990).
Dagegen fand THIEREN (2006) beim Vergleich einer Junghengstgruppe (5 Jahre alt)
mit einer Althengstgruppe (im Mittel 21 Jahre alt) keine Unterschiede im Anteil

chromatininstabiler Spermien.

Zink als Spurenelement

Zink hat sowohl als Wachstumsfaktor als auch fir die physiologische Entwicklung der
Geschlechtsorgane eine wichtige Bedeutung. Es ist bekannt, dass der Cysteinrest
des Protamins 1 an Zink bindet (DADUONE 2003) und einen membran- bzw.
proteinstabilisierenden Effekt, v.a. auf das Spermienchromatin besitzt (CHVAPIL
1973). Das Spermienchromatin von Mausen mit Zinkmangelerndhrung wies eine
verminderte Resistenz gegenuber Hitzedenaturierung in situ auf, die diatetisch
beeinflussbar war (EVENSON et al. 1980a).

Temperatur

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass eine Erhéhung der Hodentemperatur, z.B.
durch hohe Umgebungstemperaturen, sich nachteilig auf die
Spermienchromatinstabilitdt auswirkt, und somit bei Mé&nnern, die aufgrund ihres
Berufes (z.B. Glaser) hohen Umgebungstemperaturen ausgesetzt sind, das Risiko
einer Subfertililat erhdht ist. WU (2005) beobachtete bei Bullen nach experimentell
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induzierter Hyperthermie der Hoden eine tempordare Schadigung der
Spermatogenese und eine Beeintrdchtigung der Spermaqualitdt. Die
Temperaturerh6hung fihrte zur Zunahme sowohl von Kopfanomalien als auch des
Anteils chromantininstabiler Spermien. Auch andere Untersuchungen zeigten bei
Bullen und Hengsten einen negativen Einfluss hoher Temperaturen auf die
klassischen spermatologischen Parameter und auf den Chromatinstatus (SAACKE et
al. 1994; KARABINUS et al. 1997; LOVE et al. 2002).

Rasse

Eine mogliche Rasseabhangigkeit in Bezug auf den Spermienchromatinstatus wird
beim Rind diskutiert. GUENIAT VON COURROUX (1988) stellte fest, dass Bullen der
Rasse Schweizer Simmentaler einen deutlich hdéheren Anteil chromatininstabiler
Spermien (a:;: 222.11; COMP- a::19,56) gegenlber allen anderen untersuchten
Rassen (Holstein-Friesian, Schweizer Simmentaler, sowie Rassekreuzungen aus
Red Holstein und Schweizer Simmentaler bzw. Braunvieh und Brown Swiss)
aufwiesen. Die Autorin kommt daher zu dem Schluss, dass es nicht zu
vernachldssigende Rasseunterschiede bezlglich der untersuchten SCSA-Parameter
gibt.

Sexuelle Aktivitat

Der Einfluss einer erhdhten geschlechtlichen Aktivitdt bzw. sexueller Ruhephasen
auf den Spermienchromatinstatus wird kontrovers diskutiert. SPANO et al. (1998)
stellte fest, dass sich eine Sexualkarenz bei Mannern nachteilig auf die
Spermienchromatinstabilitdt auswirkt. EVENSON et al. (1991) und SUN et al. (1997)
konnten bei Mannern diesen Einfluss jedoch nicht bestatigen. Aussagen Uber
saisonale  Schwankungen der Spermienchromatinstabilitit sind ebenfalls
widersprichlich. Bei Kaninchen, Bullen und Schafbdécken wurde aullerhalb der
Decksaison eine erhéhte Stabilitat des Spermienchromatins, bei verminderter
Fertilitat festgestellt (MILLER u. BLACKSHAW 1968; SALISBURY u. HART 1970;
RODRIGUEZ et al. 1985). Bei Deckhengsten war der Anteil chromatininstabiler
Spermien im Winter signifikant héher als im Sommer (p<0,05) (THIEREN 2006).
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2.3.2 Pathologische Einflisse auf den Chromatinstatus

Stérungen der Spermatogenese

Im Verlauf der Spermatogenese erhéht sich die Resistenz des Spermienchromatins
gegeniber mechanischen und chemischen Einflissen (MONESI 1962; KIERSZEN-
BAUM u. TRES 1975). Diese kann durch pathologische Vorgange erheblich
beeinflusst werden. Eine Unterprotamination, d.h. ein mangelhafter oder fehlender
Austausch von Histonen gegen Protamine, wahrend der Spermiogenese wirkt sich
nachteilig auf die DNA- Stabilitdt aus (BALHORN et al. 1988; BELEKOPYTOVA et
al.1993; DE YEBRA et al. 1993; SAKKAS et al. 1995, 1996). Bei Mé&nnern hat auch
ein Missverhaltnis von Protamin 1 zu Protamin 2 Chromatinverdnderungen zur Folge
(EVENSON et al. 2000; DE YEBRA et al. 1998; SCHLICKER et al. 1994).

Die DNA wird wahrend der Spermiogenese durch Endonukleasen an bestimmten
Stellen getrennt und wieder zusammengefigt (MC PHERSON u. LONGO 1993;
SAKKAS et al. 1995), bis sie ihre endglltige raumliche Struktur erhalt. DNA-
Strangbriiche kénnen die Folge einer unzureichenden Spermienreifung wahrend der
Nebenhodenpassage sein, die zu einer instabilen Spermienchromatinstruktur
aufgrund einer unvollstdndigen Protamination fiihren (GORCZYCA et al. 1993;
MANICARDI et al.1995, SAILER et al.1995). Ferner konnte ein Zusammenhang
zwischen hohen Gehalten des Enzyms Topoisomerase Il und dem Auftreten von
DNA- Strangbrichen bei einer verldngerten Spermienreifung beobachtet werden
(ROCA u. MEZQUITA 1989; MC PHERSON u. LONGO 1993). Die Topoisomerase Il
ist ein Chromosomen- assoziiertes Enzym, das Doppelstrangschnitte in die
Doppelstrang-DNA einfiigt, nach Aufwindung der Doppelhelix die Briche wieder
kovalent schlief3t und somit auch eine wichtige Bedeutung fir eine stabile
Spermienchromatinstruktur besitzt. Eine abnormale Aktivitdt der Apoptose kann
ebenfalls zu Schaden der Spermienchromatinstruktur fihren. Das Auftreten von
DNA- Strangbriichen ist charakteristisch flir Apoptose (GORCZYCA et al. 1993). In
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Ejakulaten mit einem erhdéhtem Anteil an chromatindefekten Spermien konnten
haufiger apoptotische Vorgénge beobachtet werden als in Ejakulaten mit
chromatinintakten Spermien (MOUSTAFA et al. 2004). 20% von ejakulierten
Spermien bei Méannern weisen sowohl DNA-Strangbriiche als auch Apoptose-
Merkmale auf (OOSTERHUIS et al. 2000). Nach EVENSON et al. (2002) sind DNA-
Strangbriiche nicht mit apoptotischer Degeneration gleichzusetzen. Das
transmembrane Rezeptorprotein FAS |6st Apoptose aus (LEE et al. 1997). Von
Sertolizellen exprimierte FAS-Liganden binden FAS- positive Stammzellen, was zum
programmierten Zelltod fuihrt. Durch diesen Vorgang wird eine Uberproliferation von
Stammzellen verhindert und Zellen eliminiert, die fir die Spermiogenese ungeeignet
sind (LEE et al. 1997b; RODRIGUEZ et al. 1997). Subfertile Manner haben einen
héheren Anteil an FAS- positiven Spermien als fertile Manner (SAKKAS et al. 1999).

Die Spermatogenese kann weiterhin durch ein UbermaR an ROS (reactive oxygen
species) beeintrachtigt werden. ROS sind notwendige Oxidantien, die an wichtigen
physiologischen Funktionen beteiligt sind und deren Uberproduktion durch
Antioxidantien geregelt wird. Unter physiologischen Bedingungen sind sie
mitverantwortlich sowohl fir die Bildung fertiler Spermien als auch fir die
Befruchtungsvorgdnge (BECKMAN u. AMES 1997). Ein erhdéhter ROS- Gehalt im
Sperma liegt wahrend einer Leukozytose (AITKEN et al. 1992, 1995; ALVAREZ et al.
2002), bei Spermien mit Zytoplasmatropfen am Mittelstiick im Ejakulat (GOMEZ et al.
1996) oder bei einer Oligozoospermie vor (AITKEN et al. 1992). Ein Anstieg von
ROS fuhrt zu Spermienfunktionstérungen und Chromatinstrukturdefekten
(EVENSON et al. 2002), die auf einem Anstieg an DNA-Fragmenten (POTTS et al.
2000; BAUMBER et al. 2003; MOUSTAFA et al 2004), auf einer abnormaler
Endonukleaseaktivitat oder auf apoptotischen und nekrotischen Prozessen im Hoden
(EVENSON et al. 2002) beruhen kénnen.

Krankheitsbedingte Ursachen
Entziindungen, Infektionen, Fieber sowie Neoplasien, Kryptorchismus, Varikozelen

und eine Leukozytospermie haben Einfluss auf den Spermienchromatinstatus.
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Untersuchungen an Mannern von EVENSON et al. (1991) ergaben, dass
entzindliche Prozesse, die mit einer Bakteriospermie einhergehen, z.B. bei einer
Prostatitis zu einer verminderten Spermienchromatinstabilitat fihren, die sich nach
einer antibiotischen Therapie wieder normalisiert. Eine Leukozytospermie in Folge
akuter oder chronischer Infektionen der mannlichen Geschlechtsorgane und
akzessorischen Geschlechtsdrisen fuhrt ebenfalls zu vermehrten chromatininsta-
bilen Spermien im Ejakulat (ENGH et al. 1992; SPANO et al. 1998; ALVAREZ et al.
2002).

Generalisierte mit Fieber einhergehende Infektionskrankheiten beeinflussen aufgrund
der Hodenerwdrmung durch die erhohte Koérpertemperatur die
Spermienchromatinstabilitédt nachteilig (EVENSON et al. 2000). Nach Abklingen des
fiebrigen Infektes normalisiert sich die Spermienchromatinstabilitdt wieder. In
Ejakulaten von Patienten mit Hodenneoplasien, Hodgkin-Lymphomen und Non-
Hodgkin Lymphomen sowie anderen Tumoren waren DNA-Sché&den signifikant héher
als in Ejakulaten fertiler Mé&nner (KOBAYASHI et al. 2001). Bei an einer akuten
lymphozytaren Leuka@mie erkrankten Mannern wurden 10 bis 52 Monate nach
Beendigung der Therapie DNA-Fragmentationen in Ubereinstimmung mit einem
physiologischen Fertilitatsstatus festgestellt (EVENSON et al. 1984). FOSSA et al.
(1997) stellten bei Patienten mit malignem Hodentumor nach einer erfolgreichen
Strahlen- bzw. Chemotherapie eine physiologische Spermatogenese mit normalem

Anteil an DNA- Fragmentationen fest.

Toxikologische und umweltbedingte Einflisse

Bestimmte Wirkstoffe von Arzneimitteln, Pestizide und Luftverschmutzungen flhren
zu einer verminderten Spermienchromatinstabilitdt. Bei Mannern stieg nach 4 -
monatiger Kortisontherapie der Anteil an DNA-Fragmentationen auf 50 % an. Nach
abgeschlossener Behandlung reduzierte er sich auf seinen Ausgangswert
(EVENSON et al. 1991). Bei Hengsten sank zwei Monate nachdem Absetzen
leistungssteigernder Zusatzstoffe der COMP a; —Wert 48% auf 10 %ab (KENNEY et
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al. 1995). Eine langerfristige Acetaminophen-Gabe fihrt zu einer erh&hten
Anfalligkeit der Spermienchromatinstruktur in situ (WIGER et al. 1995).
Acetaminophen ist haufig in Medikamenten mit analgetischer und antipyretischer
Wirkung zu finden. Bei Uberdosierung hemmt es die DNA- Replikation und wirkt sich
nachteilig auf das Hodengewicht aus. Ebenso kénnen toxische Stoffe wie Zeranol,
Hydroxycarbamide und Methyl-Methansulfonate Chromatindefekte und eine
testikuldre Gewichtsabnahme verursachen (BALLACHEY et al. 1986; EVENSON u.
JOST 1993; EVENSON et al. 1993). SELEVAN et al. 2000 untersuchten den Einfluss
von Luftverschmutzungen auf den Spermienchromatinstatus von 18- jahrigen
Mannern aus einer Stadt in der tscheschischen Republik, in der Braunkohle
verbrannt wird. Ein Viertel der Manner wiesen im Ejakulat Uber 30% an
chromatininstabilen Spermien auf. Bei gleichaltrigen gesunden Mé&nnern lag der
Anteil chromatininstabiler Spermien unter 5%. In Villa Juarez, einem Staat von
Durango in Mexiko, betrugen bei 75% der landwirtschaftlichen Arbeiter, die
Organophosphat-Pestiziden exponiert waren, die DFI-Werte Uber 30% (SANCHEZ-
PENA et al. 2004). Weiterhin haben Studien an Mausen (AHMADI u. NG 1999) und
Rindern (FATEHI et al.2006) gezeigt, dass eine durch Bestrahlung hervorgerufene
Spermien-DNA-Schadigung eine fehlerhafte Blastozystenbildung zur Folge hat.



26 Schrifttum

2.4 Untersuchungsmethoden zur Erfassung des Spermienchromatinstatus

2.4.1 Spermienchromatinstruktur Assay (SCSA ®)

Der Spermienchromatinstrukturassay (SCSA®) wurde erstmals von Evenson et al.
(1980a) entwickelt und ist als Verfahren zur Analyse des Spermienchromatinstatus
international anerkannt. Er pruft die Anfalligkeit der Spermienkern-DNA gegeniber
sdaure- oder hitzevermittelter Denaturierung in-situ, und gibt somit Aufschluss Uber
die Chromatinstabilitdt der Spermien. Durch den Denaturierungsvorgang wird die
Doppelstrangstruktur der DNA aufgeldst, so dass zwei Einzelstrange entstehen. Die
Denaturierung erfolgt nur an protaminvernetzter DNA (EVENSON et al. 1985, 1986).
Nur die DNA von chromatininstabiler Spermien ist anféllig gegeniber diesem
Denaturierungsprozess. Das Ausmald der Denaturierung ist somit von der
Chromatinintegritat der Spermien abhangig. Anschliel3end erfolgt die Farbung mit
dem metachromatischen DNA-Farbstoff Akridin Orange. Intakte Spermienkern-DNA
fluoresziert grin, wahrend die DNA-Einzelstrange eine rote Fluoreszenz zeigen
(EVENSON et al. 1991; EVENSON et al.1995;).

Die Intensitdt der Fluoreszenzen wird durchflusszytometrisch von 5000 Zellen
erfasst. Wahrend dieses Vorganges werden suspendierte Spermien einzeln in einem
Flissigkeitsstrom an einem fokussierten Laser vorbeigefihrt. Der Laserstrahl trifft
mit einer bestimmten Wellenlédnge (blaues Laserlicht, 488 nm) auf die Zellen und
regt diese zur Fluoreszenz an. Die unterschiedlichen Fluoreszenzen entstehen
durch die Bindungseigenschaften des Akridin Orange. Bei doppelstrédngiger DNA
wird der Farbstoff als Monomer zwischen zwei parallele Basen eingebaut und
fluoresziert unter blauem Laserlicht grin (max. Emission 530nm). An
einzelstrangiger DNA hingegen lagert sich das Akridin Orange als Polymer in Form
von ionischen Bindungen an die Phosphatgruppen an und fluoresziert rot (max.
Emission 640nm) (DARZYNKIEWICZ et al. 1975; EVENSON et al. 1980a, b;
TEJADA et al. 1984, ROYERE et al. 1988; KOSOWER et al. 1992). Die Intensitat

der Rot- und Griunfluoreszenz wird fir jedes einzelne Spermium ermittelt und in
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einem Punktwolkendiagramm dargestellt, an dem die Spermienpopulation vom
Zelldetritus abgegrenzt wird. Nachfolgend wird der Anteil der Rotfloureszenz an der
Gesamtfloureszenz (rot+griin) errechnet. Dieser Wert wird nach der neuen
Nomenklatur DNA-Fragmentationsindex genannt (friiher a;) (EVENSON et al. 2002).
Er nimmt einen Wert zwischen 1 und O an und charakterisiert den
Denaturierungsgrad jedes einzelnen Spermiums. Je héher dieser Wert ist, desto
mehr Spermien mit chromatininstabiler DNA liegen vor. In einem
Verteilungshistogramm werden alle detektierten Spermien gemafl ihrem DNA-

Fragmentationsindex (DFI) aufgetragen.

