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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die gesundheitliche und geschlechtliche Zuchttauglichkeit eines Zuchtriden wird
durch eine andrologische Untersuchung festgestellt. Diese beinhaltet u. a. die Beur-
teilung der Samenqualitat. Neben den bekannten Parametern der klassischen und
modernen Spermatologie machten erstmals EVENSON et al. (1980) mit dem sog.
Spermienchromatinstruktur Assay (SCSA) auf das Spermienchromatin aufmerksam.
Dabei wurde die Anfalligkeit der Spermienkern-DNA gegenuber Denaturierung in situ
von Mensch, Maus und Rind flowzytometrisch untersucht und ein Bezug zur Fertilitat
hergestellt. Es bestand die Hypothese, dass Spermien mit instabiler oder abnormer
Chromatinstruktur keine oder nur eine geringe Befruchtungsfahigkeit aufweisen.
Zudem stellt sich die Frage, ob es im Falle einer Befruchtung durch chromatininsta-
bile Spermien zu embryonalen Entwicklungsstérungen bis hin zum frihembryonalen
Fruchttod kommen kann (SAKKAS et al. 1998).

Es folgte die Erarbeitung weiterer Verfahren unter Einbeziehung der Fluoreszenz-
mikroskopie von TEJADA et al. (1984), KOSOWER et al. (1992) und ACEVEDO
(2001).

Ziel der vorliegenden Studie war es, den in Anlehnung an das Protokoll von
ACEVEDO (2001) entwickelten modifizierten fluoreszenzmikroskopischen
Spermienchromatinstruktur Assay (mfSCSA) fur die spermatologische Diagnostik
beim Hund zu etablieren. Es sollten methodische Einflisse auf den mfSCSA
untersucht und Beziehungen zwischen der Spermienchromatinstruktur und

ausgewahlten spermatologischen Parametern hergestellt werden.
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2 LITERATURUBERSICHT

21 Bildung und Morphologie der Samenzelle

Die Samenzellbildung erfolgt im Keimepithel der Samenkanalchen (Tubuli seminiferi
contorti) des Hodengewebes. Die Spermatogenese besteht aus der Spermiozyto-
genese und der Spermiogenese (LIEBICH 1993) und lauft beim Hund innerhalb von
acht bis neun Wochen in vier bis flinf Tubulusepithelzyklen ab (FOOTE et al. 1972;
IBACH et al. 1975). Wahrend der Spermiozytogenese werden Stammspermato-
gonien gebildet, die zu Spermatozyten heranwachsen und sich dabei zunehmend in
mehreren Reihen von der Basalmembran des testikularen Keimepithels abheben.
Nach der ersten und zweiten Reifeteilung der Spermatozyten (meiotische und mi-
totische Teilungsprozesse) liegen Spermatiden mit einem haploiden Chromosomen-
satz (n = 39) vor. Die sich anschlielende Spermiogenese umfasst die Golgi-, Kap-
pen-, Akrosom- und Reifephase, wobei die mannlichen Geschlechtszellen bis auf
einen verbleibenden Zytoplasmatropfen, den sog. Residualkérper, ihre arttypische
Spermienform erlangen. In der Golgiphase bildet der Golgiapparat Vesikel mit dichter
Granula, die zu einem Akrosomvesikel verschmelzen und sich dem Kern anlagern.
Gegenuberliegend nimmt ein proximales Zentriol Uber eine Basalplatte Verbindung
zum Kern auf, am distalen Zentriol beginnt die Entwicklung einer Geildel. In der Kap-
penphase wird aus dem Akrosomvesikel die Kopfkappe gebildet, die sich Gber der
Spermatide ausbreitet. In der Akrosomphase kommt es zu einer starken Konden-
sation des Chromatins im Spermienkopf, wobei dieser sich unter Abflachung in die
Lange streckt und dreht, so dass er in Richtung Keimepithel zeigt. Um die sich
lumenwarts gerichtete GeilRel lagern sich Mitochondrien an. Dabei kommt es zur
Manschettenbildung um das Mittelstuck des Spermienschwanzes, bestehend aus
einem zentralen und neun peripheren Mikrotubulipaaren. In der Reifephase endet
der Prozess der Kopf- und Schwanzbildung (LIEBICH 1993). Der Spermienschwanz
besteht aus einem Halsstlick, dem beweglichen Gelenkstlick zwischen Kopf und
ubrigen Geillelanteilen, einem Mittel-, Haupt- und Endstick (MONESI 1976). Das

14
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Spermium ist von einer Plasmamembran Uberzogen. In der folgenden sog. epididy-
malen Spermienreifung durchwandern die Spermien in ca. 10 Tagen den Neben-
hodenkopf und -korper und erreichen den Nebenhodenschwanz, wo sie schliel3lich
ausgereift gespeichert werden (WAITES u. SETCHELL 1969). Wahrend der Neben-
hodenpassage 16st sich der Residualkérper ab und die biochemische Zusammen-
setzung der einzelnen Spermienabschnitte verandert sich (LIEBICH 1993). Das
Akrosom erhalt seine endgultige Struktur, bedeckt etwa die Halfte bis zwei Drittel des
Spermienkopfes und ist mit hydrolytischen Enzymen, v.a. Akrosin und Hyaluroni-
dase, ausgestattet, die insbesondere fur die Penetration der Zona pellucida der Ei-
zelle entscheidend sind (MONESI 1976; YANAGIMACHI 1994). Durch die Reifung
der Spermien im Nebenhoden erlangen die Spermien ihre volle Befruchtungsfahig-
keit, eine gerichtete Vorwartsmotilitat (YANAGIMACHI 1988; KIRCHHOFF u. IVELL
1995) und die Fahigkeit, im mannlichen und weiblichen Genitaltrakt zu Uberleben.
Der Aufbau eines Spermiums ist bei den meisten Haussaugetierarten gleich, Form
und Grolde sind tierartlich unterschiedlich. Der Spermienkopf misst beim Ruden in
der Lange ca. 5,6-5,9 ym und in der Breite ca. 3,9 ym. Die durchschnittliche
Gesamtlange eines Hundespermiums betragt 55,2 ym (CUMMINS u. WOODALL
1985).

2.2 Spermienchromatin

Alle Informationen zum Spermienchromatin beziehen sich auf Untersuchungen von
Samenzellen folgender Saugetierspezies: Maus, Ratte, Hamster, Meerschweinchen,
Kaninchen, Schaf, Schwein, Rind, Pferd und Mensch. Bis auf einige Ausnahmen ist
die Chromatinstruktur bei den meisten genannten Tierarten &hnlich aufgebaut. Bei
Besonderheiten wird im folgenden Text auf die entsprechende Spezies hingewiesen.
Das Chromatin fullt den Spermienkopf fast vollstandig aus und enthalt die genetische
Information der Samenzelle (MONESI 1976). Das Spermien-chromatin beinhaltet die
DNA, niedermolekulare, basische Kernproteine, Lipide und lonen wie Magnesium,

Eisen, Kupfer, Zink, Kalium und Phosphat. Es ist hoch-kondensiert und erscheint im
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Elektronenmikroskop sehr elektonendicht. In der Halsregion ist ein minimaler Anteil
des Kernchromatins unkondensiert, was in diesem Bereich auf proteinsynthetische
Prozesse hinweist, welche jedoch bisher nicht geklart sind (ROVAN 2001). Die
Aufgabe eines Spermiums besteht darin, die DNA physikalisch und chemisch sicher
verpackt in die Eizelle zu transportieren (WARD u. COFFEY 1991; SAKKAS et al.
1999). Daflr benétigt es eine gute Vitalitat und Vorwartsmotilitat (YANAGIMACHI
1988).

221 Spermienchromatinstruktur

Grundsatzlich unterscheidet sich der Chromatinaufbau in somatischen Zellen und
Keimzellen (Abb. 1). In somatischen Zellkernen ist die DNA in sog. Nukleosomen
angeordnet, d.h., im Abstand von 200 Basenpaaren erfolgt eine zweifache Umwick-
lung der Doppelhelix um ein Histonoktamer. Die Nukleosomen sind wiederum spezi-
ell angeordnet (Superspiralisierung, engl.: ,solenoid“). Die Organisation somatischer
DNA basiert auf der sog. ,nuklearen Matrix“, bestehend aus Proteinen, an die im
Abstand von 60000 Basenpaaren die DNA fest bindet. Dadurch entstehen um diesen
Matrixkern Schleifen, sog. ,loop domains®, die der DNA ihre dreidimensionale Struk-
tur geben (WARD u. COFFEY 1991). Im Spermienkern liegt das Chromatin wahrend
der Spermiogenese ungeordnet vor. Die DNA-Strange werden durch eine Endonu-
klease an unterschiedlichen Stellen geschnitten und wieder ligiert (MC PHERSON u.
LONGO 1993). Wahrend der finalen Stadien der Spermatogenese erfolgt im Sauge-
tierspermienchromatin ein Austausch  somatischer Histone gegen Protamine
(GOLDBERG et al. 1977; GATEWOOD et al. 1987). Protamine sind niedermoleku-
lare, stark basische Proteine, die reich an Arginin und Cystein (schwefelhaltige
Aminosaure) sind (KUMAROO et al. 1975) und wenig oder kein Lysin besitzen
(POCCIA 1986). MONESI konnte bereits 1965 den Austausch von Histonen gegen
ein stark argininhaltiges Protein des Chromatins von Mausespermien im Laufe der
Spermiogenese zeigen. Spater wurde klar, dass positiv geladene Argininreste

negativ geladene Phosphodiester neutralisieren, wodurch die DNA zu einem neutra-
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len Polymer transformiert wird (WARD 1993). Die anfangs vorhandenen Thiole (freie
SH-Gruppen) oxidieren wahrend der Spermienreifung im Nebenhoden zu Disulfiden
(CALVIN u. BEDFORD 1971). Dadurch kommt es zu einer starken Kondensation des
Spermienchromatins (MARUSHIGE u. MARUSHIGE 1975), was Voraussetzung fur
seine extrem kompakte und stabile Struktur ist (BALHORN 1982; SELIGMAN u.
SHALGI 1991; SAKKAS et al. 1999). Das Chromatin wird durch kovalente inter- und
intramolekulare Disulfidbricken zwischen den Protaminen gefestigt (BALHORN
1982). Dies fuhrt zu einer erheblichen Resistenz gegenlber mechanischen und che-
mischen Einflissen. MEISTRICH et al. (1976) zeigten an Mausespermien, dass das
Chromatin ausgereifter Spermien gegenuber Ultraschallwellen, Trypsin und Sodium-
dodecylsulfat resistent war, wahrend Chromatin nicht ausgereifter Spermien sensibel
reagierte. Dies verdeutlicht, dass die wahrend der Nebenhodenpassage stattfinden-
den Reifungsprozesse flur die Stabilitat des Spermienkerns von zentraler Bedeutung
sind. Der Protamin-DNA-Komplex lasst im Gegensatz zu histongebundener DNA in
somatischen Zellen keine Superspiralisieung zu. Die DNA von Spermienkernen ist
linear Seite an Seite angeordnet (WARD u. COFFEY 1991). Diese kompakte Form
der Tertiarstruktur ermoglicht zum einen den starken Kondensationsgrad von Sper-
mienchromatin und verhindert zum anderen die Transkription. Das sog. ,Sperm
Doughnut Loop Domain Model“ (Abb. 1) von WARD (1993) zeigt die raumliche Struk-
tur des Spermienchromatins. Die protamingebundene DNA bildet konzentrische Krei-
se, die wie ein Ring (doughnut) aussehen. Man spricht von der sog. ,Doughnut-
Domane“. Die Schleifen um den Matrixkern sind nur halb so grol3 wie die bei soma-
tischen Zellen (WARD u. COFFEY 1991). Die Stabilitat von Saugetierspermien-
kernen ist stark vom Protamingehalt abhangig und variiert zwischen den Spezies
deutlich (PERREAULT et al. 1988). In menschlichen Spermienkernen besteht der
Proteingehalt zu ca. 15 % aus Histonen (TANPHAICHITR et al. 1978; GATEWOOD
et al. 1987), um die sich die DNA wickelt und sog. Nukleosomen bildet. Der Uberwie-
gende Proteinrest besteht aus drei Protamintypen (BALHORN et al. 1988), die an die
DNA gebunden und linear Seite an Seite angelagert sind (WARD u. COFFEY 1991).
Das Protamin 1 ist neben Arginin und Cystein (KUMAROO et al. 1975) sehr
reichhaltig an Glutaminsdure und Histidin (PONGSAWASDI u. SVASTI 1976;

17
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TANPHAICHITR et al. 1978). Die Protamine 2 und 3 unterscheiden sich lediglich
durch ein zusatzliches Tripeptid (BALHORN et al. 1988). Sie weisen keine Cystein-
reste auf (JAGER 1990; EVENSON et al. 2002) und besitzen wesentlich mehr
Histidinreste als Protamin 1. Das Verhaltnis von Protamin 1 zu den Protaminen 2 und
3 betragt 1:1 (BALHORN et al. 1988). Die Protamine 2 und 3 fihren vermutlich
schnell zu einer Dekondensation von menschlichem Spermienchromatin
(PERREAULT et al. 1988). Die Anzahl der Spermien, deren Kerne nicht genugend
durch Disulfidbriucken stabilisiert sind, sind beim Menschen insgesamt hoher
(BEDFORD et al. 1973; BLAZAK u. OVERSTREET 1982). Dies ist unter anderem
auf den geringen Cysteingehalt des Protamin 2 zurlckzuflihren. Das vermehrte
Auftreten unreifer Spermien wird mit der extrem kurzen Nebenhodenpassage beim
Menschen, die nicht mehr als 2 Tage andauert, begrindet (AMANN u. HOWARDS
1980). Daraus resultiert eine weniger stabile Chromatinstruktur als bei anderen Sau-
gern. Im Spermienchromatin vom syrischen Hamster sowie von Maus und Pferd wur-
den zwei Protamintypen identifiziert (BALHORN et al. 1984; CORZETT et al. 1987,
PIRHONEN et al. 1989). Hier besteht vermutlich ahnlich wie beim Menschen eine
geringere Chromatinstabilitat als bei Spezies (z.B. Rind), die nur einen Protamin-
typen aufweisen, wenn man davon ausgeht, dass das Protamin 2 weniger cystein-
haltig ist als Protamin 1 (JAGER 1990). Die enge Packungsdichte der Spermienkern-
DNA, die wahrend der Spermatogenese entsteht, ist ultimativ entscheidend flr die

Befruchtung und eine ungestorte, embryonale Entwicklung (DE JONGE 1999).
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222 Untersuchung der Stabilitat der
Spermienchromatinstruktur gegenuiber

Denaturierung in situ

Es gilt das Prinzip, dass Spermien mit instabilem Chromatin anféllig gegentber
Denaturierung in situ sind (DARZYNKIEWICZ et al. 1975). Die Denaturierung der
DNA kann sowohl durch Hitze als auch durch S&ure induziert werden, dabei unter-
scheiden sich die Ergebnisse nicht. Die Sauredenaturierung hat sich inzwischen
wegen der einfacheren Handhabung (EVENSON et al. 1985) durchgesetzt. Der
niedrige pH-Wert der Saurelésung steigert zudem die Anfarbbarkeit der DNA mit
dem metachromatischen Farbstoff Akridin Orange (DARZYNKIEWICZ et al. 1977;
BALLACHEY et al. 1988), welcher zur Identifizierung denaturierter und nicht-dena-
turierter DNA eingesetzt wird. Die Anféarbbarkeit der Spermienkern-DNA ist indirekt
an den Kondensationsstatus des Chromatins gekoppelt (JAGER 1990). Akridin
Orange lagert sich an doppelstrangige DNA als Monomer an, dagegen bindet es
einstrangige DNA als Polymer (DARZYNKIEWICZ et al. 1976; KOSOWER et al.
1992). Bei partiell denaturierter DNA (einstrangige DNA) zeigen die Spermiennuklei
rote Fluoreszenz, bei chromatinintakten Spermien (doppelstrangige DNA) grine
Fluoreszenz. Fir die Auswertung stehen die Verfahren der Flowzytometrie und der

Fluoreszenzmikroskopie zur Verfligung.

Flowzytometrie

EVENSON et al. (1980) untersuchten mit dem sog. Spermienchromatinstruktur
Assay (SCSA) erstmals flowzytometrisch die Stabilitat des Spermienchromatins von
Mensch, Maus und Rind gegenlber Denaturierung in situ. Das Verhaltnis roter zu
totaler (rot + griin) Fluoreszenz gibt den ow-Wert an (DARZYNKIEWICZ et al. 1975).
e 0y ist der Mittelwert, der die Tendenz und Shifts von griin nach rot in der gesamten
Zellpopulation anzeigt. Die Standardabweichung SDo; beschreibt den Grad der
Variabilitat des Shifts von griin nach rot innerhalb der Population. Der COMPoy-Wert

(Cells Qutside the Main Population) gibt den Prozentsatz chromatininstabiler
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Spermien an. Pro Samenprobe werden in der Flowzytometrie 5000 Zellen ausge-
wertet, wobei 150 Zellen / sec idealerweise erfasst werden sollten (EVENSON wu.
JOST 1994). Bei Rattenspermien ist wegen ihrer sehr langen, fiborésen Schwanze
eine Isolierung der Spermienképfe durch eine Ultraschallbehandlung erforderlich, um
aufgrund dieser anatomischen Gegebenheit verfalschte Messergebnisse durch Arte-
fakte im Flowzytometer zu verhindern. Bei anderen Spezies ist dies nicht notwendig
(EVENSON et al. 1985; EVENSON u. JOST 1994). Inzwischen wurde die flowzyto-
metrische Methode nach Uber 20 Jahren laufender Modifikationen als sog. SCSA
patentiert (EVENSON et al. 2002). Dabei wurde ein eigenes Software-Programm
entwickelt (SCSASoft). Der Begriff COMPa; (cells outside the main population) wurde

durch den sog. DFI (Defragmentierungsindex) ersetzt.

Fluoreszenzmikroskopie

Auf der Grundlage des Verfahrens von EVENSON et al. (1980) etablierten TEJADA
et al. (1984) mit dem sog. Akridin Orange Test (AOT) ein fluoreszenzmikrosko-
pisches Verfahren zur Untersuchung der Spermienchromatinstruktur beim Men-
schen. Pro Probe wurden 300 Spermienképfe ausgewertet. Es konnte ein Zusam-
menhang zwischen einem abnorm hohen Prozentsatz rot fluoreszierender Spermien
und geringer Fertilitdt des Individuums hergestellt werden. Der Test wies eine hohe
Reproduzierbarkeit auf. Die Methode zeigte jedoch kein exakt differenziertes Farbe-
bild, da neben roter und griner Fluoreszenz auch Zwischenstufen von Gelb- und
Orangefarbténen auftraten. Ebenso stellte das schnelle Verblassen der Fluoreszenz
bei der mikroskopischen Auswertung ein Problem dar (TEJADA et al. 1984). Vortell
des mikroskopischen Verfahrens ist die Mdglichkeit der gleichzeitigen Erfassung
chromatininstabiler und morphologisch abweichender Spermien (TEJADA et al.
1984; ROUX u. DADOUNE 1989). Nach KOSOWER et al. (1992) spielt der Aus-
tausch von Histonen gegen Protamine wahrend der Spermiogenese eine entschei-
dende Rolle fir die Stabilitit des Spermienchromatins. Ferner ist die Fluoreszenz
des Akridin Orange vom Thiol-Disulfid-Status der Protamine abhangig. Zur Unter-
suchung des Spermienchromatinstatus von Maus, Hamster und Kaninchen wahrend

verschiedener testikularer und epididymaler Reifungsstadien wurde eine fluoreszenz-
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mikroskopische Methode, die auf dem Verfahren nach TEJADA et al. (1984)
basierte, angewandt. Zudem wurde das DTT (1,4-Dithiothreit) in die Analyse ein-
gefihrt (KOSOWER et al. 1992), das die Tertiarstruktur der protamingebundenen
DNA durch Reduktion der inter- und intramolekularen Disulfidbriicken zu freien Thiol-
gruppen auflést. So wird die Angriffsflaiche des dann freiliegenden DNA-Doppel-
stranges fir die folgende Saurebehandlung vergréBert. Aufgrund dieser Erkenntnisse
wurde ein neues fluoreszenmikroskopisches Verfahren zur Untersuchung der
Chromatinstruktur von Bullenspermien etabliert ACEVEDO (2001). Dabei wurde zur
Stabilisierung des Thiolstatus statt DTT das 2-Mercaptoethanol eingesetzt. In
Anlehnung an das Protokoll von ACEVEDO (2001) wurde am hiesigen Institut der
modifizierte fluoreszenzmikroskopische Spermienchromatinstruktur Assay (mfSCSA)
fiir Bullenspermien erarbeitet (LOHMER 2003).

2.2.3 Andere Untersuchungsverfahren zur Charakterisierung
der Spermienchromatinstruktur

Studien ergaben enge Korrelationen zwischen der Spermienchromatinstabilitat
gegenlber Sauredenaturierung in situ und DNA-Strang-Brichen (GORCZYKA et al.
1993; EVENSON et al. 1995; SAILER et al. 1995; SAKKAS et al. 1995; ARAVINDAN
et al. 1997; SAKKAS et al. 1999; EVENSON et al. 2002). Untersuchungsverfahren,
mit denen DNA-Strang-Briiche erfasst werden kénnen, sind der ,in situ Nick-Trans-
lation Assay“ (NT) (SAKKAS et al. 1999), der Terminal Deoxynucleotidyl Transfe-
rase-Mediated Nick End Labeling Assay (TUNEL-Assay) (GORCZYKA et al. 1993;
SAILER et al. 1995; MANICARDI et al. 1998) und der Single Cell Gel Electrophoresis
Assay (COMET-Assay) (ARAVINDAN et al. 1997; HUGHES et al. 1996; HAINES et
al. 2001) dar.

Im ,in situ NT Assay“ werden einstrangige DNA-Strang-Briiche durch katalysierte
Enzymreaktionen von bestimmten Markern erkannt. Anhand des Anteils an DNA-
Schaden kann eine Prognose im Hinblick auf die Dekondensationsféhigkeit des
Spermienchromatins nach ICSI (intracytoplasmic sperm injection) und damit eine
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Auswahl adaquater Spermien fir ART (assisted reproductive technology) gestellt
werden. Klassische spermatologische Parameter stehen nicht in Relation mit den
Ergebnissen des Assays. Spermien mit DNA-Strang-Briichen scheinen die Fertilitats-
rate nicht zu mindern. Es wird vermutet, dass es zu Entwicklungsstérungen der
Frucht wahrend der Schwangerschaft kommen kann (SAKKAS et al. 1996). TWIGG
et al. (1998a, b) untersuchten mit dem NT die Spermienchromatinintegritat in Bezug
auf das Vorhandensein von ROS (reactive oxygen species). Obwohl nachgewiesen
werden konnte, dass oxidativer Stress DNA-Strang-Briiche verursacht, bestand
keine Korrelation der Ergebnisse des NT mit der Fertilitdt. Auch konnten keine
Grenzwerte fir den NT erhoben werden, die eine Prognose bezlglich der Vitalitat
des Embryos zulassen. Daher wird der NT im Rahmen der Kklinischen Diagnostik
nicht als Fertilitatsparameter anerkannt.

Der TUNEL-Assay dient der Identifizierung von Briichen ein- und doppelstrangiger
DNA. Eingelagerte Marker (Deoxyuridin Triphosphat) werden durch chemische Re-
aktionen mit bestimmten Enzymen katalysiert und flowzytometrisch (SAILER et al.
1995; SUN et al. 1997), fluoreszenz- oder lichtmikroskopisch (SUN et al. 1997;
LOPES et al. 1998) erkannt. Anhand der Untersuchungen mit dem TUNEL-Assay
konnte festgestellt werden, dass DNA-Strang-Briiche in enger Korrelation mit redu-
zierter Spermienqualitat, verminderter Fertilitdt und erhdéhter Chromatininstabilitat
gegenilber Sauredenaturierung in situ stehen (SUN et al. 1997; LOPES et al. 1998).
Beim COMET-Assay unterscheidet man das alkalische (pH > 10) (ARAVINDAN et al.
1997) und das neutrale Verfahren (pH = 9) (EVENSON et al. 2002). Die Spermien
sind auf einem Objekttrager in einem diinnen Agarose Gel geldst, werden dann ly-
siert und einer Elektrophorese unterzogen. Die Farbung erfolgt mit einem DNA-
gangigen Fluoreszenzfarbstoff. Die DNA-Fragmente wandern in Richtung Anode
(HAINES et al. 1998). Beim alkalischen COMET-Assay wird die DNA denaturiert und
somit die Identifizierung von ein- als auch doppelstrangigen DNA-Strang-Briichen
maoglich. Im neutralen Verfahren wird die DNA nicht denaturiert, so dass vorwiegend
Brliiche doppelstrangiger DNA identifiziert werden (SINGH et al. 1988; HAINES et al.
1998; SINGH u. STEPHENS 1998). Klinisch relevante Grenzwerte konnten bisher

nicht festgestellt werden. Bei weiterer Optimierung kénnte das Verfahren jedoch
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einen nitzlichen Beitrag im Rahmen der Fertilitdtsdiagnostik leisten (EVENSON et al.
2002).

In neuester Zeit entwickelten FERNANDEZ et al. (2003) den Spermienchromatin-
Dispersions-Test (SCD). Er dient der fluoreszenz- und / oder lichtmikroskopischen
Analyse von Spermien-DNA-Fragmenten. Die Spermien-DNA wird einer Saurede-
naturierung unterzogen. Nukleare Proteine werden durch eine lysierende Lésung
entfernt, die unter anderem DTT (1,4-Dithiothreit) und SDS (Sodiumdodecylsulfat)
enthélt. Nicht-fragmentierte DNA bildet einen charakteristischen Hof gestreuter DNA-
Schleifen, fragmentierte DNA dagegen nicht. Der SCD soll als prognostisches Hilfs-
mittel in die andrologische Fertilitdtsdiagnostik beim Menschen aufgenommen

werden.

224 Physiologische Einfliusse auf die
Spermienchromatinstruktur

Spermienreifung

Wahrend der Spermiogenese flihrt die Protamination, d.h. der Austausch von
Histonen gegen Protamine, zu einer extrem stabilen und engen Packungsdichte
hochkondensierten Chromatins reifer Spermien (GOLDBERG et al. 1977;
GATEWOOD et al. 1987). Dies ist insbesondere in der Ausbildung von Disulfid-
bricken wahrend der Nebenhodenreifung zu begrinden (CALVIN u. BEDFORD
1971). In frihen Stadien der Spermatogenese, bzw. vor Ablauf der Protamination, ist
das Spermienchromatin aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung gegentiber
Denaturierung in situ instabil. Die Chromatinstabilitit mannlicher Keimzellen von
Maus, Hamster, Kaninchen und Rind wurde wahrend verschiedener Stadien der
Spermatogenese fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Testikulare Keimzellen und
proximale Nebenhodenkopfspermien zeigten nach S&uredenaturierung in situ und
Farbeprozedur mit Akridin Orange zu 100 % rote Fluoreszenz. Mit Voranschreiten

der Nebenhodenreifung zeigten die Spermien zunehemend griine Fluoreszenz,
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ausgereifte Spermien des Nebenhodenschwanzes wiesen nur geringe Anteile
rotfluoreszierender Spermien auf (KOSOWER et al. 1992; LOHMER 2003).

Alter

Die Samenqualitat ist altersabhangig. Bei Erlangung der Geschlechtsreife entspre-
chen die Spermienkonzentration und -motilitdt sowie morphologische Kriterien oft-
mals nicht der Norm (ELLIOT 1978). Die quantitativen und qualitativen Eigenschaften
verandern sich auch mit dem Alterwerden (ALMQUIST u. AMANN 1976). Ahnliche
Beobachtungen machte man bei der Spermienchromatinstruktur. Bei Kaninchen der
Rasse New Zealand White ist im Alter von ca. 5 Monaten die Anfélligkeit des Sper-
mienchromatins gegenliber Sauredenaturierung hdéher als im Alter von 6 bis 28
Monaten. Und die Tendenz des vermehrten Auftretens chromatininstabiler Spermien
bei 20 bis 28 Monate alten Kaninchen war deutlich gegeniber 6 bis 16 Monate alten
Kaninchen (GOGOL et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse brachte eine Studie bei juve-
nilen und adulten Bullen (KARABINUS et al. 1990). Jungbullen (ca. 14 Monate alt)
wiesen eine héhere Anfalligkeit der Spermienchromatinstruktur gegeniiber Saurede-
naturieung in situ auf als Bullen im Alter von ca. 4 Jahren. Beim Menschen zeichnete
sich die Tendenz ab, dass mit fortschreitendem Alter auch die Anfalligkeit des Sper-
mienchromatins gegeniiber Sauredenaturierung in situ steigt (SPANO et al. 1998).
SUN et al. (1997) und ANGELOPOULOS et al. (1998) konnten beim Menschen hin-
gegen keinen Bezug zwischen der Chromatinstruktur und dem Alter feststellen.

Spurenelemente

Dem Spurenelement Zink kommt sowohl als Wachstumsfaktor als auch fir die sexu-
elle Entwicklung Bedeutung zu (PRASAD et al. 1963). Eine besondere Eigenschaft
des Zinks ist sein membran- bzw. proteinstabilisierender Effekt, insbesondere im
Spermienchromatin (CHVAPIL 1973). MILLAR et al. (1958) wiesen bei zinkarm er-
nahrten Ratten ein vermindertes Kdérperwachstum und eine Unterentwicklung ver-
schiedener Organe wie Hoden, Nebenhoden, akzessorische Geschlechtsdriisen und
Hypophyse nach. Es wurden Hoden mit atrophiertem Tubulusepithel gefunden.

EVENSON et al. (1980) zeigten bei Mausen mit Zinkmangelernahrung, dass das
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Spermienchromatin eine verminderte Resistenz gegeniber Hitzedenaturierung in situ
besitzt, was auf eine Abhangigkeit der Chromatinstruktur vom Zinkgehalt hinweist,
welcher diatetisch beeinflussbar ist.

Temperatur

Aus der Humanandrologie bestehen Hinweise, dass durch Erhéhung der testikularen
Temperatur, hervorgerufen durch hohe Umgebungstemperaturen, die Spermien-
chromatinstabilitdt abnimmt. Dies kann fir Manner zutreffen, die an Arbeitsplatzen
mit Extremtemperaturen tatig sind (Keramik- oder Glasindustrie), die regelmaBig
heiBe Bader nehmen oder Jacuzzis und Saunen aufsuchen (ALVAREZ 2003).

Rasse
Beim Rind wird eine mdgliche Rasseabhangigkeit der Spermienchromatinstabilitat
vermutet (GUENIAT VON COURROUX 1988).

Geschlechtliche Aktivitat

Die Aussagen Uber die Auswirkung sexueller Abstinenz auf die Spermienchromatin-
struktur sind widerspriichlich. Wahrend SPANO et al. (1998) bei Mannern mit zuneh-
mender Abstinenz von bis zu sechs Tagen vermehrt chromatininstabile Spermien
nachwiesen, konnten EVENSON et al. (1991) und SUN et al. (1997) keinen Einfluss

der Sexualkarenz auf die Spermienchromatinstruktur aufzeigen.
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2.25 Pathologische Einflisse auf die

Spermienchromatinstruktur

Stérungen der Spermatogenese

a) ,,Unterprotamination”

Stérungen der Spermatogenese kénnen in einer fehlerhaften Konfiguration oder Zu-
sammensetzung der DNA zum Ausdruck kommen. Chromatinstrukturdefekte, die
wahrend der Spermiogenese in Form einer ,Unterprotamination“ entstehen, d.h. bei
unzureichendem oder fehlendem Austausch von Histonen gegen Protamine, schei-
nen die DNA-Stabilitat zu verringern (BALHORN et al. 1988; BELOKOPYTOVA et al.
1993; DE YEBRA et al. 1993; SAKKAS et al. 1995, 1996). Der Protamingehalt im
Spermienchromatin kann mit dem DNA-gangigen Farbstoff Chromomycin A3 (CMA3)
nachgewiesen werden. Ein CMAgs-positives Farbeergebnis spricht fir eine stattgefun-
dene Protamination und ermdglicht eine Aussage Uber den Spermienchromatinstatus
und die Erkennung einer Spermatogenesestérung (BIANCHI et al. 1993; SAKKAS et
al. 1995).

b) DNA-Strang-Briiche

Wahrend der Spermiogenesephasen werden die DNA-Strange des anfangs ungeord-
neten Chromatins durch Endonukleasen an unterschiedlichen Stellen getrennt und
wieder zusammengefigt (MC PHERSON u. LONGO 1993). DNA-Strang-Brlche sind
typische Merkmale eines Spermienchromatindefektes. Deren Auftreten ist vermutlich
in einer unvollstandigen Spermienreifung wahrend der Nebenhodenpassage begrin-
det, was zu instabilem Spermienchromatin aufgrund unzureichender Protamination
fihrt (GORCZYCA et al. 1993; MANICARDI et al. 1995; SAILER et al. 1995).

c) Apoptose
Das Vorhandensein von DNA-Strang-Briichen steht nach GORCZYCA et al. (1993)
in enger Beziehung mit dem programmierten Zelltod, welcher tendenziell haufiger in

Ejakulaten mit einem erhéhten Anteil chromatindefekter Spermien auftritt als in
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Ejakulaten mit chromatinintakten Spermien (MOUSTAFA et al. 2004). Die Apoptose
wird durch ein transmembranes Rezeptorprotein namens FAS ausgeldst (LEE et al.
1997b). Sog. FAS-Liganden werden von Sertolizellen exprimiert und binden FAS-
positive Stammzellen. Es kommt zum programmierten Zelltod. Auf diese Weise wird
eine Uberproliferation von Stammzellen verhindert und Zellen, die fiir die Spermato-
genese ungeeignet sind, eliminiert (LEE et al. 1997b; RODRIGUEZ et al. 1997).
SAKKAS et al. (1999) beobachteten bei subfertiien Mannern prozentual mehr FAS-
positive Spermien als bei fertilen Mannern. Dabei sprechen sie von ,abortive apop-
tosis®, was meint, dass diese positiv markierten Spermien sozusagen einem ur-

sprunglich programmierten Zelltod entgangen sind.

d) ROS (reactive oxygen species)

Als weitere Stérfaktoren der Spermatogenese sind ROS (reactive oxygen species) zu
nennen. Dabei handelt es sich um flr die Spermienbildung und -funktion (BECKMAN
u. AMES 1997), insbesondere im Zusammenhang mit den Vorgangen bei der Be-
fruchtung (GOMEZ et al. 1996), notwendige Oxidantien. Eine Uberproduktion von
ROS wird durch Antioxidantien kontrolliert bzw. verhindert. Ein erhéhter ROS-Gehalt
besteht beispielsweise in Gegenwart von Leukozyten (AITKEN et al. 1992, 1995;
ALVAREZ et al. 2002), wie es bei chronischen Infektionen der Fall sein kann, bei
Spermien mit Zytoplasmatropfen am Mittelstiick (GOMEZ et al. 1996) oder bei Oligo-
zoospermie (AITKEN et al. 1992). Ein ROS-Uberschuss filhrt zu einem Anstieg an
DNA-Fragmenten (POTTS et al. 2000; BAUMBER et al. 2003; MOUSTAFA et al.
2004), abnormaler Endonukleaseaktivitat und zu apoptischen und nekrotischen Pro-
zessen in den Hoden (EVENSON et al. 2002). Daraus resultieren Spermienfunkti-
onsstérungen und Chromatinstrukturdefekte (EVENSON et al. 2002). DarUber hinaus
fuhrt oxidativer Stress vermutlich zu spontanen Mutationen, die ein erhéhtes Krebsri-
siko mit sich bringen. Die Diagnose Hodenkrebs geht allerdings nicht zwangslaufig
mit einem erhéhten Anteil chromatininstabiler Spermien einher (FOSSA et al. 1997).
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Infektionen, Entziindungen, Warme

Es wird vermutet, dass auch entziindliche Prozesse mit Bakteriospermie, wie z.B. bei
einer Prostatitis, zu einer verminderten Spermienchromatinstabilitat fiihren. Nach
antibiotischer Therapie normalisiert sich die Chromatinstruktur wieder (EVENSON et
al. 1991). Bei akuten oder chronischen Infektionen der méannlichen Geschlechtsor-
gane und der akzessorischen Geschlechtsdriisen treten vermehrt Leukozyten im Eja-
kulat auf. Bei Leukozytospermie werden mehr chromatininstabile Spermien nachge-
wiesen als bei Normospermie (ENGH et al. 1992; SPANO et al. 1998; ALVAREZ et
al. 2002). Auch generalisierte Infektionskrankheiten scheinen Einfluss auf die Chro-
matinstruktur zu nehmen, wenn sie mit Fieber einhergehen (EVENSON et al. 2000).
Bei Mannern mit fiebrigem, grippalem Infekt (Influenza) ist eine erhdhte Anfalligkeit
des Spermienchromatins gegenlber Sauredenaturierung in situ nachweisbar. Nach
Abklingen der Infektion normalisiert sich die Chromatinstabilitat wieder. Als Ursache
wird die Erwdrmung der Hoden durch das Fieber diskutiert. Auch virale Einflisse
sind nicht auszuschlieBen.

Bei Warmeexposition isolierter Hoden Uber einen langeren Zeitraum ist eine erhdhte
Anfélligkeit des Spermienchromatins gegenlber Sauredenaturierung in situ Gber
Tage nach der Exposition zu verzeichnen (VOGLER et al. 1991; KARABINUS et al.
1997; SAILER et al. 1997; LOVE u. KENNEY 1999; ACEVEDO 2001; ACEVEDO et
al. 2001). Der Hitzestress interferiert schon wahrend der Spermatogenese mit den
mannlichen Keimzellen und fihrt zudem zu verminderter Motilitdt und morpholo-
gischen Kopfveranderungen (VOGLER et al. 1991; ACEVEDO 2001; ACEVEDO et
al. 2001). Die Erwarmung der Hoden scheint keine Auswirkungen auf die Spermien-
reifung im Nebenhoden zu haben, da der Anteil sekundarer Formabweichungen der
Spermien gering ist (VOGLER at al. 1993). SAILER et al. (1997) untersuchten ver-
schiedene Keimzellstadien der Spermatogenese von Mausen bei unterschiedlichen
Temperaturen. Ab einer Temperatur von 42°C konnten keine Spermien aus dem Ne-
benhodenschwanz mehr gewonnen werden, weil die Spermatogenese temperturbe-
dingt zum Erliegen kam. Nach Befruchtung mit Spermien warmeexponierter Hoden
war eine reduzierte Embryonalentwicklung (SETCHELL et al. 1998) und erhéhte
frithembryonale Mortalitat zu beobachten (SAACKE et al. 1994, 1998).
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Toxikologische Einflisse

Uber die Auswirkungen medikamentéser Behandlungen auf das Spermienchromatin
ist bisher wenig bekannt. Kortisongaben scheinen die Spermienchromatinstruktur zu
beeintrachtigen (EVENSON et al. 1991). Ebenso kénnen leistungssteigernde Zusatz-
stoffe ein Gefahrenpotential fiir die Fertilitat darstellen. So wurde bei einem Hengst
zwei Monate nach Absetzen eines solchen Zusatzstoffes ein Abfall des COMPou-
Wertes von anfangs 48 % auf 10 % festgestellt (KENNEY et al. 1995). Acetamino-
phen wird in Medikamenten mit analgetischer und antipyretischer Wirkung verwen-
det. Bei Uberdosierungen dieses Stoffes kommt es zu hepatischen Nekrosen und
genotoxischen Effekten. Spater stellt sich eine Hemmung der DNA-Replikation und
eine Gewichtsabnahme der Hoden ein. Uber einen befristeten Zeitraum ist nach
Gabe von Acetaminophen auch eine erhdéhte Anfalligkeit der Spermienchromatin-
struktur gegenilber Sauredenaturierung in situ nachweisbar (WIGER et al. 1995).
Gasférmige Umweltkontaminanten stellen fir die Gesundheit von Mensch und Tier in
verschiedenster Hinsicht ein Risiko dar. Toxische Stoffe wie Zeranol, Hydroxycarba-
mide oder Methyl-Methansulfonate kénnen Chromatindefekte und teilweise testiku-
lare Gewichtsabnahmen hervorrufen (BALLACHEY et al. 1986b; EVENSON u. JOST
1993; EVENSON et al. 1993). Der Grad der Schadigung ist dosisabhangig und
nimmt mit anhaltender Dauer der Gabe zu. Zeranol fiihrt zu einer gestérten Sperma-
togenese (BALLACHY et al. 1986b). Hydroxycarbamide bewirken vermutlich eine In-
hibition der DNA-Synthese mit Veranderungen der Chromatinstruktur und der Sper-
mienkopfmorphologie (EVENSON u. JOST 1993).