Zusatzlich werden die Mittelwerte und Standardabweichungen des DFI basierend auf
der Analyse aller Spermien errechnet. Die Abgrenzung zwischen den
Spermienpopulationen mit niedrigem bzw. hohem DFI erfolgt fir die Auswertung
anhand der Verteilungshistogramme subjektiv. AnschlieRend wird der prozentuale
Anteil der Spermien mit erhéhten DFI-Wert mittels Softwareprogramm errechnet
(DIGRASSIE 2000). Nach EVENSON und JOST (2000) ist der friher genannte
COMP a; der wichtigste Wert des SCSA zur Beurteilung der Fruchtbarkeit.

2.4.2 Modifizierter fluoreszenzmikroskopischer Spermienchromatinstruktur Assay
(mfSCSA)

TEJADA et al. (1984) entwickelten basierend auf der Methode von EVENSON et al.
(1980a) ein fluoreszenzmikroskopisches Verfahren zur Ermittlung chromatininstabiler
Spermien beim Menschen. Die Férbung erfolgt mittels Akridin Orange (Akridin
Orange Test, AOT). Es werden 300 Spermienképfe mit einem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Dieser Test besitzt eine hohe Reproduzierbarkeit und den Vorteil, dass
eine gleichzeitige Beurteilung von Spermienchromatinstruktur und
Spermienmorphologie méglich ist (TEJADA et al. 1984, ROUX u. DADOUNE 1989).
Nachteile dieses Untersuchungsverfahrens sind, dass neben der Rot- und
Grinfluoreszenz auch Zwischenstufen von Gelb- und Orangefarbténen auftreten

sowie das schnelle Verblassen der Fluoreszenz. Diese Nachteile filhren zur
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Schwierigkeiten bei der mikroskopischen Auswertung (TEJADA et al. 1984).
KOSOWER et al. (1992) fanden heraus, dass die Protamination wéhrend der
Spermiogenese flr die Spermienchromatinstabilitdt verantwortlich und dass die
Fluoreszenz des AO vom Thiol-Disulfid-Status der Protamine abhangig ist. Auf
Grundlage dieser Erkenntnis figten KOSOWER et al. (1992) das DDT (1,4
Dithiothreit) zu, wodurch die inter- und intramolekularen Disulfidbriicken zwischen
den Protaminen aufgeldst, die Thiolgruppen jedoch erhalten bleiben. Durch die
Aufhebung der Tertiarstruktur der protamingebundenen DNA wird die Oberflache fir
die anschlieBende S&uredenaturierung vergrélert. Auf dieser Grundlage entwickelte
ACEVEDO (2001) unter Verwendung von Bullensperma ein neues fluoreszenz-
mikroskopisches Verfahren zur Untersuchung des Spermienchromatinstatus, in
welchem an Stelle des DTT das 2 Mercaptoethanol zur Stabilisierung der Thiole zum
Einsatz kam. Mit Hilfe dieser Untersuchungsmethode etablierte LOHMER (2003) am
hiesigen Institut einen modifizierten fluoreszenzmikroskopischen Chromatinstruktur
Assay (mfSCSA) fiur Bullensperma. BIEGE (2004) wandte den mfSCSA fur die
spermatologische Diagnostik beim Hund an. Die fluorezenzmikroskopische Methode
ist ein kostenglnstigeres Verfahren gegeniber dem durchflusszytometrischen
Verfahren, erlaubt aber nur die subjektive Auswertung von 300 bzw. 500 Spermien

pro Probe und beansprucht deutlich mehr Zeit.
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2.5 Spermienchromatinstatus in Bezug zur Fertilitat

Eine stabile Spermienchromatinstruktur ist entscheidend fiur die Befruchtung und
frihe Embryonalentwicklung (TEJADA et al. 1984, SAACKE et al. 1994,
DARZYNKIEWICZ et al. 1997, SAKKAS u. TOMLINSON 2000, EVENSON et al.
2000). Die Atiologie der Unfruchtbarkeit kann bei 30% aller infertilen M&nner mit der
herkdbmmlichen Spermatologie nicht geklart werden (NIESCHLAG 2000). Die
Spermien von Mannern mit idiopathischer Infertilitat zeigten eine erhdhte Anfélligkeit
gegenlber Sauredenaturierung in situ (EVENSON et al. 1991, 2002; SALEH et al.
2002). Studien an unterschiedlichen Spezies haben gezeigt, dass ein vermehrtes
Auftreten von Spermien mit instabilem Spermienchromatin im Ejakulat mit
Spermatogenesestérungen, Spermienanomalien und Infertilitdt assoziiert ist
(EVENSON u. MELAMED 1983; EVENSON et al. 1984; EVENSON et al. 1980a;
EVENSON et al. 1985).

Der Spermienchromatinstatus hat einen eigenstédndigen Stellenwert in der
Fertilitatsdiagnostik, und ist als unabhéngiger Parameter zu betrachten. Uber
Zusammenhange zwischen dem Spermienchromatinstatus und den klassischen
spermatologischen Parametern liegen kontroverse Ergebnisse vor. Beim Menschen
wurden Korrelationen bezlglich des Anteils an vorwartsbeweglichen Spermien und
eines erhdhten Anteils an chromatininstabilen Spermien festgestellt (EVENSON et al.
1991; ENGH et al. 1992; GIWERCMAN et al. 2003). GUENIAT VON COURROUX
(1988) konnte diesen Zusammenhang auch beim Rind nachweisen. Beim Hengst
wurde eine negative Korrelation zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien
und der initialen Spermienmotilitédt beobachtet (KENNEY et al 1995; THIEREN et al.
2006). Beim Ruden waren nur teilweise signifikante negative Korrelationen zwischen
Spermienmotilitdt, -geschwindigkeiten und dem Anteil chromatininstabiler Spermien
zu finden. In diesem Fall bestand ein Zusammenhang zwischen dem mittels CMA
gemessenen Anteil vorwartsmotiler Spermien, der Spermiengeschwindigkeit tber die
gemittelte Bahn (VAP) und der Spermiengeschwindigkeit Gber die tatsachlich
zurtickgelegte Bahn (VCP) (BIEGE 2004). Positive Korrelationen sind bei Mensch,

Rind und Hund zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien und dem Anteil
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membrangeschéadigter Spermien beschrieben (GUENIAT VON COURROUX 1988;
ENGH et al. 1992; und BIEGE 2004), sowie bei Mensch, Pferd, Hund und Katze
zwischen dem Anteil an chromatininstabilen Spermien und dem Anteil an
morphologisch abweichenden Spermien (IBRAHIM u. PEDERSEN 1988; EVENSON
et al. 1991; CLAASSENS et al. 1992; ENGH et al. 1992; KENNEY et al. 1995,
THIEREN 2006; PENFOLD et al. 2003 und BIEGE 2004). Im Gegensatz dazu
konnten BALLACHEY et al. (1986) bei Mausen, HAMMADEH et al. (1996) bei
Rindern und SPANO et al. (2000) bei Menschen keinen Zusammenhang zwischen

dem Spermienchromatinstatus und den Samenqualitatsparametern darstellen.

Beim Schwein wurde eine negative Korrelation zwischen der Uberlebensfahigkeit der
Spermien wahrend der Lagerung und dem DFI nachgewiesen (BOE- HANSEN et al.
2008). Da das Spermienchromatin den Spermienkopf fast vollstdndig ausfullt, ist es
nahe liegend Spermienkopfanomalien in Bezug auf den Anteil an Spermien mit
instabiler Spermienchromatinstruktur zu betrachten. Dazu durchgefiihrte Studien
lieferten ebenfalls kontroverse Ergebnisse. TEJADA et al. (1984) und EVENSON et
al. (1991) zeigten beim Menschen signifikante Korrelationen zwischen dem Anteil an
Spermienkopfanomalien und dem Anteil chromatininstabiler Spermien. Die
chemische Induktion von Spermienkopfanomalien ging bei M&usen mit einer
Erhéhung der COMPai-Werte einher (EVENSON et al. 1985, 1986). Dagegen
ergaben sich beim Rind keine signifikanten Korrelationen zwischen dem Anteil an
morphologisch abweichenden Spermienkdpfen und dem Anteil chromatininstabiler
Spermien (LOHMER 2003).

Beim Hund wurde ein signifikanter Unterschied zwischen dem Prozentsatz an
Spermien mit Kopfveranderungen von < 5% und > 5% und dem jeweiligen
Prozentsatz chromatininstabiler Spermien aufgezeigt (BIEGE 2004). Dagegen wies
der Spermienchromatinstatus bei Riiden mit einer Normo- und mit einer Dysspermie
keine Unterschiede auf (BIEGE 2004). Nach ROUX u. DADOUNE (1989) mussen
Spermienkopfanomalien nicht zwangsldufig mit Chromatinschdden einhergehen.

Ebenso kdnnen Spermien mit physiologischer Kopfmorphologie Chromatinschaden
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aufweisen (DADOUNE et al. 1988; MARTIN u. RADEMAKER 1988 und LIU u.
BAKER 1992). Die unterschiedlichen Ergebnisse im Hinblick auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen den konventionellen spermatologischen Parametern und
dem Spermienchromatinstatus machen deutlich, dass der Spermienchromatinstatus
als eigenstandiger FertilitAtsparameter anzusehen ist. EVENSON et al. (2002)
setzten fir den Menschen Grenzwerte des Anteils chromatininstabiler Spermien im
Ejakulat (DFI- Werte) in Hinblick auf den Fertilitatsstatus fest (Tab. 2).

Tab.2 DFI-Werte von Mé@nnern im Hinblick auf den Fertilitatsstatus
nach EVENSON et al. (2002)

DFI (%) Fertilititsstatus
<15 sehr gut
15-24 gut
25-30 mittelmafig
> 30 schlecht

Obere Grenzwerte des Anteils an DNA-Fragmenationen von Bullen und Hengsten
mit ungestdrter Fruchtbarkeit betragt ca. 25% (BOCHENEK et al. 2001; LOVE 2005).
Ebenfalls konnte anhand mehrerer Studien der kausale Zusammenhang zwischen
einem hohen Anteil an chromatindefekten Spermien im Ejakulat und einer
herabgesetzten Fertilitat verdeutlicht werden (EVENSON et al. 1980(a); TEJADA et
al. 1984; IBRAHIM u.PEDERSEN 1988; BALLACHEY et al. 1988).

Nach ARDON (2005) besitzen chromatindefekte Spermien eine herabgesetzte
Fahigkeit am Eileiterepithel zu binden, wodurch auch ihre Befruchtungsfahigkeit
beeintrachtigt ist. Sauen, die mit Sperma besamt wurden, dessen DFI- Wert Uber
2,1% lag, hatten um 0,5 — 0,9 Ferkel weniger als Sauen, bei denen die Insemination
beziglich des DFI-Wertes mit besserem Sperma erfolgt war (BOE-HANSEN et al.
2008). Mit Hilfe des SCSA besteht somit die Md&glichkeit Eber mit herabgesetzter
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Fertilitdt zu erkennen und nach einer Kosten-Nutzen-Analyse aus der Schweine-
Industrie zu eliminieren (BOE-HANSEN et al. 2008).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Versuchstiere

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Ejakulate von insgesamt 112 Hunden
untersucht. Dabei handelte es sich um vier institutseigene Beagle-Ruden im Alter
von 4 bis 8 Jahren sowie um folgende Tiere aus dem Privatbesitz: 12 Foxterrier im
Alter von 1 bis 11 Jahren, acht Labrador Retriever und zwei Golden Retriever im
Alter von 1,2 und 5 Jahren, neun Deutsche Doggen im Alter von 2 bis 5 % Jahren
und 37 Ruden unterschiedlicher Rassen im Alter von 9 Monaten bis 11 Jahren. In der
gemischten Ruldenpopulation (n=37) waren folgende Rassen vertreten: Airdale
Terrier, Altdeutscher Schéaferhund, Beagle, Berner Sennenhund, Bouvier de
Flandres, Boxer, Cavalier King Charles Spaniel, Deutsch Kurzhaar, Eurasier,
Foxterrier , Gordon Setter, Kleiner Minsterlander, Mittelpudel, Rhodesian Ridgeback,
Rottweiler, Tibet Spaniel und Wolfsspitz. Als homogene Kontrollgruppe dienten 40
einjdhrige Beagle- Riden einer pharmazeutischen Firma, die im Rahmen einer
Toxizitatsstudie unbehandelt blieben und einmal zur Samengewinnung

herangezogen wurden.

Die institutseigenen Beagle waren zusammen in einem Zwinger mit Auslauf im
Freien und einer mit Stroh eingestreuten Schutzhitte untergebracht. Die Fitterung
erfolgte einmal taglich mit einem handelsiblichen Trockenfutter. Wasser stand ad
libitum zur Verfigung. Die Riden aus den Privathaushalten wurden als
Liebhabertiere oder als Zuchthunde gehalten. Die 40 Beagle der Kontrollgruppe
lebten in Einzelhaltung in Zwingern und wurden mit handelstblichem Futter und

Wasser ad libitum versorgt.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren alle Hunde klinisch allgemeingesund.
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3.1.2 Methoden

Die fur die Untersuchungen verwendeten Chemikalien und Vorschriften zur
Herstellung von Lésungen und Puffern und die benétigten Laborgegenstédnde und
Gerate sind im Anhang aufgefiihrt (9.1 Laborbedarf, 9.2 Chemikalien, 9.3 Lésungen;
Puffer).

3.1.2.1 Andrologische Untersuchung und Samengewinnung

Von jedem Tier wurden die Kennzeichen, das Kdrpergewicht und ein Vorbericht
bezlglich  der  bisherigen  Zuchteinsatze, des  Deckverhaltens, der
Befruchtungsergebnisse  (Wurfrate, = Wurfgré3e)  sowie  vorausgegangener
Erkrankungen und Behandlungen, aufgenommen und dokumentiert. Anschliel3end
wurde jeder Rude, wie bei GUNZEL-APEL (1994) beschrieben, andrologisch
untersucht (Untersuchung auf Allgemeingesundheit, phéanotypische genitale
Erbgesundheit, Geschlechtsgesundheit, Begattungsféhigkeit und Befruchtungs-
fahigkeit). Zur Beurteilung der Geschlechtgesundheit wurde neben der Adspektion
und Palpation eine sonographische Untersuchung von Hodensack, Hoden,
Nebenhoden und Prostata durchgefiihrt. Hierfiir stand das Ultraschallgerat LOGIQ 5
Pro (Fa. General Electrics Healthcare, Solingen) mit einem 6-MHz Konvexschallkopf
und einem 12-MHz-Linearschallkopf zur Verfligung.

Die Ejakulate wurden nach KRAUSE (1965) und GUNZEL-APEL (1994) unter
Kontaktaufnahme mit einer ldufigen Hindin durch manuelle Stimulation und Fixation
des Penis fraktioniert in Vorsekret, spermienreiche und spermienfreie Phase
gewonnen. Als Samenauffangglaser dienten graduierte (8ml), auf 38 °C angewarmte

Tulpenglaser (Fa. Ludwig Bertram GmbH MedVet, Laatzen).

3.1.2.2 Biologische Samenuntersuchung

Jede Ejakulatfraktion wurde makroskopisch, mikroskopisch und chemisch-
physikalisch untersucht (KRAUSE 1965, GUNZEL-APEL 1994). Bestimmt wurden
das Volumen (ml), das Aussehen (Konsistenz/ Farbe), die Samendichte (x 10°

Samenzellen/ml), die Spermiengesamtzahl (x10°), und der pH-Wert. In der
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spermienreichen Ejakulatfraktion wurden zusétzlich die Anteile vorwarts-, orts- und
unbeweglicher Spermien (%), membrangeschadigter Spermien (%) und

morphologisch abweichender Samenzellen (%) bestimmt.

3.1.2.2.1 Bestimmung der Samendichte und der Spermiengesamtzahl

Die Dichtebestimmung (10%/ml) erfolgte unter Auszidhlung der Spermien in einer
Zahlkammer nach Thoma ,neu” und anschlieRender Berechnung.