Alkoholkonsum scheint keinen Effekt auf das Spermienchromatin zu haben (SPANO
et al. 1998). Raucher wiesen sogar eine erhdhte Spermienchromatinstabilitat auf
(SPANO et al. 1998). SUN et al. (1997) hingegen stellten bei Rauchern einen erhéh-
ten Anteil an DNA-Strang-Brlchen fest.

Ultraschall, Réntgen, Radioaktive Strahlen

Ultraschallbehandlungen haben keinen Einfluss auf die Spermienchromatinstruktur
von Mensch und Ratte gezeigt (EVENSON et al. 1985; EVENSON et al. 1991). Die
Auswirkung diagnostischer Strahlendosen ist fraglich. Mit steigenden Dosen flhren
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Rdéntgenstrahlen und radioaktive Substanzen wie Indium zur Schadigung des Sper-
mienchromatins von Mausen (HAINES et al. 2001). AHMADI und NG (1999) konnten
bei Mannern eine Chromatinschadigung durch Gamma-Strahlung nachweisen. Der
Defekt nahm mit steigender Dosis zu.

2.2.6 Das Spermienchromatin als Fertilitatsindikator

Der Untersuchung der Spermienchromatinstruktur wird im Rahmen der Fertilitats-
diagnostik beim Mann ein hoher Stellenwert eingerdumt. Schon 1980 konnten
EVENSON et al. mit Hilfe des SCSA bei subfertilen Individuen (Mensch, Maus, Rind)
eine hdhere Anfalligkeit des Chromatins gegenlber Denaturierung in situ nachwei-
sen als bei Spermien fertiler Individuen. Manner, die bereits Nachkommen gezeugt
hatten, wiesen einen héheren Anteil griinfluoreszierender Spermien auf als Manner,
die nach mehreren Versuchen noch keine Schwangerschaft erzielt hatten (PELUSO
et al. 1992). Die Samenqualitdt wird anhand der klassischen Parameter wie Volu-
men, Dichte, Morphologie und Motilitdt bewertet (YANAGIMACHI 1988). Fir den
Menschen gelten die Richtwerte der WHO (1999). Laut NIESCHLAG (2000) kénnen
mit Hilfe der klassischen Spermatologie mindestens 30 % der Infertilitdtsfalle bei
Méannern nicht geklart werden. Bei Mannern mit idiopathischer Infertilitdt konnte in
vielen Fallen ein Chromatindefekt mit erhéhten Anteilen chromatininstabiler Sper-
mien gegenlber Sauredenaturierung in situ festgestellt werden (EVENSON et al.
1991, 2002; SALEH et al. 2002). Studien bei Mensch (EVENSON u. MELAMED
1983; EVENSON et al. 1984), Rind (EVENSON et al. 1980) und Maus (EVENSON et
al. 1985) haben gezeigt, dass die Chromatinstruktur mit Stérungen der Spermatoge-
nese, morphologisch anormalen Spermien und Infertilitat assoziiert ist. Ob ein direk-
ter Zusammenhang zwischen einem Spermienchromatindefekt und Samenqualitéts-
parametern besteht, wird kontrovers diskutiert. Beim Menschen (EVENSON et al.
1991; ENGH et al. 1992), beim Rind (GUENIAT VON COURROUX 1988) und beim
Pferd (KENNEY et al. 1995) wurden signifikante Korrelationen zwischen der Vor-
wartsmotilitat und erhéhten Prozentsatzen chromatininstabiler Spermien festgestellt.
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Auch zwischen der Spermienkonzentration und einem erhéhten Prozentsatz chro-
matininstabiler Spermien des Menschen bestand eine signifikante Korrelation
(EVENSON et al. 1991; ENGH et al. 1992). Nach ENGH et al. (1992) und GUENIAT
VON COURROUX (1988) wurde zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien
und dem Anteil membrangeschadigter Spermien von Mensch und Rind eine positive
Korrelation festgestellt. Des Weiteren wurden signifikante Korrelationen zwischen
dem Anteil morphologisch abweichender Spermien und der Chromatininstabilitat
beim Menschen (IBRAHIM u. PEDERSEN 1988; EVENSON et al. 1991;
CLAASSENS et al. 1992; ENGH et al. 1992), beim Pferd (KENNEY et al. 1995) und
bei der Katze (PENFOLD et al. 2003) gefunden. Beim Menschen war nach TEJADA
et al. (1984) und EVENSON et al. (1991) der Anteil chromatininstabiler Spermien mit
dem Anteil kopfmorphologisch abweichender Spermien signifikant korreliert. Dage-
gen konnten BALLACHEY et al. (1986a) bei ingezlichteten Mausen, DOBRINSKI et
al. (1994) beim Rind und HAMMADEH et al. (1996) und SPANO et al. (2000) beim
Menschen keine Relationen zwischen der Spermienchromatinstruktur und Samen-
qualitdtsparametern verzeichnen. Da das Chromatin im Spermienkopf lokalisiert ist,
liegt es nahe, die Kopfmorphologie in Relation zum Spermienchromatin zu betrach-
ten. Ein erhdhter Anteil an Spermien mit missgebildeten Képfen und Kratern fihrte
haufiger zur Entstehung von Embryonen geringer Qualitat und zu schlechten Fertili-
sationsraten als Spermien mit physiologischen Kopfformen (MILLER et al. 1982; DE
JARNETTE et al. 1992; SAACKE et al. 1994). Mause, bei denen Spermienkopfano-
malien durch chemische Behandlungen induziert wurden, zeigten erhéhte COMPoy-
Werte (EVENSON et al. 1985, 1986). Vakuolen im Kopfbereich scheinen geradezu
ein Indikator fir Chromatindefekte zu sein (ACEVEDO 2001). Die selten vorkom-
mende Globozoospermie beim Menschen ist durch runde Nuklei und Fehlen des
Akrosoms und der postakrosomalen Hulle charakterisiert. Zudem sind Anomalien der
Mitochondrien, des Mittelstlicks und der nuklearen Scheide ebenso mit der Globo-
zoospermie assoziiert (SCHIRREN et al. 1971; HOLSTEIN et al. 1973; PEDERSEN
u. REBBE 1974). In einem Fall mit totaler Globozoospermie konnten LARSON et al.
(2001) bei einem 36-jahrigen Mann keinen erhdhten Anteil chromatininstabiler

Spermien  feststellen.  Kopfmorphologische = Abweichungen missen  nicht
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zwangslaufig mit Chromatindefekten einhergehen (ROUX u. DADOUNE 1989). Und
Spermien mit physiologischer Kopfform kénnen auch beeintrachtigtes Chromatin
aufweisen (DADOUNE et al. 1988; MARTIN u. RADEMAKER 1988; LIU u. BAKER
1992). Aus Volumenmessungen mittels eines Atomic Force Mikroskops konnte ermit-
telt werden, dass das Spermienchromatinvolumen auch bei Spermienkopfanomalien
konstant ist, unabhangig vom DNA-Gehalt und seiner Struktur (LEE et al. 1997a).
Aus Studien, in denen Akridin Orange und die Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz
kamen, liegen beim Menschen kontroverse Ergebnisse bezlglich einer Prognose fir
das Fertilitdtspotential und die Schwangerschaftsrate vor. LIU und BAKER (1992)
und HOSHI et al. (1996) sprechen dem AQOT eine hohe Aussagekraft beziiglich des
Fertilititspotentials zu. Ahnliches betrifft die Korrelation mit der Schwangerschafts-
rate (TEJADA et al. 1984; HOSHI et al. 1996). Bei > 50 % grunfluoreszierenden
Spermien kam es immer zu einem erfolgreichen IVF-Ergebnis (HOSHI et al. 1996).
Bei < 50 % grinfluoreszierender Spermien waren hingegen nur 39 % der IVF-
Behandlungen erfolgreich. Eine Schwangerschaft konnte bei < 50 % grinfluores-
zierender Spermien weder nach IVF noch nach ICSI aufrecht erhalten werden.
SPANO et al. (2000) stellten beim Menschen fest, dass bei > 20 % chromatinin-
stabiler Spermien die Befruchtungsfahigkeit in vivo sinkt bzw. ab 40 % kaum mit
einer Befruchtung zu rechnen ist. EVENSON et al. (2002) legten fir den Menschen
folgende Grenzwerte fir den DFI (Defragmentierungsindex) im SCSA fest (Tab. 1):

Tab. 1: Grenzwerte fiir den DFI im Hinblick auf den Fertilitatsstatus nach
EVENSON et al. (2002)

DFI (%) Fertilitatsstatus
<15 sehr gut
15-24 gut
25-30 mittelmaBig
> 30 schlecht
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Beobachtungen bei verschiedenen Tierarten gaben Grund zu der Annahme, dass die
embryonale Entwicklung nach Befruchtung mit qualitativ herabgesetztem Sperma
(geringer Anteil vitaler Spermien, erhéhter Anteil morphologisch veranderter Sper-
mien) im Frihstadium vor der Implantation gestért ist, so dass eine Trachtigkeit nicht
nachweisbar ist (COUROT u. COLAS 1986; BARTH 1992; DE JARNETTE et al.
1992). Bei Spermien mit geschadigtem Chromatin konnten geringere Befruchtungs-
raten sowie Teilungsraten der Blastozysten im IVF-Versuch verzeichnet werden
(SUN et al. 1997). An Besamungsbullen konnte ebenso gezeigt werden, dass bei
einer Gruppe subfertiler Bullen die Morula- und Blastozystenrate geringer war als bei
einer Gruppe hochfertiler Bullen. Die Oozytenpenetrationsrate zeigte dagegen bei
beiden Gruppen keine Unterschiede (PARRISH u. EID 1994). Nach LOHMER et al.
(2003) wiesen in der IVF Bullenspermien mit niedrigen Gehalten an Chromatindefek-
ten signifikant héhere Teilungsraten auf.

In der Pferdezucht ist die Trachtigkeitsrate (Anzahl tragender Stuten / Anzahl besam-
ter Stuten) kein brauchbarer Fertilitatsparameter, welcher zudem gerade bei jungen
Hengsten im ersten Zuchteinsatz nicht vorliegt. Dartiber hinaus ist die Anzahl der
Zuchteinsatze haufig zu gering, um eine statistische Aussage Uber die Fruchtbarkeit
treffen zu kénnen. Der SCSA ist als geeigneter Fruchtbarkeitsparameter fir tiefge-
frorenes Pferdesperma zu bewerten, da die Motilitat und Morphologie der Spermien
nach dem Auftauen nur in sehr geringem MaBe fir die FertilitAtsprognose von
Bedeutung sind (DI GRASSIE 2000).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Versuchstiere

Es kamen elf institutseigene Beagleriden im Alter zwischen einem Jahr und neun
Jahren zum Einsatz. Sie wurden in Vierer- und Finfergruppen im Zwinger auf
Pflastersteinen gehalten. Dort stand ihnen ein Auslauf im Freien und eine mit Stroh
eingestreute Schutzhitte zur Verflgung. Die Fatterung erfolgte einmal taglich mit
einem handelsublichen Trockenfutter. Wasser stand ad libitum zur Verfigung.
AuBerdem gingen 31 Riden unterschiedlicher Rassen im Alter von einem Jahr bis
acht Jahren in die Untersuchungen ein. Von vier dieser Riden wurde ausschlieBlich
Tiefgefriersperma verwendet. Die Hunde stammten aus Privathaushalten und wur-
den bis auf ein Liebhabertier als Zuchthunde gehalten. Alle Riden waren zum
Zeitpunkt der Untersuchungen in einem guten allgemeinen Gesundheits- und
Pflegezustand.

3.2 Methoden

3.2.1 Materialien

Der fur die Untersuchungen benétigte Laborbedarf, Chemikalien und Rezepte zur
Herstellung von Lésungen und die Einstellungen fir die Software zur computer-
gestltzten Auswertung des mfSCSA sind im Anhang (Kap. 9.1 bis 9.4.4) aufgeflhrt.
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3.2.2 Andrologische Untersuchung incl. Samengewinnung

Jedes Tier wurde im Rahmen der andrologischen Untersuchung wie bei GUNZEL-
APEL (1994) beschrieben auf seine Allgemeingesundheit, phanotypische genitale
Erbgesundheit, Geschlechtsgesundheit, Potentia coeundi (Begattungspotenz) und
Potentia generandi (Befruchtungspotenz) untersucht. Vorab wurden die Kennzeichen
der Tiere aufgenommen, das Kérpergwicht ermittelt und ein Vorbericht bezliglich der
Zuchteinsatze und des Deckverhaltens sowie evtl. vorausgegangener Allgemein- und
Genitalerkrankungen und Therapien erhoben. Die Samengewinnung erfolgte wie bei
KRAUSE (1965) und GUNZEL-APEL (1994) beschrieben. Zur sexuellen Stimulation
wurde den Riden Gelegenheit gegeben, mit einer laufigen Hindin Kontakt aufzu-
nehmen. An einem ruhigen Ort erfolgte die Samenentnahme in Form einer fraktio-
nierten Ejakulatgewinnung durch manuelle Stimulation (Massage) und Fixation des
Penis. Vorsekret, spermienreiche Phase, spermienarme Phase und spermienfreie
Phase (Prostatasekret) wurden in tulpenférmigen, graduierten auf 38°C vorge-

warmten Samenauffangglasern getrennt gewonnen.

3.2.3 Samenuntersuchung

Die Untersuchung des Nativsamens beinhaltete geman der von KRAUSE (1965) und
GUNZEL-APEL (1994) beschriebenen Vorgehensweise die Erfassung klassischer
Ejakulatparameter. Zur Beurteilung der erhobenen Daten wurden die von GUNZEL-
APEL (1994) erarbeiteten Normrichtwerte flr die einzelnen Ejakulatparameter heran-
gezogen. Die Normrichtwerte sind im Anhang (Kap. 9.5) aufgefiihrt und dienten als
Beurteilungsgrundlage fur die Diagnosestellung von Normospermie und Dysspermie.
Ruden mit Normospermie galten mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit als
befruchtungspotent, bei vorliegender Dysspermie wurde von einer mehr oder
weniger herabgesetzten Befruchtungspotenz ausgegangen (aus WEITZE 2001).

Makroskopisch wurde von jedem Ejakulat das Volumen (ml), die Konsistenz und die

Farbe aller Phasen bestimmt. In der mikroskopischen Samenuntersuchung wurden
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folgende klassische Samenqualitatsparameter bestimmt: Spermienkonzentration
(Mio./ml) und Spermiengesamtzahl (Mio.), Anteile vorwarts-, orts- und unbeweglicher
Spermien (%) durch mikroskopische Schatzung, Anteil an Spermien mit geschadigter
Plasmamembran (sog. tote Spermien) mit Eosin (%) und Anteil formabweichender
Spermien (%). Dartberhinaus fanden moderne spermatologische Parameter wie die
computergestitzte Motilitdtsanalyse (CMA) und die Lebend-Tot-Farbung mit Propi-
diumiodid (PI) Anwendung.

3.2.3.1 Bestimmung der Spermienkonzentration (Samendichte)
und Spermiengesamtzahl

Far die Dichtebestimmung wurde zunachst aus 10 ml einer 10 %igen NaCl-Lésung
der Volumenanteil entnommen, der anschlieBend an Sperma hinzugeflgt wurde.
Das Spermavolumen wurde je nach makroskopischem Aussehen (rahmahnlich,
rahmahnlich bis milchig, milchig, milchig bis molkig, molkig, molkig bis wassrig)
zwischen 10 und 200 pl bestimmt und in 10 %iger NaCl-Lésung geldst. Es wurde ein
ca. 2 ul groBer Tropfen des suspendierten Spermas in eine Zahlkammer nach Tho-
ma ,neu” pipettiert und unter einem Phasenkontrastmikroskop ohne Heiztisch bei
400-facher VergréBerung untersucht. Dabei wurden im unteren und oberen Zahl-
kreuz die Spermienkdpfe jeweils in finf groBen Quadraten gezahlt und addiert. Die
auf zwei Begrenzungslinien eines Quadrates befindlichen Spermienkdpfe wurden
mitgezahlt. Die Berechnung der Dichte in Millionen pro ml (x 10%/ml) erfolgte nach
folgender Formel: Summe ausgezahlter Spermien / ausgezahlte Flache x Kammer-
héhe x Verdiinnungsgrad. Dann wurde die Spermiengesamtzahl (x 10°) durch Multi-
plikation von Volumen und Dichte der spermienreichen Phase ermittelt.
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3.2.3.2 Bestimmung der mikroskopisch geschatzten und
computergestutzt ermittelten (CMA) Spermienmotilitat

Es wurde der prozentuale Anteil vorwarts-, orts- und unbeweglicher Samenzellen der
spermienreichen Phase ermittelt. Fir die mikroskopische Schatzung der Spermien-
motilitdt wurde ein etwa senfkorngroBer Tropfen der zu untersuchenden Probe auf
einen Objekttrager gegeben und mit einem Deckglaschen (18 x 18 mm) bedeckt. Die
Untersuchung erfolgte an einem Phasenkontrastmikrokop mit Heiztisch (38°C) bei
160-facher VergréBerung. Die Glaspipetten, Objekttrager und Deckglaschen wurden
auf einem Heiztisch bei 38 °C vorgewarmt.

Zur Durchfihrung der computergestitzten Motilitdtsmessung wurde zunachst ein Teil
der spermienreichen Phase mit einer TRIS-Stammldsung (Rezept s. Anhang, Kap.
9.3.2) auf 100 Mio. Samenzellen / ml verdiinnt. Es wurde ein ca. 2 pl groBer Tropfen
der zu untersuchenden Probe in die Mika-Zahlkammer eingeflillt und unter einem
Phasenkontrastmikroskop [Olympus BH 2 mit Heiztisch (39°C)] bei 200-facher
VergrdBerung betrachtet und mittels des Cell Motion Analyzer® 2.0 Programms
ausgewertet. Die Anlage fir den CMA (Cell Motion Analyser) ist im Anhang (Kap.
9.1) aufgefihrt. Das Mikroskopbild wurde Gber eine Schwarz-WeiB3-Videokamera live
auf einen Computerbildschirm Ubertragen. Es wurde das Bewegungsmuster von
mindestens 200 Zellen computergestitzt ausgewertet. Dabei fanden folgende Para-
meter Berlcksichtigung: Anteil vorwartsmotiler Spermien in % (MS), die Geschwin-
digkeit Gber eine gerade Linie vom Anfang bis zum Ende in um / sec (Velocity
Straight Line, VSL), die Geschwindigkeit Uber die gemittelte Bahn in um / sec
(Velocity Averaged Path, VAP) und die Geschwindigkeit Uber die tatsachlich zurtck-
gelegte Bahn in um / sec (Velocity Curve Line, VCL). Pipettenspitzen und die Mika-

Zahlkammer wurden auf einem Heiztisch bei 38°C vorgewarmt.
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3.2.3.3 Lebend-Tot-Farbung mit Eosin und Propidiumiodid

Zur Ermittlung des prozentualen Anteils lebender und toter bzw. membrangescha-
digter Spermien wurde eine Farbung der Spermien mit Eosin sowie eine Fluores-
zenzmarkierung der Spermien mit Propidiumiodid (Pl) durchgefihrt.