Dafir wurde aus 10 ml einer 10% igen NaCl-Lésung zunachst die Menge (ul)
entnommen, die anschlieBend an Sperma hinzugefigt wurde. Der Volumenanteil an
Sperma richtete sich nach der Konsistenz (rahmahnlich bis milchig, milchig, milchig
bis molkig, molkig, molkig bis wassrig) und betrug zwischen 10 und 200 pul. Fir die
Auszéhlung wurde die Zédhlkammer mit einem ca. 8 ul grol3er Tropfen des sorgfaltig
in der NaCl- Lésung suspendierten Spermas beschickt. Die Auszahlung erfolgte
unter einem Phasenkontrastmikroskop ohne Heiztisch bei 400-facher Vergrélierung.
Es wurden jeweils die Spermienkdpfe in 5 groflen Quadraten des unteren und
oberen Zahlkreuzes ausgezahlt und addiert. Zuséatzlich wurden die auf zwei
Begrenzungslinien (L-Form) liegenden Spermienk&pfe eines grofien Quadrates und
,Deckglasspermien® mitgezahlt. Die Berechnung der Dichte erfolgte nach folgender
Formel: Dichte = Gesamtzahl der ausgezahlten Spermien / ausgezahlte Flache x
Kammerhdhe x Verdinnungsgrad. Die Spermienzahl pro Ejakulatphase (x106) ist
das Produkt aus deren Volumen und Dichte. Die Spermiengesamtzahl (x10°) im
Ejakulat errechnet sich durch Addition der in allen Ejakulatfraktionen befindlichen

Spermien.

3.1.2.2.2 Bestimmung der Spermienmotilitat

3.1.2.2.2.1 Mikroskopische Schatzung

Die  Untersuchung der Spermienmotilitat  erfolgte mit  Hilfe  eines
Phasenkontrastmikroskops mit Heiztisch (38°C). Zum Pipettieren des Spermas
verwendete Eppendorfpipettenspitzen sowie Objekttrdger und Deckglaschen wurden

ebenfalls auf einem Heiztisch bei 38°C vorgewarmt. Fur die Untersuchung wurden
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drei ca. senfkorngrole Tropfen aus der unverdinnten spermienreichen
Ejakulatfraktion auf einen Objekttradger gegeben und jeweils mit einem Deckglaschen
(18 x 18mm) bedeckt.

Die Bewegungsaktivitdt der Samenzellen wurde hinsichtlich der Einzelbewegung
geprift und die Anteile vorwarts- orts und unbeweglicher Spermien geschatzt und in
Prozent (%) angegeben. Beimengungen wie Epithelzellen, Erythrozyten, Leukozyten,
freie Plasmatropfen und Rundzellen sowie Agglutinationen wurden mitbeurteilt und

notiert.

3.1.2.2.2.2 Computergestiitzte Motilitatsanalyse (CMA, Cell Motion Analyser®)
Die Betrachtung erfolgte unter einem Phasenkontrastmikroskop [Olympus BH 2 mit
Heiztisch (39°C)] bei 200-facher VergréRerung. Das Mikroskopbild wurde Uber eine
schwarzweil} Videokamera auf einen Computerbildschirm tbertragen und mittels Cell
Motion Analyser® 2,0 Programm analysiert. Fur die Untersuchung wird ein Teil der
zu beurteilenden Samenprobe auf 100 Mio./ml mit TRIS-Stamml&sung verdinnt, und
ein ca. 2 ul groRer Tropfen in eine Mika-Zahlkammer pipettiert. Die dafir benétigten
Pipettenspitzen sowie die Mika-Zahlkammer wurden auf einem Heiztisch auf 38°C
vorgewarmt. Es wurde der Bewegungsmodus von 200 Zellen ausgewertet, und
folgende Parameter bestimmt: der Anteil vorwértsmotiler Spermien (%), die
Geschwindigkeit Gber eine gerade Linie vom Anfang bis zum Ende (um/sec) (velocity
Straight Line, VSL), die Geschwindigkeit Uber die gemittelte Bahn (um/sec) (Velocity
Averaged Path, VAP) und die Geschwindigkeit tGber die tatsachlich zurickgelegte
Bahn (um/sec) (Velocity Curve Line, VCL).

3.1.2.2.3 Bestimmung des Anteils membrangeschadigter Spermien
Zur  Differenzierung von lebender (membrangeschéadigter) und toter
(membranintakter) Spermien erfolgte durch Farbung der Spermien mit Eosin

(Supravitalfarbung) oder durch Fluoreszenzmarkierung mit Propidiumiodid (PI).
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3.1.2.2.3.1 Supravitalfarbung

Dieser Farbstoffabsorptionstest wurde am unverdinnten Sperma durchgefthrt. Fur
die Farbung wurde eine 2%ige Farblésung aus Eosin in einer 3%igen wassrigen Tri-
Natriumcitratdihydrat-Lésung hergestellt. Der Farbevorgang erfolgte auf einem
vorgewarmten Objekttrager (38°C). Zwei Tropfen der Farbelésung wurden mit einem
Tropfen Sperma vermischt, ausgestrichen und luftgetrocknet. Unter einem
Phasenkontrastmikroskop ohne Heiztisch wurden 200 Zellen bei 400-facher
Vergroflerung ausgezahlt und nach nicht gefarbten (lebenden) und rot gefarbten

(toten) Spermien differenziert.

3.1.2.2.3.2 Propidium-lodid- Farbung

Die fir den Farbevorgang bendétigte Propidium-lodidliésung wurde unter Lésung von
0,5 mg Propidium-lodid in 1 ml Aqua dest. (HARRISON u. VICKERS 1990)
hergestellt und in Eppendorf-Reaktionsgefalden portioniert, die lichtgeschitzt bei -
18°C gelagert wurden. Fir jede Farbung wurde die Lésung unter Lichtausschluss bei
37 °C aufgetaut. Die zu untersuchende Spermafraktion wurde mit TRIS-
Stammldésung auf 100 Mio. Spermien/ml verdinnt. Danach wurden 485 ul der
verdinnten Spermienlésung, 10 ul Formolcitrat und 5 pl Propidium-lodidiésung in ein
mit Aluminiumfolie ummanteltes Eppendorf-Reaktionsgefal} pipettiert und vermischt.
Fiar die Differenzierung wurden 200 Zellen in einem abgedunkelten Raum am
Fluoreszenzmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung (Axioskop, Fa. Zeiss, Jena) bei
400-facher Vergrofderung unter Verwendung eines 560 nm- Filters beurteilt. Dabei

stellten sich die membrandefekten Zellen rotfluoreszierend dar.

3.1.2.2.4 Spermienmorphologie

Fur die Beurteilung morphologisch abweichender Spermien wurden einige Tropfen
der spermienreichen Phase zu 300 pl Formolcitratldsung pipettiert und auf diese
Weise flussig fixiert. Daraus wurde ein ca. 2 ul grof3er Tropfen auf einen Objekttréger
verbracht und mit einem Deckglaschen bedeckt.

Die Untersuchung von 200 Zellen erfolgte nach einer kurzen Wartezeit, um zu

gewahrleisten, dass alle Zellen plan auf dem Objekttradger lagen, mit Hilfe eines
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Phasenkontrastmikroskops ohne Heiztisch bei 1000-facher VergréRerung unter
Verwendung von Olimmersion. Es wurden Kopfkappen-, Kopf-, Hals-,
Verbindungsstick-, Haupt- und Endstickveranderungen sowie Doppel- und

Mehrfachmissbildungen differenziert.

3.1.2.3 Spermienchromatinstruktur Assay (SCSA®)

Unmittelbar nach der spermatologischen Untersuchung wurden jeweils eine
Nativspermaprobe fur den SCSA® in flissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren und
gelagert.

Die Durchfihrung des SCSA® orientierte sich nach den Angaben von EVENSON
und JOST (2000). Die Messungen erfolgten am Durchflusszytometer Epics XL-MCL
(Fa. Beckman Coulter, Krefeld) unter Verwendung der Filter FL-1 fir die grine

Fluoreszenz und FL -3 fir die rote Fluoreszenz.

Vorbereitung der Spermaprobe

Die in flissigen Stickstoff (-196°C) gelagerten Ejakulatproben wurden in einem
Heizblock bei 37°C fir ca. 3 min aufgetaut, und anschlieRend mit TNE- Puffer in
einem Durchflusszytometerréhrchen auf 2 x 10° Spermien / ml verdinnt. 200 ul der
Spermiensuspension wurden in ein neues Durchflusszytometerréhrchen tberfuhrt.

Aus jeder Ejakulatprobe wurden zwei Verdiinnungen hergestellt (Doppelprobe).

Denaturierung und Farbung des Spermienchromatins

Zu den 200 pl der Spermiensuspension wurden 400 pl Sé&uredetergenz
hinzupipettiert und die Probe fur 30 sec gevortext.

Durch diesen Vorgang wird die Doppelstrangstruktur der DNA bei instabilem
Spermienchromatin in seine zwei Einzelstrange aufgeldst. Die DNA in Spermien mit
intaktem Chromatin denaturiert nicht.

Anschlieend erfolgte der Farbevorgang durch Zugabe von 1,2 ml Akridin-Orange
(AO)- Farbelésung und exakt 3-minttiger Inkubationszeit.
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Aufgrund der metachromatischen Eigenschaften des AO wird dieser Farbstoff bei
doppelstrdngiger DNA als Monomer zwischen parallelen Basen eingebaut und
fluoresziert unter blauem Laserlicht grin (max. Emission 530 nm). Bei einstrangiger
DNA lagert sich das AO als Polymer in Form ionischer Bindungen an die
Phosphatgruppen und fluoresziert rot (max. Emission 640 nm) (DARZYNKIEWICZ et
al. 1975; EVENSON et al. 1980a, b; TEJADA et al. 1984; ROYERE et al. 1988;
DARZYNKIEWICZ u. KAPUSCINSKI 1990; KOSOWER et al. 1992).

Messung und Auswertung

Nach der Inkubationszeit wurde die Probe am Durchflusszytometer gemessen. Es
wurde die Fluoreszenz von 5000 Zellen bestimmt. Fir die computergestitzte
Auswertung der Messdaten wurde zunachst die zu untersuchende
Spermienpopulation vom Ubrigen Zelldebris an einem Punktwolkendiagramm
eingegrenzt (Abb. 2). Bestimmt wurde der Anteil der Rotfluoreszenz an der
Gesamtfluoreszenz [a; bzw. DFI (DNA- Fragmentationsindex)] fir jedes einzelne
Spermium. Diese Werte werden in Abhangigkeit von ihrer H6he in einem
Verteilungshistogramm dargestellt. An diesem Histogramm erfolgte eine subjektive
Eingrenzung der Spermien mit niedrigem a-Wert (niedrigem DFI; Hauptpopulation)
von solchen mit erhdéhten a-Werten (erhdhtem DFI, Nebenpopulation). Diese
Eingrenzung wurde fur jede Probe doppelt durchgefuhrt, um mdgliche
Ungenauigkeiten zu minimieren. Anschlielend wurde der Anteil an denaturierten
Spermien in % (hier DFI- Spermien; frither COMP a;) und der Anteil der
Rotfluoreszenz and der Gesamtfluoreszenz (rot/ (rot + griin)x1000; hier a;) errechnet.
Aus den so fir jede Ejakulatprobe erhaltenen 4 Messwerten fir jeden Parameter
wurde der Mittelwert gebildet.

Zu Beginn und nach jeder 5. Doppelmessung wurde eine Standardprobe gemessen.
Bei dieser Probe handelte es sich um eine auf 200 x 10° Spermien verdiinnte
Ebersamenprobe. Diese Kontrollprobe diente dazu, bei starken Schwankungen der
Werte mdgliche Messfehler anzuzeigen. Da es sich bei den Ridenejakulaten um
Nativsperma handelte, wurde bei starken Verunreinigungen ein Spilvorgang mit

Aqua dest. durchgefuhrt.
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Abb. 2 Punktwolkendiagramm und Verteilungshistogramm einer mittels SCSA®

untersuchten Ejakulatprobe
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3.1.2.3.1 Untersuchung der Spermienchromatinstruktur von Riiden unter

Beriicksichtigung des Fertilitats- und Rassestatus

- in einer gemischten Riidenpopulation
Es wurden 68 Riuden unterschiedlicher Rassen im Alter von 9 Monaten bis 11 Jahren
andrologisch untersucht und der Anteil an chromatininstabilen Spermien (DFI %)

sowie der ai— Wert bestimmt.

- bei Riiden mit unterschiedlichem Ejakulatstatus
Die Ejakulate von 68 Ruden aus der gemischten Ridenpopulation wurden am Anteil
morphologisch abweichender Spermien (< 30% MAS, > 30 — 60% MAS, > 60% MAS)

in Normospermie (n=37), Dysspermie (n=19) und Pathospermie (n=12) unterteilt

- bei Riiden mit Normospermie und unter Beriicksichtigung von mdglichen
Rasseunterschieden

In diese Untersuchung flossen die Ergebnisse der Riden mit Normospermie (total
n= 37) ein. Fur die Beurteilung mdglicher Rasseunterschiede wurden 8 Foxterrier
Ruden, 6 Retriever (4 Labrador Retriever und 2 Golden Retriever) und 3 Deutsche
Doggen untersucht. Diese 3 Rassen wurden auch gewahlt, um den DFI (%)- und die

at- Werte bei einer kleinen, mittelgro3en und grof3en Rasse zu beurteilen.

3.1.2.3.2 Untersuchung von Zusammenhdngen zwischen der Spermien-

chromatinstruktur und ausgewahliten konventionellen Ejakulat-parametern

Von den 68 Riden der gemischten Ridenpopulation wurde je ein Ejakulat (n=68) in
die Untersuchung einbezogen. Es wurden die DFI- Werte (%) und die ar-Werte mit

folgenden Parametern in Beziehung gesetzt:



42

Eigene Untersuchungen

Vorwartsmotiler Spermien (%)

(mikroskopische Schatzung, Vmot, n=68; computergestiitzte Motilitdtsanalyse,
CMA, n=51)

Membrangeschédigter Spermien (%)

(Propidium-lodid-Farbung, n=55; Lebend-Tod-Farbung mit Eosin, n=13)
Morphologisch abweichender Spermien (MAS) (%)

Spermien mit Kopfkappenverénderungen (insgesamt, KK) (%)

Spermien mit sekundéren Kopfkappenveranderungen (%)

(geschwollener apikaler Rand, Akrosom in Ablésung, abgeldstes Akrosom)
Spermien mit persistierenden Cytoplasmatropfen (%)

(proximale und distale Cytoplasmatropfen, pPlI, dPI)

Spermien mit Veranderungen am Hals, Haupt- und Endstiick (Hals, HaEnd)

(%)

Ferner erfolgte eine Klassifizierung

verschiedener Parameter nach der

Ejakulatbeschaffenheit, um die DFI- Werte (%) und die a-Werte gemald Tabelle 1

miteinander verglichen.

Tabelle 1: Vergleich von DFI (%) und a; nach der Beschaffenheit verschiedener

Parameter

Vmot < 60% (n= 10)

Vmot > 60% (n= 58)

DFI (%), a; DFI (%), a;
CMA < 60% (n= 12) CMA > 60% (n= 12)
DFI (%), a; DFI (%), a;

MAS < 30% (n= 37) MAS > 30 - 60% (n= 19)
DFI (%), a; DFI (%), a;
MAS > 30 - 60% (n= 19) MAS > 60% (n= 12)
DFI (%), a; DFI (%), a;
MAS < 30% (n= 37) MAS > 60% (n= 12)
DFI (%), a; DFI (%), a;
KK < 10% (n= 56) KK > 10% (n= 12)
DFI (%), a; DFI (%), a;

Kopf < 5% (n=53)
DFI (%), a;

Kopf > 5% (n=53)
DFI (%), a;
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pPl < 10% (n=53) pPL > 10% (n= 15)
DFI (%), a; DFI (%), a;

dPI £ 10% (n=61) dPL > 10% (n=7)
DFl (%), a; DFI (%), a;

Hals < 10% (n=44) Hals > 10% (n=24)
DFI (%), a; DFI (%), a;

HaEnd < 10% (n=60) HaEnd > 10% (n=8)

DFI (%), a; DFI (%),

3.1.2.3.3 Untersuchung des Einflusses externer Faktoren auf die Spermien-
chromatinstruktur

An vier institutseigenen Beagle-Ruden wurden der Einfluss der AulRentemperatur
und der Einfluss einer hohen Samenentnahmefrequenz untersucht. Da Uber einen
ldngeren Zeitraum mehrere Ejakulate eines Riden gewonnen wurden, konnten auch
intraindividuelle Schwankungen im Prozentsatz chromatindefekter Spermien

Uberprift werden.

In Zeitraum von April bis Dezember 2005 wurden pro Rude zwei Ejakulate pro Monat
im Abstand von 14 Tagen gewonnen, biologisch untersucht und der Anteil an
chromatindefekten Spermien (DFI %) und der a-Wert bestimmt. Dabei wurden von

zwei Riden je 16 und von je einem Ruden je 17 oder 18 Ejakulate erfasst.

Zur Ermittlung mdglicher Temperatureinflisse auf die Spermienchromatinstruktur
wurde am Zwinger der Beagle ein handelsublicher Au3enthermometer installiert und
von Mitte April bis Ende Dezember 2005 taglich die AuRRentemperatur zwischen
11.30 Uhr und 14.00 Uhr abgelesen und notiert.

Nach einer dreiwdchigen Sexualkarenz wurden die Riden vom 16.01. bis
02.02.2006 einmal taglich zur Samenentnahme herangezogen.

Nach einer erneuten geschlechtlichen Ruhephase vom 02.02. bis 13.03.2006 wurden
im Abstand von 3 Tagen zwei Ejakulate gewonnen und wie oben beschrieben

untersucht.
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3.2 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit dem Statistikprogramm SAS® (Statistical Analysis
System®, SAS Institute Inc., Version V 8.3 fir Windows, Cary, North Carolina, USA).
im Institut fir Biometrie, Epidemiologie und Informationsverarbeitung der Stiftung

Tierarztliche Hochschule Hannover ausgewertet.

Zur Beurteilung der Spermienchromatinstruktur von Riden mit unterschiedlichem
Ejakulatstatus wurden jeweils die Mittelwerte der DFI (%)— und der a-Werte fur
Normo- und Dysspermie, Normo- und Pathospermie und Dys- und Pathospermie
verglichen. Fur diesen Vergleich wurde eine 1- faktorielle Varianzanalyse fir

unabhangige Stichproben (Prozedur GLM) durchgefihrt.

Fir den Vergleich der Spermienchromatinstruktur (DFI %) von Riden

unterschiedlicher Rassen mit Normospermie wurde der Wilcoxon- Test angewendet.

Der Zusammenhang der DFl (%) und der o-Werte mit ausgewahlten
spermatologischen Parametern wurde mit dem Rang- Korrelationskoeffizienten nach
Spearman beurteilt. Die DFI (%)- und der a-Werte der Ejakulatparameterklassen
wurden gemdal Tabelle 1 unter Durchfiuhrung des Wilcoxon- Tests miteinander

verglichen.

Die Auswertungen der Untersuchungen an den vier Beagle-Ruden (3.2.7) erfolgten
deskriptiv. an Hand von Graphiken. Die Beurteilung eines mdglichen
Temperatureinflusses auf den Anteil chromatininstabiler Spermien wurde fir jeden
Ruden im Zusammenhang mit der Spermiengesamtzahl (SGZ), dem Anteil
morphologisch abweichender Spermien, dem Anteil proximaler und distaler
Cytoplasmatropfen  beschrieben. Der Einfluss einer hoch frequenten
Samenentnahme auf den Anteil chromatininstabiler Spermien wurde jeweils im

Zusammenhang mit der Spermiengesamtzahl, dem Anteil morphologisch
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abweichender Spermien, dem Anteil proximaler und distaler Cytoplasmatropfen
beurteilt.
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4. Ergebnisse

4.1 Spermienchromatinstatus innerhalb einer gemischten Riidenpopulation

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI%) in der gemischten
Rudenpopulation von 68 Tieren betrug 5,5+8,5% bei einer Variationsbreite von 0,5

bis 57,5%. Der ai-Mittelwert war 204,7+14,7 (185,1 - 260,7) (Tabelle 2).

Tabelle 2:  Chromatininstabile Spermien (DFI%) und o-Werte innerhalb einer

gemischten Riadenpopulation mit unterschiedlichem Fertilitatsstatus

n= 68 mean +SD min max
DFI (%) 5,5 8,5 0,5 57,5
o} 204,7 14,7 185,1 260,7

4.2 Spermienchromatinstatus bei Riiden mit unterschiedlichen Ejakulatstatus

Zum Vergleich des Anteils chromatininstabiler Spermien bei den 37 Riden mit
Normospermie (2,7+2,4%, 0,5 — 10,4%) wurde bei Riden mit Dysspermie (n=19) ein
DFI- Wert von 6,245,7% (0,9 — 22,9%) und bei Riden mit Pathospermie (n=12)
12,94£16,8% (0,6 — 57,5%) ermittelt (Abbildung 3). Die DFI- Werte (%) der Ejakulate
mit Normospermie und Dysspermie unterschieden sich von denjenigen der Ejakulate

mit Pathospermie signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 3:Mittlerer Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) (xSD) bei Riden
mit Normo-, Dys- und Pathospermie. Die Zahlen in den Saulen geben die
Variationsbreite  wieder. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede (p < 0,05) an.

Es wurden folgende ai-Werte ermittelt: bei den Riiden mit Normospermie 202,4+10,2
(189,6 — 235,5), mit Dysspermie 204,6+15,9 (185,1 — 249,4) und bei Riden mit
Pathospermie 212,0+22,1 (188,1 — 260,7) (Abbildung 4). Die a--Werte unterschieden

sich nicht signifikant.
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Abbildung 4: Mittlere a-Werte (£SD) bei Riiden mit Normo-, Dys- und Pathospermie.

Die Zahlen Uber den Saulen geben die Variationsbreite wieder.

4.3 Spermienchromatinstatus in Ejakulaten mit Normospermie und unter

Beriicksichtigung mdéglicher Rasseunterschiede

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien lag bei allen Ruiden mit
Normospermie (n=37) bei 2,7+2,4%, in der gemischten Riudenpopulation (n=20) bei
2,412,8% und in der Kontroligruppe aus 40 Beagle-Riden mit Normospermie bei
2,7£1,5%. Bei den Foxterriern (n=8) wurden 3,412,6%, bei den Retrievern (n=6)
3,3£0,8%, und bei den Doggen (n=3) 2,1£0,1% chromatininstabile Spermien
nachgewiesen (Abbildung 5). Zwischen den Gruppen lagen keine signifikanten

Unterschiede vor.
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Abbildung 5:Mittlerer Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) (xSD) bei Riden
unterschiedlicher Rassen mit Normospermie. Die Zahlen Uber den Saulen geben die

Variationsbreite wieder.
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Abbildung 6: Mittlere a-Werte (xSD) bei Riden unterschiedlicher Rassen mit

Normospermie. Die Zahlen Gber den Sdulen geben die Variationsbreite wieder.

In der gemischten Rudengruppe (n=20) betrug der a-Wert 202,2+12,5, bei den
Foxterriern (n=8) 202,815,8, den Retrievern (n=6) 205,64+8,1 und den Doggen (n=3)
196,3+3,5 (Abbildung 6). Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht

signifikant. Fur die Beaglekontrollgruppe lagen keine a-Werte vor.

4.4 Zusammenhdnge zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien

und ausgewadhlten spermatologischen Parametern

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien von 4,5£6,9% (n=108) und der
mittlere a-Wert von 204,72+14,7 (n=68) waren signifikant miteinander korreliert
(r=0,6002, p< 0,001).

In Tabelle 3 sind die ausgewahlten spermatologischen Parameter mit deren

Mittelwerten und Standardabweichungen sowie deren Minimal- und Maximalwerten
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aufgelistet. Die jeweiligen Korrelationen mit dem Anteil chromatininstabiler Spermien
sind in Tabelle 4 dargestellt.

Zwischen dem Anteil chromatininstabiler ~Spermien und dem Anteil
vorwartsbeweglicher Spermien (Vmot 75,7+18,6%, CMA 78,0+22,0%) bestand eine
signifikante negative Korrelation (Vmot: r= -0,3106, p< 0,01; CMA: r= -0,4560, p<
0,001). Der ar-Wert war mit dem computergestitzt ermittelten Anteil vorwartsmotiler

Spermien negativ korreliert (r = -0,3097, p< 0,05).

Der Anteil membrangeschédigter Spermien (MgS) lag im Mittel bei 16,9+23,9% und
der Gesamtanteil an morphologisch abweichenden Spermien (MAS)bei 33,7+£23,9%.
Beide Parameter korrelieren signifikant positiv mit dem Anteil chromatininstabiler
Spermien (DFI %) (MgS: r= 0,4070, p< 0,001; MAS: r= 0,4550, p< 0,0001). FUr den

a-Wert bestand fir diese Parameter keine Korrelation.

Der mittlere Gesamtanteil an Spermien mit verédnderter Kopfkappe betrug 6,7+8,2%.
Dabei handelte es sich  durchschnittlich um 5,2t7,7%  sekundéare
Kopfkappenveranderungen. Der Anteil an Kopfverédnderungen (%) lag bei 4,3+3,0%.

Der Prozentsatz an Spermien mit veranderter Kopfkappe zeigte eine signifikante
Korrelation mit dem Prozentsatz chromatininstabiler Spermien (r= 0,5465,
p< 0,0001). Die Korrelation des ar-Wertes mit dem Anteil kopfkappengeschadigter
Spermien lag an der Signifikanzgrenze (r= 0,2376, p= 0,0511). Ferner zeigte der
Anteil chromatininstabiler Spermien eine signifikante Korrelation mit dem Prozentsatz
an Spermien mit sekundaren Kopfkappenverdnderungen (r= 0,5622, p< 0,001). Far
diesen Parameter bestand auch ein Zusammenhang mit dem oai-Wert (r= 0,24774,
p< 0,05).

Der Anteil an Spermien mit Kopfverdnderungen war mit dem Anteil

chromatininstabiler Spermien signifikant korreliert (r= 0,2477, p< 0,05).

Der mittlere Anteil an Spermien mit proximalen Cytoplasmatropfen betrug 7,4+13,0%
und distalen Cytoplasmatropfen 3,7+6,7%. Beide Parameter waren weder mit dem

Anteil chromatininstabiler Spermien (%) noch mit dem a-Wert korreliert.
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Der Prozentsatz an Spermien mit Halsverdanderungen lag bei durchschnittlich
13,0+16,7%, mit Verdanderungen am Haupt- und Endstick 5,3+2,5%. Der Anteil
chromatininstabiler Spermien, nicht aber der ar-Wert, korrelierte mit dem Anteil an
Spermien mit Halsverdnderungen (r= 0,3296, p< 0,01). Bei den Halsveranderungen
handelte es sich hauptsachlich um Halsbriiche sowie par- oder retroaxiale
Schwanzansatze. Der Anteil an Spermien mit Verdnderungen am Haupt- und
Endstlick korrelierte mit dem Prozentsatz chromatininstabiler Spermien (r= 0,2551,
p< 0,05), aber nicht mit dem a-Wert.
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Tabelle 3: Mittlere Anteile(xSD) chromatininstabiler Spermien, a--Werte sowie Anteile

vorwartsbeweglicher Spermien, membrangeschadigter Spermien und morphologisch

abweichender Spermien sowie deren Variationsbreite (min — max)

n mean iSD min max
DFI 108 4,5 6,9 0,5 57,5
Ot 68 204,7 14,7 185,1 260,7
SGZ 68 512,5 31,0 31,0 2220,0
Vmot 68 75,7 18,6 0,0 95,0
CMA 51 78,0 22,0 21,0 99,1
MgS 68 16,9 23,9 2,0 94,0
MAS 68 33,7 23,9 50 96,0
KK 68 6,7 8,2 0,0 44,0
KKs 68 5,2 7,7 0,0 44,0
Kopf 68 4,3 3,0 0,0 36,0
Hals 68 13,0 16,7 0,0 77,5
pPI 68 7,4 13,0 0,0 77,5
dPI 68 3,7 6,7 0,0 30,0
HaEnd 68 53 2,5 0,5 57,5
DFI (%) = Chromatininstabiler Spermien (%)
a-T = a¢- Wert
SGZ = Spermiengesamtzahl (x 10°)
Vmot = vorwartsmotile Spermien (geschatzt)(%)
CMA = vorwartsmotile Spermien (CMA)(%)
MgS = membrangeschadigter Spermien (%)
MAS = morphologisch abweichender Spermien (%)
KK = Spermien mit Kopfkappenveranderungen (%)
KKs = Spermien mit sekundéren Kopfkappenveranderungen (%)
Kopf = Spermien mit Kpfveranderungen (%)
Hals = Spermien mit Halsverdnderungen (%)
pPI = Spermien mit proximalem Cytoplasmatropfen (%)
dPlI = Spermien mit distalem Cytoplasmatropfen (%)
HaEnd = Spermien mit Haupt- und Endstuckveranderungen (%)
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Tabelle 4:  Korrelationen des DFI (%) und des a. Wertes mit klassischen
Ejakulatparametern
DFI r p o r p
Ot 0,6002 | <0,001
SGZ n.s. SGZ n.s.
V- mot -0,3106 | <0,01 V- mot n.s.
CMA - 0,4560 | <0,001 CMA - 0,3097 | <0,05
Membrangeschid.Spermien | 0,4070 <0,001 | Membrangeschad.Spermien n.s.
MAS 0,4550 | p<0,0001 MAS n.s.
Kopfkappe 0,5465 | <0,0001 Kopfkappe 0,2376 | 0,0511
Sek. Kopfkappe 0,5622 <0,001 Sek. Kopfkappe | 0,2477 | <0,05
Kopf 0,2407 <0,05 Kopf n.s.
Hals 0,3296 <0,01 Hals n.s.
Prox. Cytoplasmatr. n.s. Prox. Cytoplasmatr n.s.
Dist. Cytoplasmatr. n.s. Dist. Cytoplasmatr. n.s.
Haupt- u. Haupt.- u.
Endstiickver. 025911 <0.05 Endstiickver. s

r =

p = p- Wert

>
@
I

nicht signifikant

Spearman’s Rang- Korrelationskoeffizient

Die Unterschiede von DFI (%) und a; zwischen definierten Unterschieden der

Ejakulatbeschaffenheit sind in Tabelle 5 dargestellt.

Der DFI (%) und a- Wert war in Ejakulaten mit <60 % und >60 % vorwartsmotiler

Spermien (geschatzt und computergestitzt ermittelt) signifikant unterschiedlich.

Bei der Klassifizierung der Ejakulate nach dem Anteil morphologisch abweichender
Spermien in MAS <30 % (n = 37), MAS >30 - 60 % (n= 19) und MAS >60 % (n= 12)

wurde ein signifikanter Unterschied im Anteil chromatininstabiler Spermien zwischen
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MAS <30 % und MAS >60 % (p< 0,001) sowie zwischen MAS >30 - 60% und MAS >
60% (p< 0,05) festgestellt. Die ar- Werte unterschieden sich diesbeziglich nur
zwischen MAS <30 und MAS >60 % (p< 0,05) signifikant.

Bei Ejakulaten mit <10 % und >10 % Kopfkappenverdnderungen lag ein signifikanter
Unterschied jeweils in den Anteilen chromatininstabiler Spermien (p< 0,01) und den
a- Werten (< 0,05) vor.

Der Prozentsatz an DFI- Spermien unterschied sich in Ejakulaten mit <5 % und >5 %
Kopfverédnderungen signifikant (p< 0,05). Zwischen den o Werten lag kein

signifikanter Unterschied vor.

Zwischen den Ejakulaten mit <10 % und >10 % an proximalen und distalen
Cytoplasmatropfen bestand bezlglich des DFI (%)- und des a- Wertes kein

Unterschied.

In Ejakulaten mit <10 % Halsverdnderungen war der Anteil an DFI- Spermien
signifikant geringer als in Ejakulaten, in welchen >10 % der Spermien

Halsveranderungen aufwiesen (p< 0,05).

In Ejakulaten mit <10 % und >10% Haupt- und Endstickverdnderungen lag kein
Unterschied zwischen den Anteilen chromatininstabiler Spermien und den ai Werten

vor.
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Tab. 5:Unterschiede der DFI- und ai-Werte in Bezug auf definierte Ejakulatmerkmale

Vmot < 60% (n=10)

Vmot > 60% (n= 58)

37,5+18,8% 81,9+9,3%
DFI (%):14,5%17,9 DFI1 (%):4,0%4,3% DFI (%): p< 0,001
0:216,06+24,85 04:202,8+11,5 ai:< 0,01
CMA < 60% (n=12): CMA > 60% (n= 12):
43,4+14,0% 88,81+8,1%
DFI (%):15,4%16,5% DFI (%): 3,2%2,6% DFI (%): p< 0,0001
0:217,13+24,25 a¢:201,7+£11,5 aq: p< 0,01
MAS < 30% (n= 37): MAS > 30 - 60% (n= 19):
15,617,0% 42,7+7,5%
DFI (%):2,7%2,4% DFI (%):6,2%%5,7% DFI (%): n.s.
0::202,40+10,19 04:204,6+15,9 ag: n.s.