Die Farbeldsung fir die Eosinfarbung wurde aus einer 2 %igen Eosinlésung und
einer 3 %igen wassrigen tri-Natriumcitrat-Dihydratldsung hergestellt. Auf einem vor-
gewarmten Objekttrager (38°C) wurden zwei Tropfen der Farbelésung mit einem
Tropfen Sperma vermischt, ausgestrichen und luftgetrocknet. Es erfolgte die Aus-
zahlung von 200 Zellen unter einem Phasenkontrastmikroskop ohne Heiztisch bei
400-facher VergréBerung. Ungefarbte Zellen galten als membranintakt.

Zur Herstellung der Propidiumiodidlésung wurden 0,5 mg Propidiumiodid in 1 ml
Aqua dest. gelést (HARRISON u. VICKERS 1990) und in Eppendorf-Reaktionsge-
faBen unter Lichtausschluss bei -18°C aufbewahrt. Vor jedem Farbevorgang wurde
die PI-Lésung unter Lichtausschluss bei 37°C aufgetaut. 485 pl des mit TRIS-
Stammlésung (Rezept s. Anhang, Kap. 9.3.2) auf 100 Mio. Spermien / ml verdiinnten
Spermas, 10 pl Formolcitrat (Rezept s. Anhang, Kap. 9.3.1) und 5 pl Propidiumiodid-
I6sung wurden in ein mit Aluminiumfolie ummanteltes Eppendorf-Reaktionsgefal pi-
pettiert. Die Differenzierung von 200 Zellen erfolgte in einem abgedunkelten Raum
am Fluoreszenzmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung (Axioskop, Fa. Zeiss, Jena)
bei 400-facher Vergr6Berung unter Verwendung eines 560 nm-Filters. Rotfluoreszie-

rende Zellen wurden als membrandefekt beurteilt.
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3.2.34 Spermienmorphologie

Zur Beurteilung der Spermienmorphologie wurden einige Tropfen der spermien-
reichen Phase in 300 pl Formolcitrat (Rezept s. Anhang, Kap. 9.3.1) fixiert. Daraus
wurde ein ca. 2 pl groBer Tropfen auf einen Objekttrager gegeben. Dieser wurde mit
einem Deckglaschen bedeckt. Die Untersuchung erfolgte nach kurzem Warten, bis
alle Zellen auf dem Objekttrager plan lagen, unter einem Phasenkontrastmikroskop
ohne Heiztisch bei 1000-facher VergrdBerung unter Verwendung von Olimmersions-
l6sung. Es wurden 200 Zellen bewertet. Die Beurteilung schloss Kopfkappen-, Kopf-,
Hals-, Verbindungsstlck-, Haupt- und Endstlckveranderungen sowie Doppel- und
Mehrfachmissbildungen ein (Abb. 2).
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3.24 Modifizierter fluoreszenzmikroskopischer
Spermienchromatinstruktur Assay (mfSCSA)

Der von EVENSON et al. (1980) etablierte Spermienchromatinstruktur Assay (SCSA)
stellt ein flowzytometrisches Verfahren dar. Daraufhin folgten von TEJADA et al.
(1984), KOSOWER et al. (1992) und ACEVEDO (2001) neue Verfahren, in denen die
Chromatinstruktur fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden konnte. Der in der
vorliegenden Studie verwendete modifizierte fluoreszenzmikroskopische Spermien-
chromatinstruktur Assay (mfSCSA) wurde in Anlehnung an das von ACEVEDO
(2001) beschriebene Verfahren entwickelt. Die Versuche wurden mit Nativsperma,
aufgetautem schockgefrorenem Sperma und Tiefgefriersperma durchgefthrt. Die fir
den mfSCSA zur Herstellung von Lésungen notwendigen Rezepte sind im Anhang
(Kap. 9.3.3) aufgeftihrt. Das Protokoll ist in folgende Abschnitte gegliedert:

A) Vorbereitung der Spermaprobe

1. Abfiillen des Samens

Zuerst wurde eine Spermaprobe mit einem definierten Volumen in ein Zentrifugen-
réhrchen mit konisch zulaufendem Boden pipettiert. Es wurden 200 pl Nativsamen
aus der spermienreichen Phase entnommen bzw. 150 ul aufgetautes Sperma einer
schockgefrorenen Probe bzw. 1000 pl aufgetautes Tiefgefriersperma (enspricht zwei
mittleren Pailletten). Schockgefrorenes Sperma wurde bei 37°C aufgetaut, Tiefge-
friersperma wurde vom Stickstoff direkt in ein bei 38°C vorgewarmtes Wasserbad
tberflhrt und dort fir 30 sec eingetaucht.

2. Waschen der Spermaprobe

Das abgemessene Spermavolumen wurde in ein Zentrifugenrdhrchen mit konisch
zulaufendem Boden pipettiert. Darauf wurden 2 ml Natriumcitratpuffer 2,9 % (Rezept
s. Anhang, Kap. 9.3.3.1) hinzugefiigt. Die Suspension wurde bei 2700 g (3500 U /

min.) und 20°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels einer
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Wasserstrahlpumpe bis auf ca. 50 pl abgesaugt. Das Pellet wurde erneut mit 2 ml
Natriumcitratpuffer 2,9 % resuspendiert und ein zweites Mal wie oben beschrieben
zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in dem verblei-
benden Uberstand von ca. 50 pl bis zur vollstdndigen Aufldsung resuspendiert.

3. Anfertigung der Ausstriche

Superfrost®plus Objekttrager (Fa. Roth, Karlsruhe) wurden mit einem I6sungsmittel-
festen Stift mit den erforderlichen Daten [Rufname des Riden, Nr. des Objekttragers,
Spermaart (nativ, schockgefroren, tiefgefroren), Datum] beschriftet. Auf jeden Objekt-
trager wurde ein ca. 10 ul groBer Probentropfen pipettiert. Dieser Tropfen wurde mit
einem Deckglaschen (18 x 18 mm) ausgestrichen und flar ca. 20 Minuten bei Raum-
temperatur (ca. 21°C) luftgetrocknet.

B) Dekondensation des Spermienchromatins

Fir die folgenden Arbeitsschritte (Abschnitte B bis D) ist aufgrund der gesundheits-
schadlichen bzw. toxischen Wirkung von DTT (1,4-Dithiothreit), Methanol und Akridin
Orange das Arbeiten unter einem Abzug unter Verwendung von Atemschutzmasken
und Handschuhen notwendig. Mit Ausnahme der Farbelésung mit Akridin Orange
und Carnoy’s solution (pH 2), welche fir jeden Farbedurchgang frisch angesetzt
wurden, wurden die Ldésungen zwei bis drei Wochen (s. Anhang, Kap. 9.3.3)
verwendet und anschlieBend verworfen. Sie wurden im Kihlschrank bei 5 °C aufbe-

wahrt.

1. DTT-DMSO-Gebrauchslésung zur Dekondensation des Spermienchromatins
Rezepturbeispiel fir ca. 30 ml Lésung:

0,023g DTT wurden in ein Becherglas gegeben und mit 30 ml Natriumcitratpuffer
unter kurzem Schwenken geldst (DTT-Konzentration: 5 mmol / 1). Danach wurde
DMSO (1mmol / I) mit Aqua bidest. (1,75 mmol / ) gesattigt. In einem Reagenzglas
wurden 2130 pl DMSO gegeben [ 30* x 71ul, entspricht 30* x 1 mmol DMSO ],
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darauf wurde mit 945 pl Aqua bidest. versetzt [ 30* x 1,75 x 18 pl, entspricht 30* x
1,75 mmol Aqua bidest.]. Das Reagenzglas wurde mit einem Stopfen verschlossen
und kurz geschwenkt. Nach Ablauf der exothermen Reaktion und deutlichem Abklh-
len wurde die DMSO-Lésung zur Natriumcitratpuffer-DTT-Lésung gegeben und diese
Gebrauchslésung erneut kurz geschwenkt.

die als Multiplikationsfaktor eingesetzte Zahl 30 entspricht der

verwendeten Natriumcitratpuffermenge von 30 ml

2. Beschichtung der Objekttrager mit der DTT-DMSO-Gebrauchslésung

Die Ausstriche wurden waagerecht auf einem Reagenzglasstander positioniert und
der Reihe nach mit jeweils 2 ml der hergestellten Lésung beschichtet, so dass die
Proben vollstandig mit Flissigkeit bedeckt waren. Die Einwirkzeit betrug 40 Minuten.

3. Waschen der Objekttrager

Nach 40 Minuten wurde die Gebrauchslésung der Reihe nach von den Objekttragern
abgegossen und vorsichtig mit Natriumcitratpuffer 2,9 % aus einer vorbereiteten
Spritzflasche nachgespult. Die Objekitrdger wurden fir 10 Minuten in eine mit
Natriumcitratpuffer 2,9 % geflllte Farbekuvette verbracht. AnschlieBend wurden die
Objekttrager nacheinander aus der Pufferldsung entnommen, deren Rickseiten mit
Zellstoff abgetrocknet und fast senkrecht auf einer saugfahigen Unterlage fir ca. 10
Minuten bei Raumtemperatur (ca. 21 °C) luftgetrocknet.

C) Sauredenaturierung

Far die Sauredenaturierung der Spermien-DNA wurden die Ausstriche in einem ab-
gedunkelten Raum fir 120 Minuten in eine mit Carnoy’s solution (Rezept s. Anhang,
Kap. 9.3.3.2) geflllte Farbekuvette verbracht. Wichtig war, das in der Kuvette befind-
liche Essigsaure-Methanol-Gemisch vorher gut umzurtihren, da die Essigsédure sonst
aufgrund ihres hdéheren spezifischen Gewichts teilweise am Boden verbleibt. Nach
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ca. 1h wurde die fir die Akridin-Orange-Lésung vorgesehene Farbeklvette in ein
Gefrierfach bei -18°C gelegt und vorgekuinhlt. Eine weitere Klvette wurde mit Natrium-
citratpuffer 2,9 % beschickt und im Kuihlschrank bei 5°C vorgekihlt. Ungefahr 10
Minuten vor Ablauf der Saurezeit wurde die Farblésung, bestehend aus 40 ml
Citronensaure-Stammlésung, 2,5 ml di-Natriumhydrogenphosphat-Lésung und 10 ml
Akridin Orange (AO) Stammldsung, unter weitestgehendem UV-Lichtausschluss in
der aus dem Gefrierfach vorgekihlten Farbeklvette hergestellt. Die Ldsungen
wurden bei 5°C vorgeklhlt. Die Rezepte zur Herstellung der benétigten Lésungen
[0,1-molare Citronensaure-Stammldsung, 0,3-molare di-Natriumhydrogenphosphat-
Lésung und Akridin Orange (AO) Stammldsung] sind im Anhang (Kapitel 9.3.3.3 bis
9.3.3.5 ) aufgefiihrt. SchlieBlich wurden die Objekttrager aus der Carnoy’s solution
entnommen, an der Rlckseite mit Zellstoff abgewischt und bei guter BelUftung auf
einer saugfahigen Unterlage fast senkrecht stehend unter dem Abzug fir ca. 2

Minuten getrocknet.

D) Farbung mit Akridin Orange

Unter weitestgehendem UV-Lichtausschluss wurden die Objekttrager fir 14 Minuten
in die gekuhlte, mit der frisch angesetzten Akridin-Orange-Farblésung geflllte Farbe-
kivette gesetzt. Nach kurzem Abtrocknen von Riickseiten und Seitenkanten wurden
sie fur 10 Minuten in den vorgekUhlten Natriumcitratpuffer 2,9 % umgesetzt. Danach
wurden die Ausstriche entnommen, an den Rulckseiten abgetrocknet und unter
weitestgehendem UV-Lichtausschluss bei Raumtemperatur fr ca. 10 Minuten
getrocknet. Die Lagerung der getrockneten Ausstriche erfolgte in einem ge-
schlossenen Préaparatekasten unter UV-Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 5 °C.
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3.2.4.1 Computergestiitzte Auswertung

Die Untersuchung der Ausstriche erfolgte in einem abgedunkelten Raum mittels
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Fa. Zeiss, Jena), das Uber eine Digitalkamera (Fa.
Olympus, Hamburg) mit einem Computer verbunden war, an den zwei Monitore
angeschlossen waren. Die Anlage zur Auswertung flr den mfSCSA ist im Anhang
(Kap. 9.1) aufgefiihrt. Die Phasenkontrasteinstellung des Mikroskops betrug Ph 2,
die VergréBerung war 400-fach. Die Ausstriche wurden unter Verwendung eines
blauen Lasers von 490 nm untersucht. Dadurch wurde Licht der Wellenlange 560 nm
(grin = doppelstrangige DNA) und 640 nm (rot = einstrangige DNA) emittiert. Mit
dem Programm AnalySIS® 3.0 (Soft Imaging System GmbH, Minster) wurden
mindestens 500 Zellen pro Ausstrich ausgewertet.

a) Einstellung der Gerate

Die auf dem Fluoreszenzmikroskop befindliche Digitalkamera wurde auf dessen Ob-
jektiv x40 kalibriert. Die Belichtungszeit betrug 59 ms, die Lichtempfindlichkeit ISO
200. Die Bildaufnahme erfolgte mit der héchsten Auflésung, Super High Quality
(2776 x 2074 Pixel). Zur Korrektur von Farbstichen im Echtfarbbild wurde der manu-
elle WeiBabgleich, bestehend aus den drei Korrekturfaktoren Rot, Griin und Blau (s.
Anhang, Kap. 9.4.3), standardisiert. Nach Erstellen eines Bildes wurde der VergréBe-
rungsfaktor in um gesetzt. Die Einstellung der Digitalkamera erfolgte mittels der Soft-
ware AnalySIS® 3.0. Mit diesem Programm konnte die Klassifizierung roter und
griner Spermien auf zwei Monitoren dargestellt werden. Ein Monitor diente der Live-
Bild-Ubertragung, der zweite Monitor stellte die Aufnahmen als Vollbild um das 56 %-
fache vergrdBert dar.

b) Auswertung der Ausstriche

Die genauen Softwareeinstellungen zur Klassifizierung und Detektion sind dem
Anhang zu entnehmen (Kap. 9.4).
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- Klassifikation der Spermien

Die Spermien wurden nach zwei Klassen unterschieden: Klasse 1 entsprach den
rotfluoreszierenden Spermien (denaturierte, einstrangige DNA = s-DNA). In Klasse 2
wurden die griinfluoreszierenden Spermien (doppelstrangige DNA = d-DNA) erfasst.
Jede Klasse wurde durch einen oberen und einen unteren Grenzwert bezlglich des

Rot- und des Griinanteils in sog. Farbschwellwertdateien definiert.

- Detektion der Spermien

Die Spermien konnten wahlweise durch individuelle Auswertung einzelner Bilder
oder Uber ein Automatisierungssystem detektiert werden. Dieses durch einen gelben
Trichter gekennzeichnete System war in der Lage, bis zu 10 Fotos gleichzeitig aus-
zuwerten. Die Differenzieung roter und griiner Spermien wurde durch ein digitales
Overlay unmittelbar nach der Detektion im Vollbild sichtbar. Das Overlay markierte
grinfluoreszierende Spermien griin und rotfluoreszierende Spermien rot, wobei die
einzelnen Zellen je nach Klasse (1 und 2) nummeriert waren. Zur Kontrolle der Rich-
tigkeit der Detektion konnte das Overlay entfernt und anschlieBend wieder hinzuge-
fugt werden. Die Erfassung kleiner Schmutzpartikel wurde durch Festlegung der
minimalen Pixelzahl fir die detektierte Flache ausgeschlossen. Die Ergebnisse der
Detektion wurden in tabellarischer Form in Prozent fir die jeweilige Spermienklasse

angegeben und konnten gegebenenfalls direkt in Excel Gberflhrt werden.

- Farbschwellwertdateien

Zur Definition eines oberen und unteren Grenzwertes des Rot- und Griingehalts der
jeweiligen Klasse wurde anhand eines digitalisierten Bildes ein Farbintensitatsprofil
erstellt. Der Rot- und Grinanteil der Spermien wurde auf der y-Achse an den Peaks
der roten und grinen Spermien abgelesen und festgelegt. Die Messwerte wurden
unter der Funktion ,Farbschwellwerte setzen® eingesetzt und gegebenenfalls abge-
speichert. Die beiden am haufigsten verwendeten Farbschwellwertdateien sind im
Anhang (Kap. 9.4.4) aufgeflhrt.
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c) Der SCSAT- und SCSAK-Wert

Alle Ausstriche wurden mit zwei mfSCSA-Werten ermittelt. Der zuerst durch com-
putergestiitzte Analyse ermittelte SCSAT-Wert (,T“ steht fir Trichter) wurde anschlie-
Bend durch visuelle Beurteilung Gberprift und gegebenenfalls korrigiert (SCSAK-
Wert). Dabei wurden eng beieinander liegende Spermienkdpfe, die vom Computer
als ein Partikel identifiziert worden waren, als einzelne Zellen gezahlt. Die sich da-
raus ergebende Anzahl zuséatzlicher Spermien wurde auf den SCSAT-Wert aufge-
schlagen. Ferner wurden Spermien, die vom Computer sowohl als griin als auch als
rot klassifiziert wurden, durch visuelle Beurteilung einer Klasse (rot oder griin) zuge-

ordnet.

3.25 Untersuchungen methodischer Einfliisse auf die
Ergebnisse des mfSCSA

Die Untersuchungen dienten der Uberpriifung methodischer Details des mfSCSA im
Hinblick auf die Eignung des Testverfahrens fiir die Beurteilung der Chromatinstruk-

tur von Hundespermien.

3.2.5.1 Untersuchung der Reproduzierbarkeit der mittels
mfSCSA erhobenen Befunde

Zur Uberpriifung der Zuverlassigkeit des mfSCSA bzw. méglicher Einfliisse auf die
Messwerte wurden an funf verschiedenen Versuchstagen bei -196°C kryokonser-
vierte Samenproben (mittlere Pailletten a 0,5 ml) je eines Ejakulates von vier ver-
schiedenen Riden aufgetaut und mittels mfSCSA untersucht. Bei den Proben han-
delte es sich um Sperma, welches z.T. Uber mehrere Jahre in flissigem Stickstoff
gelagert wurde. Pro Tag und Ejakulat wurden zwei Pailletten aufgetaut, gepooled
und je Pool zwei Ausstriche angefertigt. Somit wurden insgesamt 40 Ausstriche
beurteilt.
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3.2.5.2 Untersuchung des Einflusses verschiedener
Spermienkonzentrationen auf die Genauigkeit des
mfSCSA

Um die Notwendigkeit der Einhaltung einer standardisierten Spermienkonzentration
fir die korrekte Durchfihrung des mfSCSA zu prufen, wurden anhand von vier
Beagleejakulaten (Nativsperma) vier verschiedene Spermienkonzentrationen unter-
sucht: 50, 100, 300 und 600 Mio. Spermien pro Probe. Das Spermavolumen wurde
anhand der Dichte der spermienreichen Phase bestimmt, welches zwischen 69 und
960 ul lag. Dabei wurde das Verhéltnis von 1 Teil Sperma zu 2 Teilen Natriumcitrat-
puffer 2,9 % nicht Uberschritten. Bei einem Riden reichte das Volumen der sper-
mienreichen Phase nicht aus, um mit 600 Mio. Spermien arbeiten zu kénnen.

3.2.5.3 Untersuchung der Spermienchromatinstabilitat bei 22
und 26-27°C

Um den Einfluss hoher Raumtemperaturen (z.B. im nicht klimatisierten Labor) auf die
Spermienchromatinstruktur zu prifen, wurde tiefgefrorenes Sperma von finf Riden
verwendet. Je zwei Pailletten pro Ride wurden an einem Tag bei einer Raumtempe-
ratur von 22°C und einem anderen Tag bei einer Raumtemperatur von 26-27°C auf-
getaut, gepooled und dem mfSCSA zugeflhrt.
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3.25.4 Untersuchung der Spermienchromatinstabilitat in
Nativsperma nach zweistlindiger Aufbewahrung des
Samens unter verschiedenen Raumtemperatur- und
Lichtverhaltnissen

Zur Klarung der Frage, ob die Spermienchromatinstruktur in den Samenproben, die
vor der Untersuchung unterschiedlichen Temperatur- und Lichtverhaltnissen ausge-
setzt wurden, beeintrachtigt wird, wurde die spermienreiche Fraktion von sechs Pati-
entenejakulaten in vier Split-Samples unterteilt. Die erste Portion wurde direkt nach
Samenentnahme im mfSCSA untersucht. Die Portionen 2 bis 4 wurden 2h vor Ein-
schleusung in den Assay bei Raumtemperatur (18 bis 21 °C) gelagert. Probe 2 wurde
kihl (18°C), dunkel und abgedeckt aufbewahrt, Probe 3 nicht abgedeckt auf dem La-
bortisch belassen (20 bis 21 °C) und Probe 4 auf der Fensterbank (20 bis 21 °C) nicht
abgedeckt der direkten Sonneneinstrahlung ausgesetzt.

3.2.5.5 Untersuchung der Spermienchromatinstabilitat in
Nativsperma und Nativspermaausstrichen nach
Lagerung bei 5°C

Die Untersuchung auf mdgliche Alterungsprozesse am Spermienchromatin ergab
sich aus der praktischen Frage, ob die Méglichkeit besteht, Sperma oder Sperma-
ausstriche vor der Untersuchung mittels mfSCSA Uber mehrere Tage bei 5°C zu
lagern. Hierzu wurden zun&chst die spermienreichen Ejakulatfraktionen von neun
Beaglerlden in vier Split-Samples unterteilt. Die erste Portion (Probe 1) wurde sofort
dem mfSCSA zugefihrt. Die drei verbleibenden Proben wurden im Kihlschrank bei
5°C aufbewahrt und nach 24h (Probe 2), 48h (Probe 3) und 72h (Probe 4) unter-
sucht. Des Weiteren wurden Nativspermaproben von acht Beagleriiden mit Natrium-
citratpuffer 2,9 % gewaschen bzw. zentrifugiert und vier Ausstriche pro Samenprobe
angefertigt. Ein Ausstrich pro Ejakulat (n = 8) wurde sofort im mfSCSA untersucht
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(Probe 1), die anderen wurden im Kihlschrank bei 5°C aufbewahrt und entsprechend
nach 24h (Probe 2), 48h (Probe 3) und 72h (Probe 4) untersucht.

3.2.5.6 Untersuchung der Spermienchromatinstabilitat in
gefarbten Spermaausstrichen nach vierwochiger
Lagerung bei 5°C

Mit diesem Versuch sollte Uberprift werden, ob es bei Bedarf méglich ist, gefarbte
Spermaausstriche Uber einen langeren Zeitraum ohne Schadigung des Spermien-
chromatins bei 5°C unter UV-Lichtausschluss aufzubewahren. Hierflir wurden 12
bereits gefarbte und ausgewertete Ausstriche Uber vier Wochen bei 5°C gelagert.
Dabei handelte es sich um je vier Nativ-, Schockgefrier- und Tiefgefrierspermaaus-
striche aus je einem Ejakulat von vier Beagleriden. Die in den frisch angefertigten
Ausstrichen ermittelten Ergebnisse wurden mit den nach vier Wochen erhobenen
Befunden verglichen. Gleichzeitig wurde damit die Stabilitdt der Farbung bzw. der

Fluoreszenz des Farbstoffs Akridin Orange Uberprift.

3.2.5.7 Untersuchung des Spermienchromatinstatus in
nativem, schockgefrorenem und tiefgefrorenem

Sperma

Das Protokoll des mfSCSA wurde mit Nativsperma entwickelt. Um zu prifen, ob sich
das Verfahren auch fir die Untersuchung schockgefrorenen und tiefgefrorenen
Spermas eignet bzw. ob sich die Chromatinstruktur durch die Einfrier- und Auftau-
prozesse verandert, wurden je zwei Ejakulate von neun Beagleriden im Split-
Sample-Verfahren untersucht. Die spermienreiche Phase jedes Ejakulates wurde in
drei Teilproben aufgeteilt. Probe 1 (200 ul Nativsperma) wurde sofort nach Samen-

entnahme im mfSCSA untersucht. Fir die Schockgefrierung wurden 150 pl Sperma
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in Eppendorf-ReaktionsgeféBe pipettiert und unmittelbar in flissigen Stickstoff bei
-196 °C verbracht. Die schockgefrorenen Proben wurden am folgenden Tag aufgetaut
und im mfSCSA untersucht. Die Samentiefgefrierung erfolgte nach dem instituts-
eigenen Protokoll (s. Anhang, Kap. 9.3.2). Die in flissigem Stickstoff bei -196°C
gelagerten kryokonservierten Proben wurden friihestens nach 48h aufgetaut und im
mfSCSA untersucht.

3.2.5.8 Untersuchung der intraindividuellen Variabilitat des
Prozentsatzes chromatininstabiler Spermien zwischen
mehreren Ejakulaten eines Ruden

Da bisher in der Literatur keine Informationen zum Chromatinstatus von Hundesper-
mien vorlagen, war es interessant zu Uberprifen, inwieweit der Anteil chromatinin-
stabiler Spermien innerhalb mehrerer Ejakulate eines Riden Uber einen langeren
Zeitraum schwankte. Die Samenentnahmen lagen in einem Zeitraum von Mitte Juli
2002 bis Anfang Februar 2003. Von acht Beagleriden sind je vier Ejakulate in die
Untersuchungen eingegangen, von einem Beagleriden drei Ejakulate. Damit sind
insgesamt 35 Ejakulate in die Untersuchungen eingegangen.

52



Eigene Untersuchungen

3.2.6 Untersuchung der Spermienchromatinstruktur im
Kontext mit ausgewahlten spermatologischen
Parametern

3.2.6.1 Beziehung zwischen Chromatinstatus und
Normospermie oder Dysspermie

88 Ejakulate von 38 Rilden unterschiedlicher Rassen im Alter von einem Jahr bis
neun Jahren wurden entsprechend der spermatologischen Diagnose in zwei
Gruppen [Normospermie (16 SCSAT- und 17 SCSAK-Werte) und Dysspermie (26
SCSAT- und 29 SCSAK-Werte)] unterteilt. Die Diagnosen Normospermie und Dys-
spermie wurden anhand der Spermiogramme in Anlehnung an die Normrichtwerte
nach GUNZEL-APEL (1994) erstellt (s. Anhang, Kap. 9.5). Folgende spermatolo-
gische Parameter waren dafiir relevant: Spermiengesamtzahl (x10°), mikroskopisch
geschatzter Anteil vorwartsmotiler Spermien in %, Anteil membrangeschadigter Sper-
mien nach Eosinfarbung in % und Gesamtanteil morphologisch abweichender Sper-

mien in %.

3.2.6.2 Beziehungen zwischen Chromatinstatus und
ausgewahlten spermatologischen Parametern

In die Untersuchung sind von insgesamt 38 Riden 88 Ejakulate eingeflossen. Es
lagen 79 SCSAT-Werte und 88 SCSAK-Werte in % vor. Die mfSCSA-Ergebnisse
wurden mit folgenden ausgewahlten spermatologischen Parametern in Beziehung
gesetzt: Anteil computergestitzt ermittelter (CMA) vorwéartsmotiler Spermien in % (n
= 79), Geschwindigkeit Uber eine gerade Linie vom Anfang bis zum Ende in um / sec
[Velocity Straight Line, VSL (CMA)] (n = 79), Geschwindigkeit Gber die gemittelte
Bahn in um / sec [Velocity Averaged Path, VAP (CMA)] (n = 79) und Geschwindigkeit
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Uber die tatsachlich zurlckgelegte Bahn in um / sec [Velocity Curve Line, VCL
(CMA)] (n = 79), Anteil membrangeschéadigter Spermien in % nach Propidium-
iodidfarbung (n = 84) und Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien in %
(n = 88).

3.2.6.3 Beziehung zwischen dem Anteil chromatininstabiler
Spermien und dem Prozentsatz an Spermien mit
Kopfveranderungen

Die von 38 Riden gewonnenen 88 Ejakulate wurden nach dem Anteil an Spermien
mit verandertem Kopf in zwei Klassen unterteilt. Klasse 1 (28 SCSAT-Werte und 31
SCSAK-Werte) wurde Ejakulaten mit < 5 % Kopfveranderungen zugeordnet. In
Klasse 2 (10 SCSAT- und SCSAK-Werte) waren Ejakulate mit > 5 % Kopfverédnde-

rungen enthalten.
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3.3 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte im Institut fir Biometrie, Epidemiologie und Infor-
mationsverarbeitung der Tierarztlichen Hochschule Hannover unter Verwendung des
Statistikprogramms SAS® (Statistical Analysis System®, SAS Institute Inc., Version
V 8.3 fir Windows, Cary, North Carolina, USA). Die Datenerfassung und -organisa-
tion erfolgte mit Microsoft Excel Dateien fir Windows, Version 1997 (Microsoft Inc.,
USA, Version MS-Excel 1997).

3.3.1 Ergebnisse des mfSCSA

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des mfSCSA und die Untersuchung der
intraindividuellen Variabilitdt der mfSCSA-Werte mehrerer Ejakulate innerhalb
einzelner Riden wurde durch eine Varianzkomponentenberechnung geprift. Der
Einfluss unterschiedlicher Raumtemperaturen von 22 und 26-27 °C auf die Spermien-
chromatinstabilitdt wurde durch die Erhebung der Mittelwerte der Paradifferenzen auf
Null (SAS-Prozedur MEANS) mit dem t-Test Uberprtift. Bei der Untersuchung Uber
die Lagerbarkeit von gefarbten Spermaausstrichen bis zu vier Wochen wurden die
erhobenen Daten der Erst- und Zweitauswertung ebenso Uber die Mittelwerte der
Paradifferenzen auf Null (SAS-Prozedur MEANS) mit dem t-Test Uberprift. Die
statistische Auswertung des Anteils chromatininstabiler Spermien in Nativsperma
bzw. Nativspermaausstrichen nach dreitédgiger Lagerung bei 5°C, der Untersuchung
eines moglichen, negativen Einflusses der Spermienchromatinstruktur nach zwei-
stiindiger Aufbewahrung des Samens unter verschiedenen Raumtemperatur- und
Lichtverhaltnissen sowie und des Einflusses der Spermaart (nativ, schockgefroren,
tiefgefroren) bezuglich des Anteils chromatininstabiler Spermien erfolgte durch 1-
faktorielle Varianzanalyse mittels ,repeated measurements® mit Prifung der
Mittelwerte der Paradifferenzen auf Null (SAS-Prozedur MEANS) mit dem t-Test. Der
Einfluss unterschiedlicher Spermienkonzentrationen auf die Ergebnisse des mfSCSA
konnte aufgrund zu geringen Probenmaterials nicht statistisch abgesichert werden
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und wird daher deskriptiv bewertet. Mégliche Zusammenhange zwischen den beiden
mfSCSA-Werten (SCSAT und SCSAK) sowie zwischen den mfSCSA-Werten und
ausgewahlten spermatologischen Parametern wurden mittels Korrelationsanalyse
berechnet. Hierzu wurden die Daten zunachst mit der Prozedur UNIVARIATE auf
Normalverteilung Uberprift. Fir die normalverteilten Daten wurde der Pearson’sche
Korrelationskoeffizient, flr die nicht normalverteilten der Spearman’sche Korrela-
tionskoeffizient mit der SAS-Prozedur CORR berechnet. Da bis auf einen Parameter
alle Daten nicht normal verteilt waren, wurde eine Rangkorrelation nach Spearman
vorgenommen. Des Weiteren wurde der Chromatinstatus mit den beiden Diagnose-
gruppen ,Normospermie® und ,Dysspermie® und mit Ejakulaten < 5 % und > 5 %
Veranderungen des Spermienkopfes verglichen. Anhand der Daten wurde zun&chst
auf Basis der Mittelwerte getrennt nach Spermatyp bezilglich Normo- und Dys-
spermie und nach Kopftyp die Normalverteilung Gberprift. Da in beiden Untersu-
chungseinheiten keine Normalverteilungen der Werte vorlagen, wurde der Vergleich
mit dem Wilcoxon-Rangsummentest durchgefthrt.

Alle p-Werte < 0,05 wurden in dieser Studie als signifikant angesehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Methodische Einflusse auf den mfSCSA

411 Reproduzierbarkeit der mittels mfSCSA erhobenen
Befunde

Anhand der Untersuchungen je eines Tiefgefrierejakulates (je 2 Pailletten an funf
verschiedenen Tagen) von vier verschiedenen Ruden ergab die Standardabwei-
chung innerhalb eines Ejakulates zwischen den funf Versuchstagen einen Wert von
0,7 % (SCSAT) und 0,6 % (SCSAK) und zwischen den zwei Ausstrichen pro Tag
innerhalb eines Ejakulates 1,6 % (SCSAT) und 1,4 % (SCSAK). Die Variabilitat
zwischen den Tagen innerhalb eines Tieres ist somit geringer als zwischen den Aus-
strichen. Insgesamt ist die Reproduzierbarkeit der Ergerbnisse als hoch zu bewerten,
weil die Standardabweichungen (Varianzkomponentenberechnung) der mfSCSA-
Werte eine relativ geringe Variabilitat aufweisen. Die individuellen Messwerte der vier

verschiedenen Ruden sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tab. 2: Verteilung der Messwerte chromatininstabiler Spermien in
Tiefgefriersamenproben (funf Untersuchungen a zwei Ausstriche)

von vier verschiedenen Riiden

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
n X SD Min Max X SD Min Max
1 4,6 1,2 3,5 6,5 3,5 0,5 29 4,5
2 2,1 1,1 0,7 3,6 1,9 0,8 0,7 3,1
3 2,4 1,4 0,4 4,3 2,1 1,1 0,4 3,4
4 8,7 2,8 4,8 13,1 7,9 2,7 4,1 12,5
4.1.2 Einfluss verschiedener Spermienkonzentrationen

auf die Genauigkeit des mfSCSA

Die Durchfuhrung des mfSCSA erfolgte mit Spermienkonzentrationen von 50 Mio.,
100 Mio., 300 Mio. und 600 Mio. pro Probe von vier verschiedenen Beagleriden. Bei
Ride Nr. 2 fehlte die Fraktion mit einer Spermienkonzentration von 600 Mio.. Die
Verteilung der Messwerte der einzelnen Spermienkonzentrationen ist in Tabelle 3
dargestellt. Die Standardabweichungen des SCSAT-Wertes variierten von 4,8 bis 6,7
%, des SCSAK-Wertes von 4,2 bis 6,1 %. Anhand der Ergebnisse waren keine
Unterschiede der durch den mfSCSA erbrachten Werte in Abhangigkeit von der

Spermienkonzentration zu erkennen.
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Tab. 3: Verteilung der Messwerte chromatininstabiler Spermien bei

verschiedenen Spermienkonzentrationen

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK

100 300 600 100 300 600
n | 9OMio | mio. | Mio. | Mio. |20M| Mio. | Mio. | Mio.

1 0,4 1,2 1,6 0,4 0,4 1,1 1,3 0,4

2 10,7 10,1 15,3 - 9,7 9,0 12,9 -

3 7,9 13,4 13,0 11,1 6,5 10,7 10,8 9,4

4 2,4 2,5 4.1 24 2,3 2,0 3,4 2,1

X 5,3 6,8 8,5 4,6 4,7 5,7 7,1 3,9

SD 4.8 5,9 6,7 5,7 4,2 4.8 6,1 4,8

41.3 Spermienchromatinstabilitat bei 22 und 26-27°C

Die Testdurchfiihrung bei hohen Raumtemperaturen von 26-27°C resultierte bei drei
von funf Riden in einer deutlichen Erhéhung des Anteils chromatininstabiler Sper-
mien im Vergleich zu den bei 22°C erzielten Ergebnissen (Tab. 4). Entsprechend
hoch sind die Standardabweichungen von 46,4 % (SCSAT) und 45,4 % (SCSAK) bei
hohen Raumtemperaturen. Bei zwei Tieren war nahezu kein Einfluss der Umge-
bungstemperatur zu erkennen. Die statistische Auswertung bezuglich zwei verschie-
dener Raumtemperaturen ergab fur beide mfSCSA-Werte keine signifikanten Unter-

schiede.

59




Ergebnisse

Tab. 4: Individuelle Anteile chromatininstabiler Spermien bei
Testdurchfiihrung bei Raumtemperaturen von 22 und 26-27°C

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
n 22°C 26-27°C 22°C 26-27°C
1 0,0 100,0 0,0 100,0
2 15,7 79,5 15,6 83,5
3 3,0 57,4 5,7 57,1
4 0,0 0,6 0,0 0,2
5 0,0 1,0 0,0 0,2
T X 4,3 48,2 37 47,7
SD 6,8 46,4 6,8 45,4
4.1.4 Spermienchromatinstabilitat in Nativsperma nach

zweistundiger Aufbewahrung des Samens unter
verschiedenen Raumtemperatur- und

Lichtverhaltnissen

Die Spermienchromatinstabilitdt wurde durch zweistindige Exposition des Spermas
von sechs verschiedenen Ruden gegenuber Raumtemperatur und Tageslicht nicht
beeinflusst (Tab. 5). Lediglich die zwischen der geschutzten und der der direkten
Sonneneinstrahlung ausgesetzten Probe ermittelte Differenz (SCSAK-Wert) war

signifikant (p < 0,05).
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Tab. 5: Verteilung der Messwerte bei unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen tiber 2h fir den SCSAT-
und SCSAK-Wert

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
X SD | Min | Max X SD | Min | Max
sofort 49 6,4 1,4 17,8 | 4,3 5,5 1,3 15,5
geschitzt | 5,6 6,7 0,9 19,2 4,8 55 0,9 15,9
offen 5,6 9,4 0,0 2477 | 4,8 8,0 0,0 21,0
licht 49 6,4 0,8 17,7 3,9 5,1 0,6 14,2
sofort = sofort nach Samenentnahme
geschiutzt = nach zweistundiger Standzeit unter geschutzten Bedingungen:
dunkel, abgedeckt, Raumtemperatur (18°C)
offen = nach zweistundiger Standzeit unter ungeschutzten
Bedingungen: Labortisch, hell, nicht abgedeckt,
Raumtemperatur (20-21°C)
licht = nach zweistindiger Standzeit unter ungeschutzten Bedingungen:

unmittelbare Sonneneinstrahlung, nicht abgedeckt,
Raumtemperatur (20-21°C)

Signifikante Unterschiede fur SCSAK:

geschutzt / licht: p =0,0264

4.1.5 Spermienchromatinstabilitat in Nativsperma nach

Lagerung bei 5°C

Von 9 untersuchten Ejakulaten lagen sowohl fur den SCSAT- als auch fur den
SCSAK-Wert signifikante Unterschiede (p < 0,05) vor. Die Ergebnisse Uber den
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Einfluss der 72-stlindigen Lagerung von Nativsperma bei 5°C sind in der Tabelle 6

dargestellt. Beide mfSCSA-Werte zeigten eine signifikante Steigerung des Anteils

chromatininstabiler Spermien nach 48-stundiger Lagerung bei 5°C (0h / 48h). Dieser

sank anschlieRend innerhalb von 24 Stunden wieder signifikant ab. Auffallig war

sowohl nach 48 als auch nach 72h die extreme Varianz von 24h / 48h bzw. von 48h /

72h.
Tab. 6: Anteil chromatininstabiler Spermien in Nativsperma bei dreitagiger
Lagerung bei 5°C
% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
X SD | Min | Max X SD | Min | Max
Oh 1,7 2,6 0,0 8,0 1,4 1,9 0,0 5,7
24h 4,8 7,3 0,0 23,2 3,6 4,5 0,0 14,1
48h | 429 | 43,5 1,5 | 944 | 42,2 | 431 1,4 94,1
72h | 14,6 | 25,0 0,5 76,3 | 14,8 | 26,1 0,5 79,8
Oh = unmittelbar nach Samengewinnung
24h = 24 h Lagerung bei 5°C
48h = 48 h Lagerung bei 5°C
72h = 72 h Lagerung bei 5°C