MAS > 30 - 60% (n= 19):

MAS > 60% (n= 12):

42,7+7,5% 75,1£10,6%
DFI (%):6,2%%5,7% DFI (%):12,9%%16,9 DFI (%): p<0,05
01:204,6+15,9 01:212,0+22,1 Ot Nn.s.
MAS < 30% (n= 37): MAS > 60% (n= 12):
15,617,0% 75,1%10,6%
DFI (%):2,7%£2,4% DFI (%):12,9%%16,9 DFI (%): p< 0,001
01:202,4+10,2 01:212,0+22,1 a¢: p< 0,05
KK =10% (n= 56): KK > 10% (n= 12):
3,7+2,6 21,3+10,8%
DFI (%):3,5%3,7% DFI (%): 14,7%10,8% DFI (%): p< 0,0001
01:202,3£11,9 01:216,03+£20,99 o p< 0,05
Kopf < 5% (n= 53): Kopf > 5% (n= 15):
2,241,4% 11,649,3%
DFI (%): 4,1%£5,0% DFI (%): 10,3%15,0% DFI (%): p< 0,05
01:203,4+13,3 01:209,5+18,8 Ot Nn.s.
pPl £ 10% (n= 53): pPL > 10% (n= 15):
2,5+£2,9% 24,7£19,2
DFI (%):4,7%5,9 DFI (%):8,3%14,4% DFI (%): n.s.
0::205,1£13,3 0::203,5+19,6 ai: n.s.
dPIl £10% (n= 61): dPL > 10% (n=7):
1,712,1 21,4+7,1%
DFI (%):5,5+8,6 DFI (%):5,6%8,1 DFI (%): n.s.
01:204,0,+14,0 01:211,4+20,4 Q¢ N.Ss.
Hals £ 10% (n= 44): Hals > 10% (n= 24):
3,9+3,2% 29,5+£18,9%
DFI (%): 3,7£4,9% DFI (%): 8,8%12,2% DFI (%): p<0,05
ar: 204,5£13,2 01:205+17,5 Ot N.s.
HaEnd < 10% (n= 60): HaEnd > 10% (n= 8):
2,8+2,2% 24,4+10,0
DFI (%):5,0£8,4% DFI (%):8,9%9,5% DFI (%): n.s.
0::203,6 +13,6 0¢:213,3120,3 a¢ n.s.




Ergebnisse 57

4.5 Beeinflussung der Spermienchromatinstruktur durch externe Faktoren

4.5.1 Individuelle Schwankungen des Prozentsatzes chromatininstabiler

Spermien

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien aus den von April bis Dezember
2005 gewonnenen Ejakulaten betrug bei Beagle 1: 0,9+0,5 %, bei Beagle 2: 1,3+0,4
%, bei Beagle 3: 4,611,0% und bei Beagle 4: 0,7+0,4% (Abbildung 7). Aus den

Ergebnissen werden intra- und interindividuelle Schwankungen deutlich.

6 3,674
5
4 |
<
- 3
L
a
5 . 0,7 -2,1
0,5-1,7 '|'
- | 0.4-1,1
T
n=18 n=17 n=16 n=16
0
Beagle 1 Beagle 2 Beagle 3 Beagle 4

Abbildung 7: Mittlerer Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) in Ejakulaten von
4 Beagle-Ruden von April bis Dezember 2005. Die Zahlen Uber den Sdulen geben

die Variationsbreite wieder.

Der a--Wert von Beagle 1 betrug 195,943,5, von Beagle 2 190,7+3,7, von Beagle 3
191,844,2 und von Beagle 4 193,5+3,1 (Abbildung 8) Damit sind die
intraindividuellen Schwankungen als gering zu beurteilen, jedoch bestehen deutliche

interindividuelle Unterschiede. Ferner fallt auf, dass Beagle 3 den héchsten Anteil
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chromatininstabiler Spermien besitzt, der mittlere ar-Wert sich jedoch im niedrigen
Bereich befindet.

202

190,4 — 206,5
200

189,2 — 199,3
198

185,1 - 198,4
106 185.2 — 195.6 T

194 -

of"

192 -

190

188 -
n=18 n=17 n=16 n=16

186

Beagle 1 Beagle 2 Beagle 3 Beagle 4

Abbildung 8:Mittlere ai- Werte in Ejakulaten von 4 Beagle-Riden von April bis

Dezember 2005. Die Zahlen Gber den Sdulen geben die Variationsbreite wieder.

4.5.2 Einfluss jahreszeitlicher Temperaturschwankungen

In den Abbildungen 9 und 10 ist der Einfluss jahreszeitbedingter

Temperaturunterschiede auf den Chromatinstatus von 4 Beagle-Riden anhand des

Anteils chromatininstabiler Spermien (DF1%) und der a-Werte dargestellt.
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Abbildung 9: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) in Ejakulaten von 4
Beagle-Ruden von April bis Dezember 2005 in Zusammenhang mit der téglichen

Tagestemperatur (°C).

Am Verlauf der Temperaturkurve ist zu erkennen, dass die mittleren
Tagestemperaturen im April zunéchst anstiegen, im Mai und Juli ihre héchsten
Werte erreichten und ab September wieder kontinuierlich abnahmen. Die
Hoéchsttemperatur von 35,0°C wurde am 27.05. und 13.07.05 registriert

Die héchsten mittleren Monatstemperaturen bestanden im Mai mit 19,3 °C, im Juni
mit 22,5°C, im Juli mit 24,8°C und im August mit 21,4°C.

Der Anteil chromatininstabiler Spermien bei Beagle 1 variierte von 0,5 (13.04. und
19.10.) bis 2,0 % (02.11.) und die Spermiengesamtzahl (SGZ x 106) von 297,5 x 10°
(25.05.) bis 1312,3 (14.12.). Der Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS
%) zeigte bei diesem RlUden eine Variationsbreite von 9,5 (22.06.) bis 20,0 %
(14.12.). Der Anteil an Spermien mit proximalem Cytoplasmatropfen schwankte von
0,0 (31.8.) bis 5,5 % (22.06. und 20.07.) und der Anteil an Spermien mit distalem
Cytoplasmatrofen von 0,0 (11.05.) bis 9,0 % (14.12.) (Abbildung 10).



60 Ergebnisse

a)

2,5 |E2DFI BmSGZ +°C] 30
+25
+20

}
o
0, Jnjesadwa |

MO B O 6 AT A D% O O O R

DTRT P77 DT 0 2T 7 )7 N o) q/\b IR

b)

25 [CJ DFI B MAS —+°C] 30

20 | - 25
S
< 0 o
(2]
< | ()
2 15 g
T o
5 Sg,
£ 10 1 3
e 0©
[m)

5,

O,

YO o (& O A A & @ O (O QNN O W
Q7N @7 07 97 o @7 N m.\g.q’.\@.m\‘,.

c)
10 74{IZIDFI [ prox. Cytopl. Il dist. Cytopl. =+°C }77 30
Rude 1

9,,
SEPY [ 2
5
S 1 L 20 ¢
5 61 5
£ 2
& 5 H15 3
8. Q.
S 4 5
o L 10 +
g 3
5 2 5

1,

0 - + 0

x o 0 & o A A > O O SR TN
PR 7 0 g @t oY & g ¥ g N

Abbildung 10: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
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(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Ride 1

Bei Beagle 2 variierte der Anteil chromatininstabiler Spermien von 0,7 (08.09. und
02.11.) bis 2,1 % (28.04.) und die Spermiengesamtzahl von 195 x10° (28.04.) bis
1650 x10° (14.12.). Der Anteil morphologisch abweichender Spermien lag in diesem
Untersuchungszeitraum zwischen 14,0 (13.07.) und 65,0 % (30.05.). Der Anteil
proximaler Cytoplasmatropfen variierte von 1,0 (27.07.) bis 38,5 % (22.06.) und der
Anteil distaler Cytoplasmatrofen von 0,0 (10.08.) bis 16,0 % (02.12.) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-

zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
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(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Ride 2

Bei Beagle 3 lagen die DFI- Werte auf einem insgesamt h&éheren Niveau mit
Schwankungen von 3,6 (17.08.) bis 7,4 % (26.10.). Die drei héchsten DFI- Werte
wurden bei Beagle 3 am 15.06. (5,8 %), 29.09. (5,3 %) und 26.10. (7,4 %)
gemessen. Die Spermiengesamtzahl variierte bei diesem Ruden von 84 x 10°
(12.05.) bis 1696,5 x 10° (08.09.), und der Anteil morphologisch abweichender
Spermien von 15,5 (03.08.) bis 57,5 % (20.07.). Der Anteil an Spermien mit
proximale Cytoplasmatropfen schwankte von 0,0 (17.8.) bis 26,5 % (20.07.) und der
Anteil distaler Cytoplasmatrofen von 0,0 (12.05. und 21.12.) bis 5,5 % (27.04.)
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
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(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Rude 3

Bei Beagle 4 wurde ein Anteil chromatininstabiler Spermien von 0,6 (09.06., 31.08,
29.09. und 26.10.) bis 1,1 % (17.05.) gemessen. Die Spermiengesamtzahl
schwankte von 572 x 10° (19.08.) bis 1605,5 x 10° (31.05.). Der Anteil morphologisch
abweichender Spermien variierte von 6,0 (08.09.) bis 31,5 % (31.05. und 09.06.). Die
Variationsbreite des Anteils proximaler Cytoplasmatropfen lag zwischen 1,5 (08.09.)
bis 26,0 % (31.05.) und der Anteil distaler Cytoplasmatrofen zwischen 0,0 (16.06.,
26.10., und 21.12.) und 4,5 % (09.06.) (Abbildung13).
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Abbildung 13: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
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(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Ride 4
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Abbildung 14: a-- Werte in Ejakulaten von 4 Beagle-Riden von April bis

Dezember 2005 in Zusammenhang mit der taglichen Tagestemperatur (°C).

Die ar-Werte wiesen bei allen 4 Beagle- Riden keine temperaturabhdngigen
Unterschiede auf (Abbildung 14). Bei Beagle 1 wurden ai-Werte von 190,4 (06.07.05)
bis 206,5 (15.11.), bei Beagle 2 von 185,2 (06.10.) bis 195,6 (17.05., 22.09.), bei
Beagle 3 von 185,1 (27.04.05) bis 198,4 (29.09.) und bei Beagle 4 von 189,2 (26.10.)
bis 199,3 (09.06.05, 25.11.) gemessen.
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4.5.3 Einfluss einer hochfrequenten Samenentnahme auf den Spermienchro-
matinstatus

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien in Ejakulaten die im Abstand von 24
Stunden Uber einen Zeitraum von 18 Tagen (16.01.-02.02.2006) gewonnen wurden
betrug bei Beagle 1: 1,5£0,5 % (0,8 - 2,6%). Der héchste DFI- Wert von 2,6 % wurde
am 12. Samenentnahmetag gemessen. Die mittlere Spermiengesamtzahl betrug bei
diesem Ruden 322,9+201,1 x 10° [48,8 x 10° (24.01.) bis 836,0 x 10° (16.01.)]. Am
letzten Untersuchungstag betrug die Spermiengesamtzahl 481 x 10°. Der mittlere
Anteil morphologisch abweichender Spermien lag bei 31,2+11,0 % [13,0 % (26.01.)
bis 58,5% (29.01.06)]. Am letzten Samenentnahmetag wurden 39,0 %
morphologisch abweichende Spermien im Ejakulat festgestellt. Die mittleren Anteile
proximaler und distaler Cytoplasmatropfen betrugen 11,71£5,3 % und 4,9+8,5 %. Die
Variationsbreite des Anteils proximaler Cytoplasmatropfen reichte von 5,0 % (26.01.)
bis 27,0 % (18.01.) und die des Anteils distaler Cytoplasmatropfen von 0,0 % (18.01.
und 26.01.) bis 35,5 % (29.01.). Am Tag der letzten Samenentnahme betrugen die
jeweiligen Anteile 9,5 % und 0,5 %. Nach einer sexuellen Ruhephase von 38 Tagen
lag der Anteil chromatininstabiler Spermien bei Beagle 1 am 13.03. bei 0,7 % und am
17.03. bei 0,4 %. Die Spermiengesamtzahl betrug an diesen Tagen 784 x 10° und
528 x 10°, der Anteil morphologisch abweichender Spermien 14,5 % und 19,0 %,
der Anteil proximaler Cytoplasmatropfen 3,0 % und 5,5 % und der Anteil distaler
Cytoplasmatropfen 3,0 % und 2,5 % (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Rude 1 bei taglicher Samenentnahme Uber einen Zeitraum von 18 Tagen (16.01. bis
02.02.) und nach 38-tagiger Sexualruhe (13. und 16.03.)

Bei Beagle 2 betrug der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien 1,1+0,2 % (0,8-
1,5 %). Der héchste DFI-Wert (1,5 %) trat am 7. Samenentnahmetag auf. Die mittlere
Spermiengesamtzahl lag bei 440+246,9 x 10°[154,7 x 10° ,(22.01.) bis 1352 x 10°
(17.01.05)] und am letzten Untersuchungstag wurden 480 x 10° Spermien im Ejakulat
gezahlt. Der mittlere Anteil morphologisch abweichender Spermien bei diesem Hund
wies 44,0£11,4 % mit einer Variationsbreite von 27,0 % (20.01.) bis 61,0 % (28.01.).
Am 18. Samenentanhmetag wurden 45,0 % morphologisch abweichender Spermien
festgestellt. Die mittleren Anteile proximaler und distaler Cytoplasmatropfen betrugen
23,0x11,4 % und 5,5t5,6 %. Die Variationsbreite des Anteils proximaler
Cytoplasmatropfen reichte von 7,5 % (20.01.) bis 43,5 % (17.01.) und die des Anteils
distaler Cytoplasmatropfen von 0,0 % (20.01.) bis 24,5 % (29.01.). Am Tag der
letzten Samenentnahme betrugen die jeweiligen Anteile 20,5 und 4,5 %. Nach der
38-tatigen Karenzzeit lag der DFI- Wert bei 1,3 % und 16 %, die
Spermiengesamtzahl bei 645 x 106 und 820,5 x 106, der Anteil morphologisch
abweichender Spermien bei 31,5 % und 26,5 %, der Anteil proximaler
Cytoplasmatropfen bei 7,0 % und 5,0 % und der Anteil distaler Cytoplasmatropfen
bei 1,0 % und 0,5 % (Abbildung16).
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Abbildung 16: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Rude 2 bei taglicher Samenentnahme Uber einen Zeitraum von 18 Tagen (16.01. bis
02.02.) und nach 38-tagiger Sexualruhe (13. und 16.03.)

Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien betrug bei Beagle 3 3,5+1,2 % (1,3
-5,3 %). Maximale DFI- Werte wurden am 2. (4,9 %), 14. (5,0 %) und 18.
Samenentnahmetag (5,3%) erreicht. Die Spermiengesamtzahl wies 283,9 x
10°+170,3 Spermien mit einer Variationsbreite von 52 x 10° (20.01.) bis 690 x 10°
Spermien (16.01.) auf. Am 18. Samenentnahmetag wurden 141 x 10° Spermien im
Ejakulat festgestellt. Der mittlere Anteil morphologisch abweichender Spermien lag
bei 42,6+13,1 % [18,0% (16.01.) bis 63,0 % (31.01.)]. Ein Anteil von 48 %
morphologisch abweichender Spermien wurde am letzten Samenentnahmetag
ermittelt. Die mittleren Anteile proximaler und distaler Cytoplasmatropfen betrugen
20,8+10,6 % und 3,3+3,4 % und deren Variationsbreite 1,5% (16.01.) bis 38,0 %
(31.01.) und 0,0 % (16. und 25.01.) bis 13,5 % (31.01.). Am 02.02. (letzter Tag der
Samenentnahme) lagen die Anteile proximaler und distaler Cytoplasmatropfen bei
25,0 % und 3,0 %. Nach der 38-tagigen Samenentnahmepause betrug der DFI- Wert
3,6 % und 3,8 %, die Spermiengesamtzahl bei 1016 x 10° und 409,4 x 10°, der Anteil
morphologisch abweichender Spermien bei 15,5 % und 34,5 %, der Anteil proximaler
Cytoplasmatropfen bei 0,5 % und 11,0 % und der Anteil distaler Cytoplasmatropfen
0,5 % und 11,0 % (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
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(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Rude 3 bei taglicher Samenentnahme tber einen Zeitraum von 18 Tagen (16.01. bis
02.02.) und nach 38-tagiger Sexualruhe (13. und 16.03.)