Signifikante Unterschiede fur SCSAT:

Oh / 48h:

p =0,0211

24h /48h: p=0,0232
48h/72h: p=0,0376

Signifikante Unterschiede fur SCSAK:

Oh / 48h:

p =0,0214

24h /48h: p=0,0225
48h/72h: p=0,0413
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4.1.6 Spermienchromatinstabilitat in Nativspermaausstrichen

nach Lagerung bei 5°C

Die Untersuchung von Nativspermaausstrichen von acht verschiedenen Ruden, die
sofort nach der Anfertigung sowie 24, 48 und 72h (Lagerung bei 5°C) spater unter-
sucht wurden, zeigte in beiden Auswertungen (SCSAT und SCSAK) tendenziell eine
ahnliche Zunahme an chromatininstabilen Spermien wie die Nativspermaproben
(Kap. 4.1.5). Allerdings erbrachte die statistische Auswertung keine klaren signifi-
kanten Unterschiede. Beide mfSCSA-Werte zeigten einen Anstieg chromatininsta-
biler Spermien nach 24 und 48h (Tab 7). Nach 72h sank der Anteil chromatininsta-
biler Spermien wieder ab. Lediglich Signifikanznahe wurde fir die Differenz zwischen
Oh / 24h, Oh / 48h sowie 48h / 72h erreicht.
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Tab. 7: Anteil chromatininstabiler Spermien in Nativspermaausstrichen
bei dreitagiger Lagerung bei 5°C

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
X SD Min | Max X SD | Min | Max

Oh 4,7 4,8 1,1 14,8 | 44 4,3 1,1 13,0

24h | 17,3 | 16,2 16 | 489 | 17,4 | 16,6 1,5 | 48,3

48h | 39,5 | 464 1,9 | 98,9 | 39,9 | 48,2 1,5 |100,0

72h | 16,4 | 194 | 21 55,8 | 16,5 | 21,0 16 | 58,5

Oh = unmittelbar nach Samengewinnung
24h = 24 h Lagerung bei 5°C

48h = 48 h Lagerung bei 5°C

72h = 72 h Lagerung bei 5°C
Signifikanznahe fur SCSAT:

Oh / 24h: p =0,0791
Oh / 48h: p =0,0794
48h/72h: p=0,0792

Signifikanznahe fur SCSAK:
Oh / 24h: p =0,0739
Oh / 48h: p =0,0816
48h/72h: p=0,0800
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Die Uberprifung der Stabilitdt der Fluoreszenz des Farbstoffs Akridin Orange durch
Langzeitlagerung zwolf gefarbter Ausstriche bei 5°C zeigte keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Ergebnissen der Auswertung frisch angefertigter Ausstriche
und vier Wochen spater. Der Prozentsatz chromatininstabiler Spermien blieb unver-
andert (Tab. 8). Lediglich die Maximalwerte zum Zeitpunkt ,sofort* (SCSAT: 15,0 %;
SCSAK: 2,7 %) sind durch ihre grol3e Variationsbreite auffallig, was in den unter-
schiedlichen Standardabweichungen von 4,2 % (SCSAT-Wert) und 1,0 % (SCSAK)
zum Ausdruck kommt. Hier kam es bei einem Ausstrich aufgrund von Zwischenfarb-

tonen (gelb-orange) zu Fehldetektionen. In diesem Fall ist der SCSAK-Wert der aus-

gefarbten Spermaaustrichen nach vierwochiger

Lagerung bei 5°C

sagekraftigere Wert.

Ergebnisse

Auswertbarkeit der Spermienchromatinstruktur in

Tab. 8: Anteil chromatininstabiler Spermien in mit Akridin Orange
gefarbten, liber vier Wochen bei 5°C gelagerten Ausstrichen
% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
Zeitpunkt n X SD | Min | Max X SD | Min | Max
sofort 12 | 2,6 4,2 0,0 15,0 0,9 1,0 0,0 2,7
nach4 Wo. | 12 | 11 1,0 0,0 3,5 0,8 0,9 0,0 3,2
sofort = Auswertung frisch gefarbter Ausstriche am Tag der Farbung
nach 4 Wo. = wiederholte Auswertung der Ausstriche vier Wochen spater
n = Anzahl der Ausstriche
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4.1.8 Chromatinstatus von nativen, schockgefrorenen und

tiefgefrorenen Spermien

Die vergleichende Untersuchung von je zwei Ejakulaten von 9 Beagleruden mit
nativem, aufgetautem schockgefrorenem und kryokonserviertem Sperma erbrachte
unabhangig von der Art der Auswertung (SCSAT oder SCSAK) signifikant mehr

chromatininstabile Spermien in Nativsperma als in den Vergleichsproben (Tab. 9).

Tab. 9: Anteil chromatininstabiler Spermien in Nativsperma, aufgetautem
schockgefrorenem Samen und Tiefgefriersperma (TG) (n =18

Ejakulate von 9 Ruden)

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
Spermaart X SD | Min | Max X SD | Min | Max
nativ 51 | 30 | 14 | 97 [ 39° | 30 | 06 | 91
schockgefroren | 18" | 10 | 08 | 30 | 14° | 0,8 | 07 | 25
TG 28" | 18 | 08 | 56 | 21° | 14 | 0,8 | 52

a, b : signifikant unterschiedliche Werte (p < 0,05)

41.9 Intraindividuelle Variabilitat des Prozentsatzes
chromatininstabiler Spermien zwischen mehreren

Ejakulaten eines Riiden

Die intraindividuellen Standardabweichungen (Varianzkomponentenberechnung) von
neun Radden betrugen flir den SCSAT-Wert 3,9 % und flir den SCSAK-Wert 2,9 %,
was eine relativ groRe Streuung der beiden mfSCSA-Werte innerhalb eines Indivi-

duums zum Ausdruck bringt. Die Verteilung der Messwerte chromatininstabiler
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Spermien bei den einzelnen Tieren (n = 9) sind in Tabelle 10 dargestellt. Die
Ergebnisse zeigen sowohl eine grofde intraindividuelle als auch interindividuelle
Variationsbreite auf. Die grofde intraindividuelle Variationsbreite ist anhand der
Minimal- und Maximalwerte beider mfSCSA-Werte bei den Ruden Nr. 2, 3, 7 und 8
ersichtlich. Dagegen weisen die Ruden Nr. 1, 5, 6 und 9 relativ konstante Varianz der
mfSCSA-Werte auf. Bei Ride Nr. 4 liegt eine starke Diskrepanz bezlglich der
Maximalwerte von 15,0 % (SCSAT) und 3,2 % (SCSAK) vor. Hier kam es bei einem
Ausstrich aufgrund von Zwischenfarbtonen (gelb-orange) zu Fehldetektionen. In
diesem Fall ist der SCSAK-Wert der aussagekraftigere Wert.

Bei 19 der insgesamt 35 Ejakulate bestand Normospermie. Die Verteilung des
Anteils chromatininstabiler Spermien war in Ejakulaten mit Normospermie ahnlich wie

in Ejakulaten mit Dysspermie intraindividuell ausgewogen.

Tab. 10: Individueller Prozentsatz chromatininstabiler Spermien von 9

Beagleriuden

% chromatininstabile Spermien
SCSAT SCSAK
Riide X SD Min Max X SD Min Max
1* 1,2 1,1 0,4 3,7 0,7 0,4 0,4 3,6
2* 7,2 52 0,2 12,5 6,8 5,0 0,4 12,3
3* 7,0 4,6 2,7 13,0 6,3 4,2 2,7 12,3
4* 4,9 6,9 0,0 15,0 1,1 1,5 0,0 3,2
5** 1,0 1,6 0,0 2,9 0,9 1,5 0,0 2,6
6* 1,6 0,8 0,9 2,7 1,3 0,7 0,9 2,2
7* 3,6 2,6 1,5 6,9 3,4 2,5 1,4 6,5
8* 7,5 5,0 3,9 14,8 6,7 4,3 3,6 13,0
9* 1,8 1,4 0,6 3,7 1,7 1,3 0,6 3,5

n = vier Ejakulate

*%*

n = drei Ejakulate
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4110 Korrelation der beiden mfSCSA-Werte

Der Vergleich von 79 SCSAT- und 88 SCSAK-Werten erbrachte eine hochsignifi-
kante Korrelation (Spearman‘scher Korrelationskoeffizient r = 0,9) von p < 0,001. Der

lineare Zusammenhang beider mfSCSA-Werte ist in Abbildung 3 dargestellt.
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SCSAT-Wert = computergestutzter mMfSCSA-Wert (getrichtert)
SCSAK-Wert = computergestutzter mfSCSA-Wert (korrigiert)
Abb 3: Linearer Zusammenhang der SCSAT- und SCSAK-Werte
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4.2 Anteil chromatininstabiler Spermien im Kontext mit

ausgewahlten spermatologischen Parametern

4.2.1 Beziehung zwischen Chromatinstatus und

Normospermie oder Dysspermie

Der Vergleich der SCSAT- und SCSAK-Werte von Ejakulaten mit Normospermie und
Dysspermie erbrachte einen mittleren SCSAT-Wert von 4,2+3,5 % bei Normosper-
mie (n = 16) und 15,7+24,3 % bei Dysspermie (n = 26) und einen mittleren SCSAK-
Wert von 4,1+5,8 % bei Normospermie (n = 17) und 14,0+23,7 % bei Dysspermie (n
= 29). Die mittels SCSAT und SCSAK analysierten Anteile chromatininstabiler Sper-
mien bei Normospermie und Dysspermie sind in Abbildung 4 dargestellt. Die Unter-

schiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abb. 4: Mittels SCSAT und SCSAK analysierte Anteile chromatininstabiler

Spermien bei Normospermie und Dysspermie

4.2.2 Beziehungen zwischen Chromatinstatus und

ausgewahlten spermatologischen Parametern

Der mittlere Prozentsatz chromatininstabiler Spermien (SCSAT) betrug unter Einbe-

ziehung von 79 Ejakulaten von 35 Riden verschiedener Rassen 8,3+15,3 %. Dabei

war der Prozentsatz chromatininstabiler Spermien bei einem Ejakulat gréBer als der

Mittelwert plus eine Standardabweichung (>23,6 %) und bei je einem Ejakulat von

drei verschiedenen Ruden plus zwei Standardabweichungen (>38,9 %).

Die Auswertung mit dem SCSAK erbrachte fiir 88 Ejakulate von 38 Riden verschie-

dener Rassen einen Prozentsatz chromatininstabiler Spermien von 7,1£14,8 %. Da-

bei war der Prozentsatz chromatininstabiler Spermien bei je einem Ejakulat von drei

verschiedenen Riden gréBer als der Mittelwert plus eine Standardabweichung
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(>21,9 %) und bei je einem Ejakulat von zwei verschiedenen Ruden plus zwei
Standardabweichungen (>36,7 %).

Tabelle 11 stellt eine Auflistung der ausgewahlten spermatologischen Parameter dar.
Der mittels CMA (computergestiutzte Motilitatsanalyse / Cell Motion Analyser) festge-
stellte Anteil vorwartsmotiler Spermien (Vmot) betrug in 79 Ejakulaten von 34 Riden
durchschnittlich 84,1+17,5 %.

Die mittlere VSL [Velocity Straight Line (Geschwindigkeit Uber eine gerade Linie vom
Anfang bis zum Ende)] ergab 80,6+17,7 um / sec, die mittlere VAP [Velocity Aver-
aged Path (Geschwindigkeit Uber die gemittelte Bahn)] 94,3+17,8 um / sec und die
mittlere VCL [Velocity Curve Line (Geschwindigkeit Uber die tatsachlich zurlickge-
legte Bahn)] 129,9+18,9 um / sec.

Die Propidiumiodidfarbung erbrachte in 84 Ejakulaten von 38 Riden einen durch-
schnittlichen Anteil membrangeschadigter Spermien von 8,7+13,4 %.

Der mittlere Gesamtanteil morphologischer Abweichungen betrug in 88 Ejakulaten
von 38 Riden 29,9+21,2 %.

Die SCSAT-Werte waren mit Ausnahme des Anteils vorwartsmotiler Spermien [Vmot,
(CMA)] und der VSL (CMA) mit allen untersuchten spermatologischen Parametern
signifikant korreliert (p < 0,05). Die Korrelationen zwischen den mfSCSA-Werten und
spermatologischen Parametern sind in Tabelle 12 dargestellt. Die deutlichste nega-
tive Korrelation bestand zur VCL (r = -0,35). Aul3erdem bestand eine negative Kor-
relation zur VAP (r = -0,27). Zum Gesamtanteil morphologisch abweichender Sper-
mien bestand wiederum eine positive Beziehung (r = 0,32), wie auch zum Anteil
membrangeschadigter Spermien (r = 0,26).

Die SCSAK-Werte sind mit Ausnahme der Parameter VSL und VAP mit den sperma-
tologischen Parametern signifikant korreliert (p < 0,05) (Tab. 12). Die deutlichste po-
sitive Korrelation bestand zum Anteil membrangeschadigter Spermien (r = 0,32).
Weiterhin bestand eine positive Korrelation zum Gesamtanteil morphologisch ab-
weichender Spermien (r = 0,31). Zur VCL ergab sich eine negative Korrelation
(r = -0,31) sowie auch zum Anteil vorwartsmotiler Spermien (CMA) (r = -0,25).
Deutliche Signifikanznahe zeigte die VAP (p = 0,0586).
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Spermatologische Beispielbefunde mit unauffalligen und erhéhten mfSCSA-Werten

von je einem Ejakulat von funf Patientenrtiden sind im Anhang (Kap. 9.6) aufgeflhrt.

Tab. 11:

Anteile chromatininstabiler Spermien, Spermienmotilitat und

-geschwindigkeiten sowie Anteile membrangeschadigter und

morphologisch abweichender Spermien

n X SD Min Max

SCSAT [%] 79 7,1 14,8 0,0 99,2
SCSAK [%] 88 8,3 15,3 0,0 99,2
Vmot [%] 79 84,1 17,5 5,8 99,0
VSL [um/sec] | 79 80,6 17,7 22,2 123,4
VAP [um/sec]| 79 94,3 17,8 39,5 136,4
VCL [um/sec] | 79 129,9 18,9 76,8 165,7
Pl [%] 84 8,7 13,4 1,0 78,5
MG [%] 88 29,9 21,2 3,0 100,0

SCSAT [%]
SCSAK [%]
Vmot [%]
VSL [um/sec]
VAP [um/sec]
VCL [um/sec]

Pl [%]

MG [%]

n

computergestutzt ermittelter Wert

korrigierter computergestitzt ermittelter Wert
vorwartsmotile Spermien (CMA)

Geschwindigkeit Uber eine gerade Linie vom Anfang bis
zum Ende (Velocity Straight Line, CMA)
Geschwindigkeit Uber die gemittelte Bahn (Velocity
Averaged Path, CMA)

Geschwindigkeit Uber die tatsachlich zurtickgelegte
Bahn (Velocity Curve Line, CMA)

Anteil membrangeschadigter Spermien nach
Propidiumiodidfarbung

Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien

Anzahl der ausgewerteten Ejakulate
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Tab. 12: Beziehungen zwischen den SCSAT- und SCSAK-Werten und den
spermatologischen Parametern
Vmot VSL VAP VCL Pl MG

SCSAT | 019 | 020 | 027 | 035 0,26 0,32
SCi’AT 0,028 | 0,0976 | 0,0210* | 0,0024* | 0,0206* | 0,0037*
SC?AK -0,25 -0,13 -0,22 -0,31 0,32 0,31
SC?)AK 0,0283* | 02704 | 0,0586* | 0,0067* | 0,0034* | 0,0035*

* = signifikant fir p < 0,05

* = Signifikanznahe

r = Spearman’scher Korrelationskoeffizient

p = Irrtumswahrscheinlichkeit

4.2.3 Beziehung zwischen dem Anteil chromatininstabiler

Spermien und dem Prozentsatz an Spermien mit

Kopfveranderungen

Bei Ejakulaten mit Kopfveranderungen < 5 % (Klasse 1) wurde ein mittlerer SCSAT-
Wert (n = 28) von 7,9+14,0 % und ein mittlerer SCSAK-Wert (n = 31) von 7,7+14,4 %
festgestellt. Bei Ejakulaten mit Kopfveranderungen > 5 % (Klasse 2) wurde ein
mittlerer SCSAT-Wert (n = 10) von 25,0+30,6 % und ein mittlerer SCSAK-Wert (n =
10) von 24,3+30,8 % gefunden (Abb. 5). Der Unterschied zwischen Kopfverande-
rungen < 5 % und > 5% war bei beiden mfSCSA-Werten signifikant (p < 0,05).
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Abb. 5: Anteile chromatininstabiler Spermien (%) in Ejakulaten mit einem

Anteil formabweichender Spermienkopfe < 5 % (Klasse 1)

und > 5 % (Klasse 2)
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5 DISKUSSION

5.1 Methodische Einfliisse auf den mfSCSA

Die in der der vorliegenden Studie durchgefiihrten Untersuchungen zur Reproduzier-
barkeit der mittels mfSCSA erhobenen Befunde erbrachten eine sehr geringe Streu-
ung chromatininstabiler Spermien. Damit ist eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse des mfSCSA gegeben.

Verschiedene Spermienkonzentrationen tbten keinen negativen Einfluss auf die Er-
gebnisse des mfSCSA aus. Das Farbbild war auch bei geringen Spermienkonzent-
rationen gut, so dass auf eine Standardisierung durch vorausgehende Verdinnung
oder Konzentration verzichtet werden kann. Dies widerlegt die Aussage nach
DARCYNKIEWICZ (1979), dass das Akridin-Orange- / DNA-Phosphat-Verhéltnis flr
eine gute Farbung wichtig ist. Im Ubrigen hat auch er bei stark oligozoospermen Pro-
ben auf eine Verdiinnung verzichtet.

Aus den Untersuchungen bezlglich der Durchfihrung des mfSCSA bei 22 und 26-
27°C ist ersichtlich, dass eine hohe Umgebungstemperatur einen negativen Einfluss
auf die mfSCSA-Werte haben kann. Bei drei von flinf Riiden kam es bei einer Umge-
bungstemperatur von 26-27°C zu einem deutlichen Anstieg chromatininstabiler Sper-
mien, bei zwei von flunf Riden dagegen blieb der Anteil chromatininstabiler Spermien
gegenilber 22°C vergleichsweise konstant. Vermutlich war hier der Temperaturein-
fluss individuell variabel. Es ist daher zu empfehlen, den mfSCSA stets bei Raum-
temperatur (ca. 21°C) durchzufihren. Es bestehen Hinweise, dass durch Erhéhung
der testikularen Temperatur, die durch hohe Umgebungstemperaturen sowie durch
Anstieg der endogenen Temperatur durch Varikozelen und Fieber hervorgerufen
werden kann, die Spermienchromatinstabilitat abnimmt (ALVAREZ 2003).

Bezliglich des Einflusses einer Zeitverzdgerung von 2h zwischen Samenentnahme
und Durchfuhrung des mfSCSA sowie verschiedener Raumtemperatur- und Lichtver-
héltnisse konnte keine negative Beeintrachtigung des Spermienchromatins im Nativ-

sperma festgestellt werden. Fir den signifikant geringeren Anteil chromatininstabiler
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Spermien in den der Sonneneinstrahlung ausgesetzten Proben gegeniber den
geschitzten Proben (SCSAK-Wert) kann keine plausible Erklarung gefunden
werden. Auch KENNEY et al. (1995) konnten an Nativsamen von Hengsten nach
dreistlindiger Wartezeit bei 22°C keine Alterungsprozesse in Form zunehmender
Chromatininstabilitat nachweisen. Dasselbe gilt fir Nativsperma des Menschen
(ALVAREZ et al. 2002), das eine Aufbewahrungszeit von 4h bei Raumtemperatur
ohne Zunahme von Spermienchromatinschadigungen Uberstanden hat.

In den eigenen Untersuchungen konnte klar gezeigt werden, dass der Anteil chro-
matininstabiler Spermien im Nativsperma bei dreitagiger Lagerung bei 5°C innerhalb
der ersten 24h tendenziell und nach 48h signifikant ansteigt und in ungefarbten
Nativspermaausstrichen bei dreitdgiger Lagerung bei 5°C nach 24h und 48h ten-
denziell ansteigt. Die Zunahme chromatininstabiler Spermien erreicht nach 48h
sowohl im Nativsperma als auch in den Nativspermaausstrichen ihren H6hepunkt
und sinkt unerklarlicherweise nach 72h wieder ab. Nach LOVE et al. (2002) ist der
Grad der Denaturierung der Spermienkern-DNA beim Hengst sowohl von der Umge-
bungstemperatur als auch von der Lagerungszeit abhangig. Bei dieser Spezies blieb
der Denaturierungsgrad des Spermienchromatins bei 5°C flr bis zu 46h unverandert,
wahrend bei 20 und 37°C bereits nach 7h Denaturierungsprozesse einsetzten.

Das angewandte Farbeverfahren mit Akridin Orange wies stabile Fluoreszenz auf,
und der Farbshift lieB eine deutliche Differenzierung rot- und grinfluoreszierender
Spermien zu. Dies war auch nach einer vierwdchigen Lagerung der gefarbten Aus-
striche bei 5°C noch gegeben. Allerdings mussten flr jede Untersuchung die Farb-
schwellwertdateien neu eingestellt werden. Die Uberpriifung des Chromatinstatus in
bereits gefarbten Spermaausstrichen nach vierwéchiger Lagerung bei 5°C erbrachte
annahernd identische Ergebnisse wie in frisch gefarbten Ausstrichen. Dieses Ergeb-
nis ist im Hinblick auf die Praktikabilitdt des mfSCSA im taglichen Laborbetrieb inso-
fern von Bedeutung, als die Durchfiihrung dieses zeitaufwendigen Verfahrens nicht
unbedingt am Tag der Samenentnahme in den Arbeitsablauf eingebaut werden
muss, sondern innerhalb des Zeitraums von vier Wochen geplant werden kann. Dies
kann auch fir forensische Falle von Bedeutung sein. Allerdings sollte die Farbepro-
zedur des mfSCSA grundsatzlich innerhalb der nachsten 2h nach Samenentnahme
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durchgefliihrt werden, da die Lagerungsversuche bei 5°C bereits innerhalb der ersten
24h eine Zunahme chromatininstabiler Spermien auf mehr als das Doppelte des
mittleren Ausgangswertes in Nativsperma und auf annahernd das Vierfache des
mittleren Ausgangswertes in Nativspermaausstrichen zu verzeichnen war.

Die Bedenken von EVENSON et al. (2002) beziglich der mikroskopischen Auswer-
tung von fluoreszenzmarkierten Zellen durch schnelles Verblassen des Farbstoffes
auf dem Objekttrager und Unebenheiten im Farbbild in Form diffus verteilter Areale
grin fluoreszierender Spermien neben Arealen rot fluoreszierender Spermien
konnten in dieser Studie nicht bestétigt werden. Vielmehr wird die Mdglichkeit der
visuellen Korrektur und Anpassung der Farbschwellwertdateien an ein individuell
variierendes Farbeverhalten von Spermien als Vorteil erachtet. Dies ist mit der flow-
zytometrischen Methode nicht méglich. Dabei handelt es sich um ein technisch hoch
spezialisiertes und kostspieliges Verfahren, das durch die Auswertung einer groBen
Zellpopulation (5000 Zellen) innerhalb kirzester Zeit besticht (DURAN et al. 1998;
EVENSON et al. 2002). Dem steht die fluoreszenzmikroskopische Methode als
kostenglnstigeres Verfahren gegenlber. Die Analyse umfasst die Auswertung von
300 bzw. 500 Zellen pro Probe und beansprucht vergleichsweise deutlich mehr Zeit,
ermdglicht jedoch die gleichzeitige Erfassung von Chromatinstatus und Morphologie
der Spermien (TEJADA et al. 1984; ROUX u. DADOUNE 1989).

Im Hinblick auf die Praktikabilitdt des mfSCSA wurde der Einfluss verschiedener
Gefrierverfahren auf canines Spermienchromatin gepruft. Der Vergleich der an
Nativsperma einerseits und an aufgetautem schockgefrorenem und kryokonser-
viertem Sperma (-196°C in flissigem Stickstoff) andererseits erzielten Ergebnisse
zeigt signifikante Unterschiede auf. Das Féarbeergebnis bei den kaltebehandelten
Proben war einwandfrei und somit die Auswertung problemlos. Erstaunlicherweise
war der Anteil chromatininstabiler Spermien in den aufgetauten Proben signifikant
niedriger als im Nativsperma. Andere Untersuchungen liefern kontroverse Ergeb-
nisse. Wahrend HAMMADEH et al. (1999) nach dem Einfrieren und Auftauen
kryokonservierter Spermien des Menschen Uber eine signifikante Schadigung des
Spermienchromatins berichten, konnte bei Mensch (EVENSON et al. 1991), Maus
(EVENSON et al. 1993) und Schwein (EVENSON et al. 1994) kein signifikanter
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Unterschied zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien in Nativsperma und
kryokonserviertem Sperma festgestellt werden. Dies trifft ebenso flir schockgefrorene
Eberspermien zu (EVENSON et al. 1994). Auch beim Rind zeigte der Vergleich des
Anteils chromatininstabiler Bullenspermien in nativen und kryokonservierten Proben
keinen signifikanten Unterschied, schockgefrorene Proben wiesen allerdings einen
signifikant geringeren Anteil chromatininstabiler Spermien auf als die Vergleichspro-
ben (LOHMER 2003). ROYERE et al. (1988) und DOBRINSKI et al. (1994) beschrie-
ben sogar eine Zunahme des Kondensationsstatus kryokonservierten menschlichen
bzw. bovinen Spermienchromatins nach dem Einfrieren und Auftauen, was den
eigenen Untersuchungsergebnissen entspricht. Da dies gleichermaBen in unver-
dinntem schockgefrorenem Sperma und fiir die Kryokonservierung von verdiinntem
Sperma der Fall war, scheint die Tiefgefrierung bei -196°C an sich einen entsprech-
enden Effekt auf das Spermienchromatin auszulben. Bezlglich der Befruchtungs-
fahigkeit von aufgetautem Tiefgefriersperma stellen ROYERE et al. (1988) die Frage,
ob es aufgrund der Festigung der Chromatinstruktur beim Befruchtungsvorgang zu
einer ungestérten Dekondensation kommen kann. Bezlglich mdglicher Einflisse von
Verdinnermedien auf die Spermienchromatinstruktur tiefgefrorener Bullenspermien
wird UOber einen Verlust der Chromatinstabilitdt bei Verwendung eines Milch-
Verdinners berichtet, der beim Einsatz eines Eidotter-Verdiinners nicht auftrat
(SENGER et al. 1983; SCHENK et al. 1987). Es wird ein negativer Einfluss der Milch
oder ein protektiver Effekt des Eidotters auf die Spermienchromatinstruktur diskutiert
(KARABINUS et al. 1991).

Intraindividuell war der Anteil chromatininstabiler Spermien Uber einen langeren
Zeitraum bei vier von neun Riden sehr variabel. Die intraindividuellen Standardab-
weichungen lagen fir neun Riden bei 3,9 % (SCSAT) und 2,9 % (SCSAK). Dabei
war die Verteilung des Anteils chromatininstabiler Spermien in den insgesamt 35
Ejakulaten mit Normospermie und Dysspermie intraindividuell ausgewogen. Nach
EVENSON et al. (1991) kann fiir Schwankungen ,testikularer Stress“ die Ursache
sein. In ihrer Langzeitstudie wurden in monatlichem Abstand je neun Ejakulate von
45 Mannern mittels SCSA untersucht. Anhand der Standardabweichung von 5,0 %
wurde auch beim Menschen eine relativ groBe intraindividuelle Variabilitat
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festgestellt. Des Weiteren ist anhand der eigenen Untersuchungen ebenso eine
interindividuelle Variabilitdt der Chromatinstabilitdt deutlich geworden. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass die variierende Streuung chromatininstabiler Spermien beim
Hund allgemein hdher einzustufen ist als bei auf Fruchtbarkeit selektierten Spezies
wie beispielsweise Rind und Schwein.

In der vorliegenden Studie wurde durchgangig mit zwei mfSCSA-Werten gearbeitet.
Der SCSAT-Wert ist das Ergebnis der rein computergestitzten Spermienchromatin-
analyse. Um die Zuverlassigkeit dieses Wertes zu Uberprifen, wurde eine Korrektur
durch visuelle Kontrolle der Ausstriche bzw. Bilder durchgefiihrt und der SCSAK-
Wert ermittelt. Aufgrund der hochsignifikanten Korrelation beider Werte ist somit
davon auszugehen, dass beide mfSCSA-Werte aussagekraftig sind. Mangel der
computergestitzten Auswertung bestanden lediglich darin, dass in Fallen, in denen
zwei oder drei Spermien dicht nebeneinander lagen oder sich teilweise Uberlagerten,
die Differenzierung der einzelnen Spermien fur den Computer nicht méglich war und
nur eine Zelle gezahlt wurde. Ferner fihrte das Auftreten von Zwischenfarbténen wie
gelb und orange in Einzelfallen zu einer Fehldetektion, d.h. die Zelle wurde sowohl
als grun als auch als rot erkannt. Dies flihrte zu mehr oder weniger starken Diskre-
panzen beider mfSCSA-Werte, von denen dann der SCSAK-Wert aussagekraftiger
war. Um die Ursache fir die Zwischenfarbténe erklaren zu kénnen, wéare eine Ana-
lyse des molekularen Aufbaus von caninem Spermienchromatin erforderlich. Insbe-
sondere der Protamingehalt des Spermienchromatins kénnte Aufschluss Uber
dessen Anfélligkeit gegentber Séauredenaturierung in situ geben. Hypothetisch
kénnte ahnlich wie beim Menschen eine gréBere Destabilitat in einem insgesamt
geringeren Protamingehalt des Spermienchromatins und / oder mehreren
Protamintypen mit unterschiedlich ausgepragtem Cysteingehalt im Vergleich zu
anderen Spezies begrindet sein (LOVE u. KENNEY 1999).
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5.2 Anteil chromatininstabiler Spermien im Kontext mit
ausgewahlten spermatologischen Parametern

Die in der vorliegenden Studie ermittelten mfSCSA-Werte von Ejakulaten mit Normo-
spermie und Dysspermie zeigten keine signifikanten Unterschiede. In anderen Unter-
suchungen dagegen konnte beim Menschen ein signifikanter Unterschied zwischen
Ejakulaten mit Normospermie und Dysspermie in Bezug auf die Spermienchromatin-
struktur verzeichnet werden (ENGH et al. 1992; ANGELOPQOULQOS et al. 1998;
ALVAREZ et al. 2002). Bei der Katze wurde ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien in Ejakulaten mit Normospermie
und Teratozoospermie festgestellt (PENFOLD et al. 2003). Beim Menschen, bei
Maus und Rind (EVENSON et al. 1980) sowie beim Pferd (KENNEY et al. 1995) lag
bei fertilen Individuen ein signifikant geringerer Anteil chromatininstabiler Spermien
vor als bei subfertilen.

Die Untersuchungen bezlglich der Spermienmotilitdt und -geschwindigkeiten er-
brachten teilweise signifikante negative Korrelationen zum Anteil chromatininstabiler
Spermien, d.h., je geringer Motilitdt und Geschwindigkeiten, desto héher der Anteil
chromatininstabiler Spermien. Zwischen Vorwéartsmotilitat und SCSAK-Wert wurde
eine signifikante Beziehung festgestellt, flr die VAP (Velocity Averaged Path) ledig-
lich Signifikanznahe. Die VAP (Velocity Averaged Path) korrelierte signifikant mit dem
SCSAT-Wert. Die VCL (Velocity Curve Line) war mit beiden mfSCSA-Werten signifi-
kant korreliert. Auch fir Spermien des Menschen (EVENSON et al. 1991; ENGH et
al. 1992), des Bullen (GUENIAT VON COURROUX 1988) und des Hengstes
(KENNEY et al. 1995) wurde zwischen Vorwartsmotilitdt und Anteil chromatininsta-
biler Spermien eine signifikante negative Beziehung festgestellt.

Anhand der eigenen Untersuchungen ergab der Anteil membrangeschadigter Sper-
mien mittels Propidiumiodidfarbung bei beiden mfSCSA-Werten eine signifikante
positive Korrelation gegenltber dem Anteil chromatininstabiler Spermien. Auch die
Lebend-Tot-Farbung mit Eosin erbrachte in Spermien des Menschen (ENGH et al.
1992) und des Bullen (GUENIAT VON COURROUX 1988) eine positive Signifikanz.
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Der Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien ergab fur beide mfSCSA-
Werte eine signifikante positive Korrelation bezlglich des Anteils chromatininstabiler
Spermien. Beim Menschen (IBRAHIM u. PEDERSEN 1988; EVENSON et al. 1991;
CLAASSENS et al. 1992; ENGH et al. 1992), beim Pferd (KENNEY et al. 1995) und
bei der Katze (PENFOLD et al. 2003) konnte ebenfalls eine postive signifikante
Korrelation zwischen der Spermienmorphologie und dem Anteil chromatininstabiler
Spermien festgestellt werden.

Der Vergleich der Beziehung zwischen dem Anteil chromatininstabiler Spermien und
dem Prozentsatz an Spermien mit Kopfveranderungen <5 % und > 5 % erbrachte
einen statistisch signifikanten Unterschied. Auch beim Menschen war nach TEJADA
et al. (1984) und EVENSON et al. (1991) der Anteil chromatininstabiler Spermien mit
der Kopfmorphologie positiv korreliert. Die Einzelbetrachtung morphologisch ab-
weichender Kopfveranderungen ergab nach LOHMER (2003) beim Rind dagegen
keine signifikante Korrelation in Bezug zum Anteil chromatininstabiler Spermien.

Im Gegensatz zu den dargelegten Daten konnten BALLACHEY et al. (1986a) bei
ingeziichteten Mausen, DOBRINSKI et al. (1994) beim Rind und HAMMADEH et al.
(1996) und SPANO et al. (2000) beim Menschen keine Relationen zwischen einem
Spermienchromatindefekt und Samenqualitdtsparametern verzeichnen.

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen schlieBen ein gemeinsames Auftreten
eines erhdhten Anteils chromatininstabiler Spermien und eines oder mehrerer patho-
logisch veranderter spermatologischer Parameter nicht aus. Dysspermie ist aber
nicht zwangslaufig mit einem erhdhten Anteil chromatininstabiler Spermien gekop-
pelt. Diesbezlglich dirfte der jeweils auBerhalb des Normbereichs liegende Ejakulat-
parameter eine Rolle spielen. Denn den eigenen Untersuchungen zufolge standen
eine herabgesetzte Vorwartsmotilitdt, eine verringerte VCL, ein erhdhter Anteil
membrangeschéadigter, morphologisch abweichender und insbesondere kopf-
morphologisch abweichender Spermien in enger Relation zur Chromatinstruktur. Mit
Ausnahme der Kopfmorphologie ist die Bedeutung der gefundenen Korrelationen im
Hinblick auf funktionelle Zusammenhange zwischen Spermienchromatin und
anderen Ejakulatparametern (Anteil vorwartsmotiler Spermien, Velocity Averaged
Path, Velocity Curve Line, Anteil membrangeschadigter Spermien nach Propidium-
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iodidfaroung, Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien) fraglich.
Diesbezuglich sind auch im Schrifttum keine verwertbaren Ansatze zu finden. Da das
Chromatin im Spermienkopf lokalisiert ist, ist es naheliegend, dass ein Spermien-
chromatindefekt auch morphologische Kopfveranderungen hervorrufen kann.
TEJADA et al. (1984) sehen eine mogliche Erklarung hierfir in einem Verlust der
Tertiarstruktur der Spermien-DNA. Allerdings stellt sich die Frage, ob die Spermien,
die Kopfveranderungen aufweisen, in der Mehrzahl auch mit den Spermien identisch
sind, die eine Chromatininstabilitat aufweisen. Denn kopfmorphologische Ab-
weichungen muissen nicht zwangslaufig mit Chromatindefekten einhergehen (ROUX
u. DADOUNE 1989).

Aufgrund der kontroversen Ergebnisse der Untersuchungen Uber Korrelationen und /
oder Nicht-Korrelationen zwischen dem Spermiennchromatinstatus und spermatolo-
gischen Parametern halten einige Autoren die Untersuchung der Spermienchro-
matinstruktur far eine unabhangige Messung, die mehr oder weniger gut mit den
Parametern der Spermatologie korreliert (GORCZYKA et al. 1993; HOSHI et al.
1996; DARZYNKIEWICZ et al. 1997; BOCHENEK et al. 2001). Die Tatsache, dass
der SCSA nur schwach mit Parametern der Spermatologie korreliert, berechtige
seinen Platz als neuen, eigenstandigen Fertlitatsparameter erst recht und macht ihn
fir die mannliche Infertiltatsdiagnostik prognostisch wertvoll (SPANO et al. 1998;
EVENSON et al. 1999; LARSON et al. 2000).

Die Untersuchungen beim Rind betrafen in erster Linie Besamungsbullen, bei
welchen Beziehungen zwischen der Spermienchromatinstruktur und anderen sper-
matologischen Parametern von vornherein nicht zu erwarten sind. Der durchschnitt-
liche Wert chromatininstabiler Spermien betrug flir Besamungsbullen 12,6+1,1 %
(BALLACHEY et al. 1987) und fiir Testbullen 4,6+1,6 % (LOHMER et al. 2003).
Dagegen lag der durchschnittliche Anteil chromatininstabiler Spermien fir Mastbullen
bei 9,0+4,3 % (BALLACHEY et al. 1988), fur deren Zuchtauswahl die Fruchtbarkeit
eine geringere Rolle spielt. Die Standardabweichungen von den auf Fruchtbarkeit
selektierten Rindern weisen vergleichsweise geringe Variabilitdt auf. Bei anderen
Spezies (Hund, Pferd) steht das Exterieur als Zuchtkriterium im Vordergrund,
wahrend der Fruchtbarkeit nachgeordnete Bedeutung zukommt. In der vorliegenden
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Studie wiesen Riden mit Normospermie einen durchschnittlichen SCSAT-Wert von
4,2+3,5 % und einen durchschnittichen SCSAK-Wert von 4,1+5,8 % auf. Die hohen
Standardabweichungen weisen auf eine relativ groBe Variabilitit hin. Ahnliches
zeigte sich beim Pferd (KENNEY et al. 1995). Der mittlere Wert chromatininstabiler
Spermien betrug beim Hengst 16+17 %.

5.3 Schlussbetrachtung

Die Fruchtbarkeit eines Riden wird in erster Linie anhand der Ejakulatbeschaffenheit
beurteilt. Hierfir werden in Anbetracht der bestehenden Rassevielfalt und der ex-
tremen Unterschiede in der KérpergroBe zum Koérpergewicht der Tiere korrelierte
Normrichtwerte (Kap. 9.5) als Beurteilungsgrundlage zugrunde gelegt (GUNZEL-
APEL 1994). Da das Spermienchromatin als weiterer Parameter in der sperma-
tologischen Diagnostik beim Hund zu sehen ist, galt es zunachst, einen fluoreszenz-
mikroskopischen Spermienchromatinstruktur Assay fir Riidenspermien zu etablieren.
Hierflr sollten zum einen methodische Einflisse auf den modifizierten fluoreszenz-
mikroskopischen Spermienchromatinstruktur Assay untersucht werden. Zudem
bestand die Frage, inwieweit die Ergebnisse des mfSCSA mit ausgewahlten sperma-
tologischen Parametern korrelierten.