Beagle 4 zeigte von allen vier Riden die niedrigsten Anteile chromatininstabiler
Spermien (0,8+0,7 %) mit einer Variationsbreite von 0,7 bis 1,4 %. Der héchste DFI-
Wert wurde am 3. Samenentnahmetag festgestellt. Die mittlere Spermiengesamtzahl
betrug 394+195,1 x 10° [66 x 10° (28.01.) bis 855 x 10° (16.01.)]. Am 02.02. lag die
Spermiengesamtzahl bei 437,5 x 10°. Der mittlere Anteil morphologisch
abweichender Spermien betrug 16,2+8,6 % mit einer Variationsbreite von 6,0 %
(20.01. und 31.01.) bis 37,5 % (17.01.). Am 18. Samenentnahmetag wurden 15,0 %
morphologisch abweichender Spermien festgestellt. Die mittleren Anteile proximaler
und distaler Cytoplasmatropfen betrugen 9,7£7,5 % und 0,6£0,5 %. Die
Variationsbreite des Anteils proximaler Cytoplasmatropfen reichte von 1,0 % (20.01.)
bis 25,5 % (17.01.) und die des Anteils distaler Cytoplasmatropfen von 0,0 % (17..
24.. und 25.01.) bis 1,5 % (22. und 28.01.). Am Tag der letzten Samenentnahme
betrugen die jeweiligen Anteile 9,5 und 0,5 %. Nach 38-tagiger geschlechtlicher
Ruhe betrug der DFI- Wert 1,0 % und 1,3 %, die Spermiengesamtzahl 1339,5 x 10°
und 333,8 x 10°, der Anteil morphologisch abweichender Spermien 7,5 % und 11,0
%, der Anteil proximaler Cytoplasmatropfen 0,0 % und 2,0 % und der Anteil distaler
Cytoplasmatropfen 0,0 % und 1,0 % (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Anteil chromatininstabiler Spermien (DFI %) und (a) Spermiengesamt-
zahl (SGZ x 10°), (b) Anteil morphologisch abweichender Spermien (MAS %) sowie
(c) Anteil an proximalen und distalen Cytoplasmatropfen (Cytoplasmatropfen %) bei
Rude 4 bei taglicher Samenentnahme Uber einen Zeitraum von 18 Tagen (16.01. bis
02.02.) und nach 38-tagiger Sexualruhe (13. und 16.03.)

Damit war keine eindeutige Tendenz einer Ab- oder Zunahme an chromatininstabilen
Spermien innerhalb des 18-tdgigen Zeitraums mit taglicher Spermagewinnung zu
erkennen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Anteil chromatininstabiler Spermien in Ejakulaten von vier Beagle-

Ruden bei einer Samenentnahme pro Tag vom 16.01. bis 02.02.06.

Die a- Werte der vier Beagle-Riuden lagen wéhrend des Untersuchungszeitraums
eng beieinander (Abbildung 20). Bei Beagle 1 betrug die Variationsbreite 186,0 bis
205,5, bei Beagle 2 184,0 bis 194,3, bei Beagle 3 182,7 bis 195,7 und Beagle 4
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189,5 bis 203,3. Die jeweiligen Werte nach 38-tdgiger Sexualkarenz betrugen
entsprechend 186,5 bei Beagle 1, 189,5 bei Beagle 2, 190,1 bei Beagle 3 und 189,9
bei Beagle 4.
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Abbildung 20: o+ Werte in Ejakulaten von vier Beagle-Riden bei einer

Samenentnahme pro Tag vom 16.01. bis 02.02.06.
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5. Diskussion

5.1 Material und Methode

Zur Untersuchung des Spermienchromatinstatus standen insgesamt 112 Riden zur
Verfigung, wahrend in die Studien von Biege (2004) und GARCIA- MACIAS et al.
(2006) 52 bzw. 27 Riden eingingen. Aus der Ridengruppe der vorliegenden Studie
wurde der Spermienchromatinstrukturassay bei 68 Tieren unterschiedlicher Rassen
und unterschiedlichen Alters durchgefiihrt, um die vermutete Heterogenitat des
Anteils chromatinistabiler Spermien in der Ridenpopulation zu Uberprifen. Ferner
erfolgte eine Unterteilung der Ejakulate in Normospermie (n=37), Dysspermie (n= 19)
und Pathospermie (n=12), um den Anteil chromatininstabiler Spermien bei Ruiden mit
unterschiedlichem Ejakulatstatus zu ermitteln und mit den Ergebnisse von Biege
(2004) zu vergleichen, die den Spermienchromatinstatus bei Riden mit Normo- und
Dysspermie fluoreszenzmikroskopisch erfasst hatte. Zur Beurteilung der erhobenen
SCSA®-Befunde diente eine homogene Gruppe von 40 einjahrigen, unter identischen
Bedingungen gehaltenen Beagle-Riuden mit Normospermie als Kontrollgruppe. Der
Frage nach mdglichen Rasseunterschieden im Spermienchromatinstatus wurde
durch den Vergleich des mittleren Anteils chromatininstabiler Spermien von
Ejakulaten mit Normospermie bei einer gemischten Ridenpopulation (n=20) sowie
bei Foxterriern (n=8), Retrievern (n=6) und Doggen (n=3) nachgegangen. Diese drei
Rassen wurden auch gewahlt, um einen méglichen Einfluss der Kérpergré3e auf den
Anteil chromatininstabiler Spermien erkennen zu kénnen.

Zur Beurteilung des Spermienchromatinstatus beim Riden als eigenstandigen
Ejakulatparameter wurden unter Einbeziehung von 68 Ejakulaten Korrelationen
zwischen dem DFI-Wert und den klassischen spermatologischen Parametern
untersucht. Zusatzlich wurden Unterschiede zwischen dem Anteil chromatininstabiler
Spermien und innerhalb der Ejakulatparameter gebildeten Untergruppen
herausgestellt, um ermittelte Korrelationen zwischen dem Anteil chromatininstabiler
Spermien und den jeweiligen Ejakulatparametern zu verdeutlichen. Darliber hinaus

wurde der Einfluss der Umgebungstemperatur und der Samenentnahmefrequenz auf
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den Spermienchromatinstatus an 4 klinikeigenen adulten Beagle-Riden, untersucht.
Trotz der z.T. geringen Gruppengrél3e (< 6 Tiere) war es méglich, durch deskriptive
Auswertung der Daten einheitliche Aussagen zu treffen.

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete durchflusszytometrische Methode
(SCSA®) ist nach EVENSON et al. (2002) die Methode der Wahl fir die Diagnose
und Prognose einer méannlichen Infertilitdt. Ein Vorteil dieses Tests gegenliber dem
von ACEVEDO (2001) und BIEGE (2004) eingesetzten fluoreszenzmikroskopischen
Verfahren sind die bereits 20 jdhrigen Erfahrungen basierend auf zahlreichen
Studien an Spermien diverser Tierarten und des Menschen. Ein weiterer Vorteil ist
die Mdglichkeit der durchflusszytometrischen Erfassung von 5000 bis 10000
Samenzellen pro Ejakulat im Gegensatz zur mikroskopischen Bewertung von nur
100 bis 200 Samenzellen. Des weiteren zeigen die Ergebnisse des SCSA® eine
héhere Reproduzierbarkeit (0,98 — 0,99) als die Ergebnisse zahlreicher anderer
spermatologischer Messmethoden. Nach SCHRADER et al. (1988) und EVENSON
et al. (1991) sind die SCSA®-Parameter Uber einen Zeitraum von 8 Monaten
konstanter als die Samenanalyseparameter der WHO. Der durchflusszytometrische
SCSA® wird als objektivstes und statistisch stabilstes Testverfahren im Rahmen der
Fertilitdtsdiagnostik angesehen (EVENSON et al. 2002). Beim Menschen wird der
SCSA® routinemaRig eingesetzt (EVENSON et al. 1999; SPANO et al. 1998;
LARSON et al. 2000; BUNGUM et al. 2004) und besitzt hier einen eigenstandigen
Stellenwert (EVENSON et al. 1980a; TEJADA et al. 1984; BALLACHEY et al. 1988;
SAKKAS u. TOMLINSON 2000). Der SCSA® wurde und wird bereits an mehreren
Haustierspezies durchgefuhrt. Beim Hund liegen bisher keine verldsslichen Daten
hinsichtlich des mittels SCSA® ermittelten Spermienchromatinstatus vor. Von
GARCIA-MACIAS et al. (2006) liegen Daten Uber den Chromatinstatus von
Nebenhodenkopf-, Nebenhodenkérper- und Nebenhodenschwanzspermien sowie
ejakulierten Spermien von 19 Hunden und von ejakulierten Spermien von 8 weiteren
Ruden jeweils einer mittelgroRen Rasse vor.

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde zusatzlich zum Anteil
chromatininstabiler Spermien (DFI %) der a+-Wert mitbestimmt. Nach EVENSON und
JOST (2000) wird das Ausmald der DNA-Denaturierung von dem errechneten ai-Wert
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[ai = (Rotfluoreszenz / Rotfluoreszenz + Grinfluoreszenz) x1000] beschrieben.
Dieser Wert wird von allen 5000 Zellen in der Probe gemessen und bildet die at-
Verteilung (Histogramm). Aus diesem Verteilungshistogramm wird dann der
Prozentsatz an Spermien mit erhéhtem DFI subjektiv als DFI (%) (friher COMP a;,
Cells Outside the Main Population) bestimmt. Nach EVENSON et al. (2002) besteht
eine neue Nomenklatur, so dass der Mittelwert von a; heute als mean DFI und die
Standardabweichung von a; (SDa:;) als SD DFI bezeichnet werden. In der
vorliegenden Studie wurde durchgehend der Begriff a; verwendet. Nach EVENSON
und JOST (2000) beschreibt die Standardabweichung von a; (SDa;) das Ausmal}
einer abnormalen Spermienchromatinstruktur innerhalb einer Population und der
Mittelwert von a; (xa;) weist auf die Bewegung und Tendenz in der ganzen
Zellpopulation hin. COMPa; (heute DFI) wurde als wichtigste Variable des SCSA fur
die Fertilitadtsbewertung festgelegt, wahrend SDa; die wichtigste Variable
toxikologischer Studien darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurden die a—Werte bei
jeder Einzeluntersuchung mitberiicksichtigt, um zu prifen, ob dieser Parameter
zuséatzliche Hinweise und Informationen in Bezug auf den Spermienchromatinstatus
bei Riden liefert.

In dieser Studie wurden die durchflusszytometrische Erfassung chromatininstabiler
Spermien in Anlehnung an das Protokoll von EVENSON und JOST (2000)
durchgefuhrt. Ferner wurden, um Schwankungen innerhalb des Messbereichs gering
zu halten, die zu untersuchenden Nativspermaproben schockgefroren und alle
Proben innerhalb eines kurzen Zeitraums gemessen und ausgewertet. Auf diese
Weise wurden Assay-bedingte Schwankungen vermieden. Zur zusétzlichen
Prazisierung der Ergebnisse wurden stets Doppelproben gemessen und daraus die
Mittelwerte berechnet. Ferner fand nach jeder 5. Doppelmessung jeweils eine
Kontrollmessung an einer Eberspermaprobe statt, um mdgliche Verfahrensfehler

erkennen und korrigieren zu kénnen.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Spermienchromatinstatus innerhalb einer gemischten Riidenpopulation

In einer gemischten Rudenpopulation (n= 68) wurde mit 5,5+8,5% (0,5 — 57,5%) ein
sehr variabler Anteil chromatininstabiler Spermien festgestellt. Der mittlere a-Wert
betrug 204,7 mit einer Standardabweichung von 14,7 (185,1 — 260,7). Fiur canine
Nebenhodenkopfspermien wurde ein Anteil chromatininstabiler Spermien von
7,1+£1,8% (n=19), fir Nebenhodenkdrperspermien von 6,1+4,0% (n=19) und flur
Nebenhodenschwanzspermien von 5,4+1,7% (n=19) ermittelt (GARCIA-MACIAS et
al. 2006). Der Chromatinstatus ejakulierter Spermien (n=8) betrug in derselben
Studie 6,5£3,0%. Auch beim Hengst wurde eine deutliche Heterogenitat im Anteil
chromatininstabiler Spermien von 1,8 — 41,3%, im Mittel 17,9% beschrieben (SIEME
et al. 2004). Eine mdgliche Ursache fir die gro3e Variationsbreite des Anteils
chromatininstabiler Spermien bei Riiden und Hengsten ist in dem unterschiedlichem
Fertilitdtsstatus der Einzeltiere infolge der fehlenden Selektion der Vatertiere auf
Fruchtbarkeit zu sehen. Diese Begrindung wird dadurch gestitzt, dass der
Spermienchromatinstatus bei Bullen bei 4,6+1,6% (2,3 — 9,9%) (LOHMER 2003) und
bei Ebern <5 % (ARDON 2005) betragt. Bei diesen beiden Nutztierspezies
unterliegen die ménnlichen Zuchttiere seit Jahrzehnten einer strengen Selektion im
Hinblick auf die Fertilitat.

5.2.2 Spermienchromatinstatus bei Riiden mit Normo-, Dys- oder Pathospermie

Nach EVENSON et al. (2002) ist ein Test zur Beurteilung der Fertilitat erst dann
sinnvoll, wenn gewahrleistet wird, dass Grenzbereiche sowohl fir fertile als auch fir
infertile Individuen vorliegen, deren Werte sich bestenfalls geringgradig Gberlappen
sollten. In der Literatur liegen nur wenige Daten Uber den Spermienchromatinstatus
beim Hund vor. In der vorliegenden Studie wurde bei Riden mit Normospermie ein
durchschnittlicher DFI- Wert von 2,7£2,4% (0,5 — 10,4%) und ein mittlerer a-Wert
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von 202,4+10,2 (189,6 — 235,5) ermittelt. Dieses Ergebnis wird durch den Anteil
chromatininstabiler Spermien einer homogenen Beaglekontrollgruppe (n=40) von im
Mittel 2,7%+1,5 (0,5 — 8,1%) bestéatigt. Die bei Riden mit Normospermie bestehende
Schwankungsbreite von 0,5 bis 10,4% kann einen mdglichen Grenzbereich beziglich
des Chromatinstatus fir Riden mit Normospermie darstellen. Nach EVENSON et al.
(2002) spricht beim Menschen ein DFI-Wert von < 15% flr einen sehr guten und ein
DFI- Wert von 15 bis 24% fur einen guten Fertilitdtstatus. Bei Riden mit Dysspermie
variierte der Anteil an chromatininstabilen Spermien von 0,9 bis 22,9% (Mittelwert
6,245,7%) und beim Vorliegen einer Pathospermie von 0,6 bis 57,5% (Mittelwert
12,9£16,8%). Trotz der groflen Schwankungsbreite der DFI- Werte bestanden
zwischen Ejakulaten mit Normospermie und Pathospermie sowie Dysspermie und
Pathospermie signifikante Unterschiede. Dagegen wiesen die ar-Werte hinsichtlich
des Ejakulatstatus keine signifikanten Unterschiede auf.

Mit Hilfe eines fluoreszenzmikroskopischen Spermienchromatinstruktur Assays
stellte BIEGE (2004) bei Normospermie einen mittleren Anteil chromatinistabiler
Spermien von 4,11£5,8% (n=17) und bei Dysspermie von 14,0£23,7% (n=29) fest. Die
Unterschiede waren jedoch wegen hoher Variabilitdt nicht signifikant. Auch bei
Ejakulaten von Katern und Hengsten wurde ein Unterschied zwischen dem Anteil
chromatininstabiler Spermien bei Normo- und Teratozoospermie festgestellt
(PENFOLD et al. 2003; THIEREN 2006). Nach EVENSON et al. (1980) war bei
Menschen, Mausen und Rindern und nach KENNEY et al. (1995) bei Pferden mit
guter Fertilitdt der Anteil chromatininstabiler Spermien geringer als bei Probanden,
bei denen eine Subfertilitét diagnostiziert worden war. Bei Bullen und Hengsten wird
ein oberer DFI- Grenzwert von ca. 25% in Bezug auf eine herabgesetzte Fertilitat
gesehen (BOCHENEK et al. 2001; LOVE 2005). Beim Schwein wurde eine
signifikante Abnahme der WurfgréRe bei einem DFI- Wert > 3% nachgewiesen
(BOE-HANSEN et al. 2008). In der vorliegenden Studie konnte weiterhin festgestellt
werden, dass bei 14 von insgesamt 19 Ejakulaten mit Dysspermie in Form einer
Teratozoospermie (MAS > 30 — 60%) und bei 8 von insgesamt 12 Ejakulaten mit
Pathospermie (MAS > 60%) die DFI- Werte < 10,4% lagen. Es kann somit beim

Vorliegen einer Dys- oder Pathospermie bzw. einer mittel- bis hochgradigen
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Teratozoospermie nicht in jedem Fall von einem erhéhten Anteil chromatininstabiler

Spermien im Ejakulat ausgegangen werden.

5.2.3 Spermienchromatinstatus in Ejakulaten mit Normospermie unter
Beriicksichtigung moéglicher Rasseunterschiede

Ein Einfluss der Rasse wie er nach GUENIAT VON COURROUX (1988) beim Rind
beschrieben wurde war in der vorliegenden Studie beim Hund nicht zu erkennen. Es
konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich des Anteils chromatininstabiler
Spermien in Ejakulaten von Foxterriern (3,4+2,6%), Retrievern (3,3+0,8%) und
Doggen (2,1+0,1%) festgestellt werden. Ebenso lag kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Spermienchromatinstatus dieser Rassen und der homogenen
Beaglegruppe (2,7£1,5%) vor. Aus diesen Ergebnissen kann der Rickschluss
gezogen werden, dass die KorpergrélRe bzw. das Koérpergewicht der Riden keinen

Einfluss auf den Spermienchromatinstatus hat.

5.2.4 Zusammenhidnge zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien

und ausgewadhlten spermatologischen Parametern

Uber einen méglichen Zusammenhang zwischen dem Chromatinstatus und den
klassischen spermatologischen Parametern liegen im Schrifttum widersprichliche
Ergebnisse vor. Bei der Betrachtung der eigenen Ergebnisse war erwartungsgemaf}
eine hohe positive Korrelation zwischen dem DFI (%) und dem a-Wert feststellbar
(p< 0,001), da der DFI-Wert (%) anhand der a+-Verteilung (Histogramm) bestimmt
wird. Bezuglich der Spermienmotilitdt und des Chromatinstatus ergaben sich
negative Korrelationen. Dabei war die Korrelation des Anteils chromatininstabiler
Spermien mit dem mittels CMA gemessenen Anteil vorwartsmotiler Spermien
deutlicher (p< 0,001) als mit dem mikroskopisch geschétzten Prozentsatz
vorwartsbeweglicher Spermien (p< 0,01). BIEGE (2004) ermittelte unter Verwendung
des fluoreszenzmikroskopischen SCSA eine negative Beziehung zwischen dem

Chromatinstatus und den Geschwindigkeiten von Hundespermien. Dieser
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Zusammenhang wird auch fir Equine, Bovine- und Humane Spermien beschrieben
(GUENIAT VON COURROUX 1988; EVENSON u. KARABINUS 1991; KENNEY et
al. 1995; THIEREN 2006). Dagegen konnte LOHMER (2003) beim Bullen keinen
Bezug zwischen Spermienchromatinstatus und Motilitdt nachweisen. Die in der
vorliegenden Studie festgestellte positive Korrelation zwischen dem Anteil
chromatininstabiler Spermien und den Anteilen membrangeschadigter und
morphologisch abweichender Spermien wurde auch von BIEGE (2004) fir
Hundespermien aufgezeigt. Auch beim Schwein (BOE- HANSEN et al. 2008) wurde
ebenso wie beim Rind (GUENIAT VON COURROUX 1988) und beim Menschen
(ENGH et al., 1992) eine Erhéhung der DFI- Werte im Zusammenhang mit einer
Abnahme der Plasmamembranintegritdt der Spermien beobachtet. Die
Differenzierung der morphologischen Abweichungen in Veranderungen der
Kopfkappe, des Kopfes, des Halses, Plasmatropfen und Haupt- und
Endstickveranderungen liel3 eine positive Korrelation des DFI-Wertes mit dem Anteil
an Spermien mit Kopfkappenverdnderungen (insgesamt und sekundar) und mit
Kopfverdnderungen erkennen. Dagegen zeigte der ar-Wert lediglich eine
grenzwertige Korrelation mit dem Gesamtanteil an kopfkappenveranderten
Spermien, jedoch eine signifikante Korrelation mit dem Prozentsatz sekundarer
Kopfkappenverdnderungen. Fir Spermien mit Kopfveranderungen ist ein
Zusammenhang mit der Chromatinstruktur insofern nahe liegend, als das Chromatin
in dieser Lokalisation vorliegt. TEJADA et al. (1984) sahen eine mogliche Erklarung
in dem Verlust der Tertiarstruktur der Spermien- DNA. Studien an Mausen, Rindern
und Menschen lieferten diesbezlglich ebenfalls kontroverse Ergebnisse
(BALLACHEY et al. 1986; HAMMADEH et al. 1996; SPANO et al. 2000; LOHMER
2003). Weitere signifikante Unterschiede wurden sowohl zwischen dem Anteil
chromatininstabiler Spermien und dem Anteil an Spermien mit Halsverdnderungen
als auch mit dem Anteil an Spermien mit Haupt- und Endstlickverdnderungen
festgestellt. Der Prozentsatz an Spermien mit persistierendem Plasmatropfen
(proximal und distal) war weder mit dem Chromatinstatus noch mit dem a-Wert

verknUpft.
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Dieser Zusammenhang konnte durch den DFI-Mittelwertsvergleich zwischen den pro
Parameter gebildeten Untergruppen zusatzlich verdeutlicht werden. Der Anteil
chromatininstabiler Spermien unterschied sich in Ejakulaten mit <60% und >60%
vorwartsmotiler Spermien (CMA) signifikant (p< 0,0001), ebenfalls in Ejakulaten mit
MAS <30% und MAS >60% (p< 0,001) sowie zwischen MAS >30 - 60% und MAS >
60% (p< 0,05). Signifikante Unterschiede im Anteil chromatininstabiler Spermien
ergaben sich auch fir Ejakulate mit <10% und >10% kopfkappenveranderten
Spermien und fir Ejakulate mit < 5% und > 5% an kopfveranderten Spermien. Damit
konnte die beim Menschen (TEJADA et al. 1984), beim Bullen (EVENSON und
KARABINUS 1991) und bereits beim Hund (BIEGE 2004) nachgewiesene Beziehung
zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien und dem Prozentsatz an
Spermien mit Kopfverdnderungen in der vorliegenden Studie nachvollzogen werden.
Auch wurde durch den Mittelwertsvergleich zwischen dem Anteil chromatininstabiler
Spermien und Spermien mit <10% und >10% Halsverdnderungen der
Zusammenhang mit diesem Parameter verdeutlicht.

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen lassen somit erkennen, dass einige
Ejakulatparameter wie Spermienmotilitat, Membranintegritat und
Spermienmorphologie auf Chromatinschaden hinweisen kénnen, jedoch bleibt die
Bedeutung Uber funktionelle = Zusammenhdnge zwischen dem  Anteil
chromatininstabiler Spermien und anderer Ejakulatparameter mit Ausnahme der
Kopfmorphologie fraglich.

Doch zeigen die Ergebnisse auch, dass Spermien mit Kopfveranderungen nicht
zwangslaufig eine instabile Spermienchromatinstruktur aufweisen muissen, was
bereits von ROUX und DADOUNE (1989) dargelegt wurde. Auch bei der Betrachtung
der anderen, mit dem Chromatinstatus signifikant korrelierten Ejakulatparameter ist
festzustellen, dass im Falle ihrer Erhéhung der Anteil chromatininstabiler Spermien
physiologisch sein kann. Nach SPANO et al. (1998), EVENSON et al. (1999) und
LARSON et al. (2000) zeigt der Anteil chromatininstabiler Spermien nur schwache
Korrelationen mit den konventionellen Ejakulatparametern, so dass der SCSA® als
zusatzliches prognostisches Kriterium fir die Beurteilung der mannlichen Infertilitat

angesehen werden kann.



Diskussion 87

5.2.5 Einfluss externer Faktoren auf die Spermienchromatinstruktur

5.2.5.1 Einfluss jahreszeitlicher Temperaturschwankungen

Auswirkungen der Jahreszeit auf die Ejakulatbeschaffenheit sind in erster Linie bei
Haustieren zu beobachten, deren weibliche Individuen eine deutliche Saisonalitat
des Sexualzyklus aufweisen, wie z.B. das Pferd und die kleinen Wiederkduer Schaf
und Ziege (BOSTEDT 2001; PICKET et al. 1975). Dagegen werden bei Riiden keine
eindeutigen jahreszeitlichen Schwankungen der Fruchtbarkeit beschrieben. Da
Hunde insbesondere bei Zwingerhaltung den jahreszeitlich schwankenden
Aulentemperaturen starker ausgesetzt sind als im Haus gehaltene Tiere, sollte in
dieser Studie eine mdgliche temperaturabhangige Beeinflussung des
Chromatinstatus von April bis Dezember untersucht werden. Bei allen vier Riden
war der Spermienchromatinstatus wahrend des gesamten 9-monatigen
Untersuchungszeitraums bis auf geringe intraindividuelle Schwankungen stabil.
Ebenso wurde die Spermiengesamtzahl, die Spermienmorphologie sowie der Anteil
proximaler und distaler Cytoplasmatropfen nicht beeinflusst. Dasselbe trifft fir die
zugehorigen ai-Werte zu. Warum die ai-Werte des Ruden 3, der im Vergleich zu den
anderen drei Tieren die héchsten Anteile chromatininstabiler Spermien aufwies, in
einem sehr niedrigen Bereich lagen, bleibt fraglich.

Insgesamt konnte somit anhand der eigenen Untersuchungen beim Ruden kein

saisonaler Einfluss auf den Chromatinstatus nachgewiesen werden.

In Ejakulaten von Hengsten wurde im Dezember ein signifikant héherer Anteil
chromatininstabiler Spermien als im Frihjahr bzw. Sommer ermittelt (THIEREN
2006), wahrend in Tiefgefriersperma derselben Spezies kein saisonaler Einfluss auf
die Spermienchromatinstruktur zu beobachten war (KRIENKE 2003). Beim
Menschen liegen diesbeziiglich ebenfalls kontroverse Ergebnisse vor. Wéhrend
SPANO et al. (1998) im Frihjahr héhere DFI- Werte als im Herbst und Winter
feststellten, konnten EVENSON et al. (1999) keinen saisonalen Einfluss auf den

Anteil chromatinstabiler Spermien beim Mann nachweisen.
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Studien beim Wiederkduer (SAACKE et al. 1994; KARABINUS et al. 1997) haben
gezeigt, dass eine exogene Warmezufuhr auf die Hoden sich sowohl nachteilig auf
die klassischen spermatologischen Parameter als auch auf den Chromatinstatus
auswirkt. Beim Hund scheint jedoch neben den Ublichen Ejakulatparametern auch
die Spermienchromatinstruktur im Vergleich zu anderen Spezies relativ stabil
gegenlber erhéhten Umgebungstemperaturen zu sein. Ob dabei ein Einfluss der
Domestikation zum Tragen kommt, der auch zu einer Entzerrung des streng
mondstrischen Zyklus des Wolfes bei der Mehrzahl der Hiindinnen gefiihrt hat, kann

an dieser Stelle nur als Denkansatz eingebracht werden.

5.2.5.2 Einfluss der Samenentnahmefrequenz

Uber den Einfluss einer erhdhten geschlechtlichen Aktivitdt bzw. sexueller
Ruhephasen auf den Anteil chromatininstabiler Spermien des Riden liegen keine
einheitlichen Ergebnisse vor. In der Praxis kann h&ufig festgestellt werden, dass
Zuchtriden aufgrund einer hohen Deckfrequenz nur geringe Befruchtungsergebnisse
aufweisen. Diesbeziiglich spielt erfahrungsgemal die Erschépfung der epididymalen
Spermienreserven sowie ein suboptimales Deckmanagement eine urséchliche Rolle.
Da Uber einen Zusammenhang zwischen der sexuellen Beanspruchung und dem
Spermienchromatinstatus beim Hund bisher keine Informationen vorliegen, wurde
dieser Parameter neben den konventionellen Ejakulatparametern bei taglicher
Samenentnahme Uber einen Zeitraum von 18 Tagen untersucht. Der Anteil
chromatininstabiler Spermien und der o+ Wert blieben wahrend des gesamten
Zeitraums auf einheitlichem Niveau. Auch in den nach einer anschlieRenden
Sexualkarenz von 38 Tagen gewonnenen Ejakulaten waren keine Verédnderungen
zu erkennen. Bei Mannern stellte lediglich SPANO et al. (1998) negative Einfliisse
einer langeren Sexualkarenz auf die Spermienchromatinstruktur fest, wahrend
EVENSON et al. (1991) und SUN et al. (1997) keinen solchen Zusammenhang
herstellen konnten. Die bei drei der vier Riden im Vergleich zu den Ausgangswerten
deutlich geringere Spermiengesamtzahl am 18. Samenentnahmetag ist ein Indiz fur

die bereits erwahnte Erschépfung der Spermienspeicher in den Nebenhoden. Diese
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fullten sich im Verlauf der darauffolgenden 38-tdgigen sexuellen Ruhephase wieder
auf, was in dem Wiederanstieg der Spermiengesamtzahl zum Ausdruck kommt.
Dagegen war kein eindeutiger Einfluss auf die Spermienmorphologie und den Anteil
an Spermien mit persistierendem Cytoplasmatropfen (proximale und distale)
feststellbar.

Aufgrund des mondstrischen Zyklus der Wélfin halt der mannliche Wolf, auf den der
moderne Haushund entwicklungsgeschichtlich zurlickgeht, eine ca. 11-monatige
Phase der Sexualruhe ein, welcher aufgrund der anndhernd synchron auftretenden
Laufigkeiten der zum Rudel gehérenden Wolfinnen eine kurze Phase relativ hoher
sexueller Aktivitdt folgt. Obwohl Publikationen Uber saisonale Schwankungen der
Beschaffenheit von Wolfsejakulaten fehlen, lasst sich aus diesen Gegebenheiten
ableiten, dass die Spermienphysiologie des Wolfes entsprechend auf eine extrem
lange Phase der Nebenhodenspeicherung eingestellt ist. Dies scheint auch bei
seinen Nachkommen, den Haushunden, der Fall zu sein und kann anhand der
Erfahrungen im Rahmen der klinisch-andrologischen Diagnostik abgeleitet werden.
So sind die Ejakulatparameter ,Spermienmoaotilitat®, ,Anteil membrangeschadigter
Spermien® und ,Anteil formabweichender Spermien® bei Riiden nach einer sexuellen
Ruhephase von mehreren Wochen oder Monaten gewoéhnlich unverandert. Eine
entsprechende Stabilitdt kann offensichtlich auch fir den Spermienchromatinstatus

geltend gemacht werden.
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5.3 Schlussfolgerungen

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse (Uber den
Spermienchromatinstatus beim Rlden lassen die Schlussfolgerungen zu, dass
innerhalb der Zuchtridenpopulation eine ausgepréagte individuelle Variabilitat
hinsichtlich des Anteils chromatininstabiler Spermien besteht. Obwohl deutliche
Hinweise auf Zusammenhange zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien
und den Anteilen vorwartsbeweglicher Spermien, membrangeschadigter und
morphologisch abweichender Spermien bestehen, kann beim Vorliegen einer
Dysspermie oder Pathospermie nicht von einem gleichzeitig erhéhten Anteil an
chromatininstabilen Spermien ausgegangen werden. Dies wird auch anhand der
Variationsbreite der DFI-Werte der Hunde mit Normospermie (0,5 - 10,4%),
Dysspermie (0,9 - 22,9%) und Pathospermie (0,6 - 57,5%) deutlich.

Der Spermienchromatinstatus beim Riden ist offensichtlich rasseunabhangig.

Im Jahresverlauf erweist sich das Spermienchromatin bei Riden mit Normospermie
als stabil. Ebenso scheint weder eine hohe Deckfrequenz noch eine mehrwéchige
Sexualkarenz die Spermienchromatinstruktur zu beeinflussen.

Somit ist aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht mit saisonalen
Schwankungen des Spermienchromatinstatus beim Riden zu rechnen.

Von der zusatzlichen Untersuchung der ow-Werte kénnen keine ergdnzenden
Informationen Uber den Spermienchromatinstatus der untersuchten Riden sowie

Uber etwaige externe Einflisse abgeleitet werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Marta Anna Strotmann
Chromatinstatus von Hundespermien unter Beriicksichtigung der
Genitalgesundheit und der Ejakulatbeschaffenheit sowie verschiedener

externer Einflussfaktoren

Ziel dieser Studie war es, den Spermienchromatinstatus beim Riden mittels SCSA®
zu untersuchen, mdgliche bestehende Zusammenh&nge mit den konventionellen
Ejakulatparametern zu erarbeiten und die Einflisse saisonal bedingter
Temperaturschwankungen und der geschlechtlichen Aktivitdt auf die Stabilitdt des

Spermienchromatins zu Uberprifen.

Insgesamt wurden Ejakulate von 112 Riden im Alter von 9 Monaten bis 11 Jahren
untersucht. Dabei handelte es sich um 37 Hunde unterschiedlicher Rassen, 12
Foxterrier, zehn Retriever, neun Deutsche Doggen und vier institutseigene Beagle.
Als Kontrollgruppe dienten Ejakulate von 40 einjdhrigen Beagle-Riden mit
Normospermie. Von allen gewonnenen Ejakulaten wurde die Samendichte (10% ml)
und die Spermiengesamtzahl (10°), der Anteil vorwartsmotiler Spermien
(mikroskopische Schatzung und CMA), der Anteil membrangeschadigter und der
Anteil morphologisch abweichender Spermien untersucht. Zusatzlich wurde mittels
SCSA® der Anteil chromatininstabiler Spermien (DFIl %) und der o; Wert bestimmit.
Die Untersuchungen beinhalteten die Bestimmung des Spermienchromatinstatus 1.)
innerhalb einer gemischten Rudenpopulation (n= 68, Alter: 9 Monate bis 11Jahre),
2.) bei Ruaden mit Normo-, Dys- und Pathospermie und 3.) bei Ruden
unterschiedlicher Rassen. Es wurden Korrelationen zwischen dem Chromatinstatus
(DFI, at) und dem Anteil vorwartsbeweglicher, membrangeschadigter sowie
morphologisch abweichender Spermien bestimmt. Ferner wurde bei vier Beagle-
Ruden der Einfluss jahreszeitlicher Temperaturschwankungen (April bis Dezember)

und einer hochfrequenten Samenentnahme (einmal pro Tag Uber 18 Tage) sowie
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einer anschlielenden 38-tdgigen Sexualkarenz auf den Spermienchromatinstatus

Uberprift.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt

Innerhalb der gemischten Riudenpopulation mit unterschiedlichem Fertilitdtsstatus
(n=68) betrug der Anteil chromatininstabiler Spermien 5,5+8,5% (a:: 204,7+14,7).
Bei Hunden mit Normospermie (n=37) lag der mittlere Anteil chromatininstabiler
Spermien bei 2,7£2,4% (0,5 — 10,4%) (at: 202,4+10,2, 189,6 — 235,5). Der DFI-
Wert der Beagle-Kontrollgruppe (n= 40) betrug 2,7+1,5% (0,5 — 8,1).

In Ejakulaten mit Dysspermie (n=19) betrug der mittlere Anteil chromatininstabiler
Spermien 6,2+5,7% (0,9 — 22,9%) (0:204,6£15,9, 185,1 — 249,4) und mit
Pathospermie (n=12 ) 12,9+16,8% (0,6 — 57,5%) (a1:212,0+22,1, 188,1 — 260,7).
Damit war der Anteil chromatininstabiler Spermien bei Pathospermie signifikant
héher als bei Normo- und Dysspermie (p<0,05).

Spermienchromatinstatus und a-Wert wiesen keine Abhéangigkeit von der
Hunderasse auf.

Der Anteil chromatininstabiler Spermien (DFl %) korrelierte mit dem Anteil
vorwartsbeweglicher Spermien (mikroskopisch geschatzt: p<0,01, CMA:
p<0,001), dem Anteil membrangeschadigter Spermien (p<0,001) und dem
Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien (MAS) (p<0,0001).

Der Spermienchromatinstatus wies signifikante Unterschiede zwischen
Ejakulaten mit einer Vorwartsmotilitdt (CMA) < 60% und > 60% (p<0,001), mit
MAS < 30% und MAS > 60% (p<0,001) sowie mit MAS > 30 — 60% und MAS >
60% (p<0,05) auf.

Signifikante Unterschiede bestanden ferner hinsichtlich des Chromatinstatus bei
Ejakulaten mit einem Anteil von <10% und >10% an kopfkappenveranderten
Spermien (p<0,01) sowie mit einem Anteil von <10% und >10% an
Verénderungen des Spermienhalses (p<0,05),

Der Anteil chromatininstabiler Spermien korrelierte mit dem Gesamtanteil
kopfkappenverédnderter Spermien  (p<0,0001), dem Anteil sekundarer

Kopfkappenveranderungen (p<0,001), dem Anteil an Kopfveranderungen
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(p<0,05), dem Anteil an Spermien mit Verdnderungen im Halsbereich (p<0,01)
sowie mit dem Anteil an Spermien mit Verdnderungen am Haupt- und Endstick
(p<0,05).

e Saisonal bedingte Temperaturschwankungen hatten keinen Einfluss auf den
Spermienchromatinstatus von vier Beagle-Ruden.

e Wahrend einer 18-tagigen Phase mit einer Samenentnahme pro Tag trat bei vier
Beagle-Riden keine Veranderung des Anteils chromatininstabiler Spermien auf.

Ebenso war nach 38 Tagen Sexualkarenz kein Einfluss zu erkennen.

Die Untersuchung des Spermienchromatinstatus beim Riden zeigte sich als
zusatzlicher und eigenstandiger Parameter fir die Beurteilung der Fertilitat. Vor allem
bei sub- oder infertilen Ruden, deren herkdmmliche spermatologische Parameter
keine deutlichen Normabweichungen aufwiesen, ist die Untersuchung des
Spermienchromatinstatus ratsam. Zur  genaueren Einschéatzung des
Spermienchromatinstatus im Rahmen von Fertilitdtsstérungen beim Riden sind

weiterfihrende gezielte Untersuchungen von Befruchtungsergebnissen erforderlich.
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7. SUMMARY

Marta-Anna Strotmann
Chromatin status of dog spermatozoa under consideration of genital health

and semen quality as well as different external factors

The aims of the present study were to investigate the sperm chromatin status in dogs
using the SCSA® in order to detect correlations with conventional ejaculate
parameters and to evaluate the influences of seasonal changes in ambient

temperature and of sexual activity on sperm chromatin stability.

Ejaculates of a total of 112 dogs aged 9 months to 11 years were examined,
including 37 dogs of different breeds, 12 Foxterriers, 10 Retrievers, 9 Great Danes
and 4 Beagles. Ejaculates of 40 one year-old Beagles with normospermia served as
controls. Each ejaculate was analysed for sperm concentration (10%ml) and total
sperm number (10°), and for the percentages of progressively motile spermatozoa
(microscopic estimation and computer assisted/CMA), spermatozoa with damaged
plasma membrane, and spermatozoa with abnormal morphology. Furthermore the
percentage of chromatininstable spermatozoa (DFl %) and the a; value were
determined by SCSA®. The investigations included the characterisation of the sperm
chromatin status 1) in a mixed dog population (n=68, age 9 months to 11 years), 2) in
dogs with normo-, dys- and pathospermia, and 3) in dogs of different breeds.
Correlations were calculated between sperm chromatin status (DFI, a;) and the
percentages of progressively motile, membrane damaged and morphologically
abnormal spermatozoa. The influences of seasonal variations in ambient
temperature from April to December and of frequent semen collections (one per day
for 18 days) and a subsequent 38-day period of sexual rest on the sperm chromatin

status were additionally tested in 4 Beagles.
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The following results were obtained:

Within a mixed dog population with varying fertility status (n=68) the
percentage of chromatininstable spermatozoa was 5.5+8,5% (a:: 204.7£14.7).
In dogs with normospermia (n=37) the mean percentage of chromatininstable
spermatozoa was 2.7£2.4% (0.5 — 10.4%) (a: 202.7£10.2, 189.6 — 235.5).
The DFl-value of the Beagle control group (n=40) was 2.7+1.5% (0.5 — 8.1%).
In ejaculates showing dysspermia (n=19) or pathospermia (n=12) the mean
percentage of chromatininstable spermatozoa was 6.2+5.7% (0.9 — 22.9%) (a:
204.6+15.9, 185.1 — 249.4)and 12.9+16.8% (0.6 — 57.5%) (oi: 212.0+22.1,
188.1 — 260.7), respectively. By this the percentage of chromatininstable
spermatozoa in pathospermia was significantly higher than in normo- and
dysspermia (p<0.05).

The sperm chromatin status and ai-value were not influenced by the dog
breed.

The percentage of chromatininstable spermatozoa (DFI %) was correlated
with the percentage of progressively motile spermatozoa (microscopic
estimation: p<0.01, CMA: <0.001), the proportion of spermatozoa with
damaged plasma membrane (p<0.001), and the total percentage of
morphologically abnormal spermatozoa (MAS) (p<0.0001).

The sperm chromatin status was significantly different between ejaculates with
a forward motility (CMA) < 60% and > 60% (p<0.001), with MAS < 30% and >
60% (p<0.001), and with MAS > 30% - 60% and > 60% (p<0.05).

Significant differences were also found regarding the chromatin status in
ejaculates with < 10% and > 10% acrosome alterations (p<0.01) and in
ejaculates with < 10% and > 10% sperm neck alterations (p<0.05).

The percentage of chromatininstable spermatozoa was correlated with the
total percentages of spermatozoa with acrosome alterations (p<0.0001),
secondary acrosome alterations (p<0.01), head alterations (p<0.05), neck
alterations (p<0.01), and main- and endpiece alterations (p<0.05).

Seasonal temperature variations did not influence the sperm chromatin status

of 4 Beagle dogs.
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e During an 18-day period of daily semen collections and after a subsequent 38-
day period of sexual rest no changes in the percentage of chromatininstable

spermatozoa could be observed in 4 Beagle dogs.

The results of the present study indicate the suitability of the sperm chromatin
status as additional and independent parameter for fertility assessment in dogs.
Especially in sub- or infertle dogs in which the conventional semen
characteristics do not show clear deficiencies the sperm chromatin status should
be evaluated. Future studies are necessary for more detailed assessment of the

significance of the sperm chromatin status in infertility in male dogs.
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9 ANHANG

9.1 Laborbedarf

Laborbedarf fur die Spermatologie:

Deckgléser (18x18mm)

Eppendorf- Reaktionsgefale 1,5 ml
Mikroréhre 1,5 ml mit Verschluf}
Objekttrager (76 x 26 mm)

Phasenkontrastmikroskop mit und
ohne Heiztisch

Pipette, einstellbar (2-20 pl)
Wasserbad mit Temperaturregelung

Zahlkammer nach Thoma

Interessengemeinschaft der
Laborfachhéndler GmbH & Co. KG

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Sarstedt (72.692), Nurnbrecht
Interessengemeinschaft der
Laborfachhéandler GmbH & Co. KG (IDL),
Nidderau

Fa. Zeiss, Jena

Fa. Abimed, Langenfeld
Fa.Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Fa. Landgraf Laborsysteme, Langenhagen

Anlage fur computergestitzte Motilitdtsmessung:

Strémberg-Mika Cell Motion Analyser:

Phasenkontrastmikroskop Olympus
BH2

Heiztisch HT 100

MTM Mika chamber

Kamera

Software fir Bildauswertung:

Cell Motion Analyzer® 2.0; © 1993

Laborbedarf fir den SCSA:
Eppendorff-Gefalie 1,5 m
Stoppuhr

Stromberg-Mika, Bad Feilnbach
Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan

Fa. Minitiib, Tiefenbach
Fa. Minitib, Tiefenbach

Strémberg-Mika, Bad Feilnbach

Medical Technologies Montreaux, Schweiz

Fa. Sarstedt, NiUrnbrecht, Deutschland
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Heizblock
Eppendorff-Pipetten

(1000 pl, 100 pl, 10 pl, 5 pl)
Pipettenspitzen gelb (100 pl)
und blau (1000 pl)

Flow-R6éhrchen

Styroporgefaly
Vortexer
(Typ Lab Dancer Orbital Shaker))

Anlage fur den SCSA®:
COULTER® EPICS® XL- MCL

Software flr die Bildauswertung:
SOFTWARE SYSTEM Il Version 3.0
HDAS 11

9.2 Chemikalien

Chemikalien fur die Spermatologie:
Citronensaure Monohydrat DAB
(CeHsO7H20)

Formaldehyd = 35% DAB, f.d.
Histologie

D(-)- Fruktose 99%

Glycerin = 86%, Ph. Eur., reinst
Propidium lodide, Minimum 95%
(HPLC)

Tris-(hydroxymethyl) aminomethan
Pufferan® = 99,7%, p.a.

Fa. Kleinfeld, Gehrden, Deutschland

Fa. Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Fa. Beckman Coulter, Fullerton, Californien,

USA

Fa. IKA®, Staufen, Deutschland

Fa. Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Fa. Roth (5110.1), Karlsruhe

F

o)

. Roth (4980.2), Karlsruhe
Fa. Roth (4981.2), Karlsruhe
Fa. Roth (7533.1), Karlsruhe
Fa. Sigma (P-4170), Steinheim

Q

o)

Fa. Roth (4855.2), Karlsruhe
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Chemikalien fur den SCSA:
Akridin Orange

Citric acid monohydrate

1 mM EDTA

0,15 M NaCl

Sodium phosphate dibasic
0,01 M Tris-HCI (Trizma Base)
0,1% Triton-X

9.3 Losungen, Puffer

9.3.1 Rezepte fir die Spermatologie

Formolcitrat

Fa. Polysciences (04539) Eppelheim,
Fa.Sigma-Aldrich (C-1909), Minchen
Fa.Sigma-Aldrich, Minchen, EDS
100g

Fa.Sigma-Aldrich (S-7653), Miinchen
Fa. Sigma-Aldrich (S-7907),.Miinchen
Fa. Sigma-Aldrich(T-1503), Miinchen
Fa.Sigma-Aldrich (X-100), Minchen

(L6sung zur Flussigfixation von Spermien)

- 2,9 g tri-Natriumcitrat x 2H,0
- 100 ml Aqua bidest.

- 4 ml davon verwerfen und durch 4 ml 37 %ige Formalinlésung ersetzen

9.3.2 Medien fir den SCSA:

Acridine Orange (AO)- Stammldsung)

- 10 mg AO

- 10 ml Aqua bidest.
- Lagerung bei 4°C

Acridin Orange — Gebrauchslésung
- 100 ml Farbepuffer pH 6
- 600 ul AO-Stammlésung
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- Lagerung bei 4° C, wahrend der Farbung auf Eis

Sauredetergenz- Lésung pH 1,2

(0,008 N HCI, 0,15 M NaCl, 0,1%Triton-X 100)
- 300 ml Aqua bidest

- 4,39 g 0,15 M NaCl

- 0,5 ml 0,1% Triton-X

- 20 ml 2,0 N HCI

- Aqua bidest. ad 500 ml

- mit SN HCI auf pH 1,2 einstellen

- Lagerung bei 4°C

0,1 M Citric acid

- 21,01 g Citric acid monohydrate
- Aqua bidest. ad 1000 ml

- Lagerung bei 4°C

0,2 M NA;HPOy, - Puffer

- 28,4 g Sodium phosphate dibasic
- Aqua bidest. ad 1000 ml

- Lagerung bei 4°

Farbepuffer pH 6,0

(0,1 M Ctric acid, 0,2 m NA;HPO4, 1 mM EDTA, 0,15 M NacCl)
- 370 ml 0,1 M Citric acid-Puffer

- 630 ml 0,2 M Na2HPOas-Puffer

- 372 mg 1 mM EDTA
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8,77 g 0,15 M NaCl
mit konzentrierter NaOH auf pH 6,0 eingestellt
Lagerung bei 4°C

TNE- Puffer 10 x 7,4

9,48 g 0,01 M Tris (Trizma Base)
52,6 g 0,15 M NaCl

2,23 g1 mM EDTA

600 ml Aqua bidest

mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

TNE-Puffer 1x, pH 7,4

90 ml Aqua bidest
10 ml TNE-Puffer 10x
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