Im Rahmen der vorliegenden Studie lieferte der mfSCSA reproduzierbare Ergebnisse
im Hinblick auf die Stabilitdt des Chromatins von Hundesperma gegenlber
Sauredenaturierung in situ. Das Arbeiten mit verschiedenen Spermienkonzent-
rationen zeigte keinen Einfluss auf die mfSCSA-Werte. Das Sperma kann nach
Samenentnahme abgedeckt und lichtgeschitzt maximal 2h bei Raumtemperatur (18-
21°C) vor Testdurchfiihrung aufbewahrt werden. Eine langerfristige Lagerung ist
nicht zu empfehlen, da aufgrund der Ergebnisse der 72-stlindigen Lagerung von
Nativsperma und Nativspermaausstrichen bei 5°C nach bereits 24h ein schadigender
Einfluss auf das Spermienchromatin zu verzeichnen war. Die Durchfiihrung des
mfSCSA sollte bei Raumtemperatur (21°C) erfolgen, da der Anteil chromatinstabiler
Spermien bei erhdéhten Umgebungstemperaturen (26-27°C) bei drei von flinf Riden
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deutlich gestiegen ist. Die Auswertung gefarbter Ausstriche kann bei korrekter
Lagerung (bei 5°C unter UV-Licht-ausschluss) auch noch bis zu vier Wochen nach
dem Tag der Farbung vorgenommen werden. Die Untersuchung verschiedener
Spermaarten (nativ, schockgefroren, kryokonserviert) ist mit dem mfSCSA
grundsatzlich mdglich. Allerdings sind die Ergebnisse von Nativspermaproben
aufgrund signifikant mehr chromatininstabiler Spermien nicht mit den Ergebnissen
kaltebehandelter Proben (-196°C) vergleichbar. So miissen erhéhte mfSCSA-Werte
in schockgefrorenen und kryokonservierten Proben kritischer beurteilt werden als die
in Nativspermaproben. Die intra- und interindividuelle Variabilitdt der Spermien-
chromatinstruktur ist beim Hund relativ groB, was mit der bei dieser Spezies
bestehenden genetischen Vielfalt und der fehlenden Selektion auf Fruchtbarkeit
zusammenhangen diirfte. Da die beiden parallel ermittelten mfSCSA-Werte (SCSAT,
SCSAK) signifikant korreliert sind, kann in Zukunft auf den SCSAK-Wert verzichtet
werden. Lediglich im Einzelfall kann zum Ausschluss methodischer Fehlerquellen die
Korrektur durch den SCSAK-Wert sinnvoll sein.

Ruden mit Dysspermie zeigten nicht zwangslaufig erhdhte Anteile chromatininstabiler
Spermien auf. Hier ist der betreffende Ejakulatparameter von Bedeutung. So war
eine mittels CMA gemessene verringerte Vorwartsmotilitat, eine verringerte VAP
[Velocity Averaged Path (Geschwindigkeit Uber die gemittelte Bahn)] und VCL
[Velocity Curve Line (Geschwindigkeit Uber die tatsachlich zurlickgelegte Bahn)], ein
erhéhter Anteil membrangeschadigter, morphologisch abweichender und insbeson-
dere kopfmorphologisch (> 5 %) abweichender Spermien mit einem erhéhten Anteil
chromatininstabiler Spermien korreliert.

Der mfSCSA stellt im Vergleich mit der Flowzytometrie ein zeitaufwendigeres aber
kostenginstigeres Verfahren dar. Der Vorteil des mfSCSA ist, dass neben der Sper-
mienchromatinstruktur die Spermienmorphologie erfasst werden kann.

Es sind eine Reihe von weiterfihrenden Untersuchungen notwendig, um mehr
Erkenntnisse Uber das canine Spermienchromatin gewinnen zu kénnen.

Die von GUENIAT VON COURRUOX (1988) beim Rind gefundenen Hinweise flr

einen Zusammenhang des Chromatinstatus und der Rasse sollten weiter verfolgt
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werden, da aufgrund der groBen Rassevielfalt Entsprechendes bei der Spezies Hund
denkbar ist.

Ferner ware die Charakterisierung des im Spermienchromatin des Hundes vorhan-
denen Protamintyps von Interesse. Dies kdnnte genaueren Aufschluss Uber die
Anfélligkeit des Spermienchromatins gegentber Denaturierung in situ geben.

Um auch einen Bezug zum Fertilitdtspotential von Ridden mittels des mfSCSA
herstellen zu kénnen, waren dahingehend weitere Versuchseinheiten erstrebenswert.
Dazu ware die Erstellung von Grenzwerten notwendig, mit deren Hilfe das
Fertilitdtspotential prognostisch wie diagnostisch definiert werden kann. In Bezug auf
die Befruchtungskompetenz chromatininstabiler Spermien sind Studien Uber deren
Bindungsfahigkeit am Eileiterepithel und an die Zona pellucida sowie Uber die
embryonale Entwicklung nach der Befruchtung erforderlich.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Jasmin-Janina Biege
Etablierung eines fluoreszenzmikroskopischen Spermienchromatinstruktur
Assays im Rahmen der spermatologischen Diagnostik beim Hund

Ziel der Studie war es, den modifizierten fluoreszenzmikroskopischen Spermien-
chromatinstruktur Assay (mfSCSA) fir Hundesperma zu etablieren, indem
methodische Einfliisse auf den mfSCSA und Beziehungen zwischen der Spermien-
chromatinstruktur und ausgewahlten spermatologischen Parametern untersucht

werden sollten.

In die Untersuchungen wurden Ejakulate von insgesamt 42 Riden unterschiedlicher
Rassen im Alter von einem Jahr bis neun Jahren einbezogen. In die Samenunter-
suchung gingen das Ejakulatvolumen, die Samendichte, die Spermiengesamtzahl,
die mikroskopisch geschatzte und computergestitzt ermittelte Spermienmotilitat und
-geschwindigkeit, der Anteil membrangeschadigter Spermien nach Eosin- und Pro-
pidiumiodidfarbung und der Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien
ein. Das Sperma wurde je nach Fragestellung in nativer, aufgetauter schockge-
frorener und / oder tiefgefrorener Form dem mfSCSA zugefihrt. Die Untersuchungen
mittels mfSCSA schlossen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, die Einflisse
verschiedener Spermienkonzentrationen (50, 100, 300 und 600 Mio.), unter-
schiedlicher Raumtemperaturen (22 und 26-27°C), einer zweistiindigen Exposition
des Samens gegenlber verschiedenen Raumtemperatur- (18 und 20-21°C) und
Lichtverhaltnissen (lichtgeschitzt und nicht lichtgeschitzt, abgedeckt und nicht abge-
deckt) sowie einer dreitdgigen Lagerung von Nativsperma und Nativspermaaus-
strichen bei 5°C auf die Spermienchromatinstruktur ein. Ferner wurden die Auswir-
kungen einer vierwdchigen Lagerung Akridin Orange gefarbter Ausstriche bei 5°C
unter UV-Lichtausschluss auf die Auswertbarkeit und der Einfluss der Schock- und
Tiefgefrierung (-196°C) des Spermas auf die Spermienchromatinstruktur sowie die

intraindividuelle Variabilitdt des Spermienchromatins in mehreren Ejakulaten unter-
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sucht. Die mfSCSA-Werte (SCSAT = ausschlieBliche Computeranalyse, SCSAK =
Computeranalyse, korrigiert) wurden mit Ejakulaten mit Normospermie und Dys-
spermie, dem Anteil vorwartsmotiler Spermien, der Velocity Straight Line, der
Velocity Averaged Path, der Velocity Curve Line, dem Anteil membrangeschadigter
Spermien nach Propidiumiodidfaroung und dem Gesamtanteil morphologisch ab-
weichender Spermien sowie mit dem Anteil an Veranderungen des Spermienkopfes

korreliert.

Folgende Ergebnisse wurden erarbeitet:

- Die geringen Standardabweichungen zwischen den Werten wiederholter Ana-
lysen der Spermienchromatinstruktur in Tiefgefrierspermaproben verschiedener
Riden (an fanf verschiedenen Untersuchungstagen: 0,7 % far SCSAT, 0,6 % fir
SCSAK; zwei Ausstriche pro Untersuchungstag und Ejakulat: 1,6 % flir SCSAT,
1,4 % far SCSAK) kennzeichnen den mfSCSA als Testverfahren mit hoher
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

- Die Spermienkonzentration der Proben hatte keinen Einfluss auf die mfSCSA-
Werte.

- Die Testdurchfiihrung bei Raumtemperaturen von 22 und 26-27°C zeigte im
Samen von drei der fiinf Riden einen deutlichen Anstieg des Anteils chromatin-
instabiler Spermien bei 26-27 °C.

- Die zweistiindige Exposition des Samens gegeniber verschiedenen Raumtempe-
ratur- und Lichtverhaltnissen hatte keinen Einfluss auf das Spermienchromatin.

- Die Spermienchromatinstabilitat im Nativsperma war nach 48-stiindiger Lagerung
bei 5°C signifikant herabgesetzt (p < 0,05).

- Die 24- und 48-stlindige Lagerung von Nativspermaausstrichen bei 5°C fiihrte zu
einer deutlichen Zunahme der Chromatininstabilitat.

- Die Auswertbarkeit der Spermienchromatinstruktur in gefarbten, bei 5°C unter
UV-Lichtausschluss aufbewahrten Spermaausstrichen war bis zu vier Wochen
gegeben, was auf eine entsprechende Stabilitit des Fluoreszenzfarbstoffes
Akridin Orange hinweist.
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Zusammenfassung

- In Nativsperma wurden signifikant mehr chromatininstabile Spermien ermittelt als
in aufgetautem schockgefrorenem und tiefgefrorenem Sperma (-196°C) (p <
0,05).

- Die intraindividuelle Variabilitdt des Prozentsatzes chromatininstabiler Spermien
ist mit Standardabweichungen von 3,9 % (SCSAT) und 2,9 % (SCSAK) relativ
groB.

- Die mittels SCSAT und SCSAK ermittelten Anteile chromatininstabiler Spermien
sind hochsignifikant linear korreliert (p < 0,001).

- Der mittlere Anteil chromatininstabiler Spermien betrug bei Normospermie
42+3,5 % (SCSAT) bzw. 4,1£5,8 % (SCSAK), bei Dysspermie 15,7+24,3 %
(SCSAT) bzw. 14,0+23,7 % (SCSAK). Dieser Unterschied war nicht signifikant.

- Es ergaben sich signifikante Korrelationen (p < 0,05) zwischen dem Anteil chro-
matininstabiler Spermien und dem durch Computeranalyse ermittelten Anteil vor-
wartsmotiler Spermien, der Velocity Averaged Path und der Velocity Curve Line,
dem Anteil membrangeschadigter Spermien nach Propidiumiodidfarbung sowie
dem Gesamtanteil morphologisch abweichender Spermien.

- In Ejakulaten mit < 5 % Veranderungen des Spermienkopfes betrug der mittlere
SCSAT-Wert 7,9+14,0 % und der mittlere SCSAK-Wert 7,7+14,4 %. In Ejakulaten
mit > 5 % Veranderungen des Spermienkopfes wurden mit 25,0+30,6 % und
24,3+30,8 % signifikant hoéhere mittlere SCSAT- und SCSAK-Werte nachge-
wiesen (p < 0,05).

Der mfSCSA zeichnet sich als Test mit hoher Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zur
Analyse der Stabilitdt des Chromatins caniner Spermien gegenliber Sauredenaturie-
rung in situ aus. Zur Etablierung des mfSCSA als erganzenden Parameter in der
Fertilitatsdiagnostik beim mannlichen Hund sind weiterfiihrende Untersuchungen auf
Zusammenhénge zwischen der Spermienchromatinstruktur und dem Fertiltatspoten-

tial sowie auf reprasentative Normbereiche notwendig.

88



Summary

7 SUMMARY

Jasmin-Janina Biege
Establishment of a fluorescence microscopical sperm chromatin structure
assay in spermatological diagnosis of dogs

The aim of the study was to establish the modified fluorescence microscopical sperm
chromatin structure assay (mfSCSA) for dog spermatozoa investigating methodical
influences on the mfSCSA and relations between the sperm chromatin structure and

selected semen parameters.

Ejaculates of a total of 42 dogs of different breeds aged between one year and nine
years were included. The semen profile was composed of ejaculate volume, sperm
density, total number of spermatozoa, microscopically estimated and computer
analysed sperm motility and velocity, the proportion of spermatozoa with damaged
plasma membrane stained by eosin and propidium iodide and the total percentage of
morphologically abnormal spermatozoa. The mfSCSA was performed using native,
thawed shock frozen or cryopreserved semen depending on the aspect examined.
The investigations by mfSCSA included the repeatability of the results, the influences
of different sperm concentrations (50, 100, 300 and 600 Mio.) and room
temperatures (22 and 26-27°C), a 2h exposition of the semen to different room
temperatures (18 and 20-21°C) and light conditions (light protected and not light
protected, covered and not covered) as well as of storing native sperm and native
sperm smears for three days at 5°C on the sperm chromatin structure. Further more
the effects of storing Acridin Orange stained sperm smears under light protection at
5°C for four weeks, of semen shock freezing and cryopreservation (-196°C) on the
sperm chromatin structure as well as the intraindividual variability of the sperm
chromatin structure in different ejaculates were investigated.

The mfSCSA-values (SCSAT = computer assisted analysis, SCSAC = corrected
computer assisted analysis) were correlated with normospermia and dysspermia,
with the proportion of progressively motile spermatozoa, the Velocity Straight Line,
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the Velocity Averaged Path, the Velocity Curve Line, the proportion of spermatozoa
with damaged plasma membrane stained with propidium iodide (PI) and the total
percentage of morphologically abnormal spermatozoa as well as the proportion of

spermatozoa with abnormal heads <5 % and > 5 %.

The following results were obtained:

- The low standard deviations between the values of repeated analyses of the
sperm chromatin structure in cryopreserved sperm samples of different dogs (at
five different days of investigation: 0.7 % for SCSAT, 0.6 % for SCSAC; two
smears per day and ejaculate: 1.6 % for SCSAT, 1.4 % for SCSAC) characterize
the mfSCSA as test with a high repeatability of the results.

- The sperm concentration had no influence on the mfSCSA-values.

- Performance of the assay at room temperatures of 22 and 26-27°C showed a
clear increase of the proportion of chromatin-instable cells at 26-27 °C in semen of
three of five dogs.

- Exposing native semen for 2h to different room temperatures (18 and 20-21°C)
and light-conditions (light protected and not light protected, covered and not
covered) had no influence on the sperm chromatin structure.

- The stability of the sperm chromatin was significantly decreased after storing
native semen at 5°C for 48h (p < 0.05).

- Storage of native sperm smears at 5°C for 24 and 48h resulted in a marked
increase of the proportion of chromatin-instable cells.

- The evaluation of the sperm chromatin structure in stained sperm smears is
possible up to four weeks after staining if the stained smears are stored light
protected at 5°C. This shows the high stability of the fluorescent stain Acridine
Orange.

- In native semen significantly more chromatin-instable cells were found than in
thawed shock frozen and cryopreserved semen (-196°C) (p < 0.05).

- Standard deviations of 3.9 % (SCSAT) and 2.9 % (SCSAC) indicate a marked
intraindividual variability of the percentage of chromatin-instable cells.
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- The proportions of chromatin-instable cells evaluated by SCSAT and SCSAC
show a significantly linear correlation (p < 0.001).

- The average proportion of chromatin-instable cells of ejaculates with
normospermia was 4.2+3.5 % (SCSAT) and 4.1£5.8 % (SCSAC), with
dysspermia 15.7£24.3 % (SCSAT) and 14.0+23.7 % (SCSAC). This difference
was not significant.

- The proportion of chromatin-instable cells was significantly correlated (p < 0.05)
with the proportion of progressively motile spermatozoa, the Velocity Averaged
Path and the Velocity Curve Line determined by computer analysis, the proportion
of spermatozoa with damaged plasma membrane stained by propidium iodide as
well as the total percentage of morphologically abnormal spermatozoa.

- In ejaculates with < 5 % morphologically abnormal sperm heads the average
SCSAT-value was 7.9+14.0 % and the average SCSAC-value was 7.7+14.4 %. In
ejaculates with > 5 % morphologically abnormal sperm heads the mfSCSA-values
(SCSAT: 25.0+30.6 %; SCSAC: 24.3+30.8 %) were significantly higher (p < 0.05).

The mfSCSA is characterized by a high repeatability of the results in analysing the
stability of canine sperm chromatin against acid denaturation in situ. For establishing
the mfSCSA as a supplementary parameter in the fertility diagnosis of male dogs
continuing investigations with regard to connections between the sperm chromatin
structure and the fertility potential as well as representative normal ranges are

necessary.
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9 ANHANG

9.1 Laborbedarf

Laborbedarf fir die Spermatologie:

Deckglaser (18 x 18 mm) Interessengemeinschaft der
Laborfachhéandler GmbH & Co. KG

Eppendorf-Reaktionsgefalle, 1,5 ml Fa. Greiner, Frickenhausen

Objekttrager (76 x 26 mm) Interessengemeinschaft der
Laborfachhandler GmbH & Co. KG (IDL),
Nidderau

Phasenkontrastmikroskop mit und Fa. Zeiss, Jena

ohne Heiztisch

Pipette, einstellbar (2-20 pl) Fa. Abimed, Langenfeld

Wasserbad mit Temperaturregelung  Fa. Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Zahlkammer nach Thoma Fa. Jurgens, Hannover

Anlage flr computergestitzte Motilitatsmessung:

Strémberg-Mika Cell Motion Analyser: Strémberg-Mika, Bad Feilnbach
Phasenkontrastmikroskop Olympus Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan
BH2

Heiztisch HT 100 Fa. Minitib, Tiefenbach
MTM Mika chamber Fa. Minitib, Tiefenbach
Kamera Strémberg-Mika, Bad Feilnbach

Software fir Bildauswertung:
Cell Motion Analyzer® 2.0; © 1993 Medical Technologies Montreaux, Schweiz
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Laborbedarf fir den mfSCSA:
Deckglaser (18 x 18 mm)

Eisschrank

Klhlschrank

Farbekuvetten nach Hellendahl
Laborwaage, Typ L310
Laborzentrifuge (Megafuge 2.0 R)
pH-Meter

Pipette, einstellbar (200-1000 pl,
50-200 pl)

Pipette, einstellbar (200-1000 pl)
Pipettenspitzen, gelb und blau

Superfrost® plus Objekttrager
Wasserstrahlpumpe (Haake)
Zentrifugenréhrchen mit
rundem Boden, Kunststoff,
(10 ml)

Zentrifugenréhrchen mit
konischem Boden, Kunststoff,
(10 ml)

Anhang

Interessengemeinschaft der
Laborfachhandler GmbH & Co. KG
(IDL), Nidderau

Fa. Liebherr, Nlrnberg

Fa. Liebherr, Nlrnberg

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Sartorius GmbH, Géttingen

Fa. Heraeus Instruments, Hamburg
Fa. WTW, Weilheim

Fa. Socorex, Ecublens / Lausanne, Schweiz

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Greiner (685290 und 686290),
Frickenhausen

Fa. Roth (867.1), Karlsruhe

Fa. Landgraf Laborgerate, Langenhagen
Fa. Sarstedt, NUmbrecht

Fa. Sarstedt, Nimbrecht

Anlage zur Auswertung fir den mfSCSA:

Fluoreszenzmikroskop und digitale Kamera:

Fluoreszenzmikroskop mit Phasen-

Kontrasteinrichtung, Axioskop
Digitalkamera (Olympus DP 50

Microscope Digital Camera System
fir Windows 95 / 98 bzw. Windows NT)

Fa. Zeiss, Jena

Fa. Olympus, Hamburg
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Software fir Bildauswertung:
AnalySIS® 3.0

9.2 Chemikalien

Chemikalien fiir die Spermatologie:
Citronensaure Monohydrat DAB
(CsHsO7H0)

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.

Chemikalien fiir den mfSCSA:
Akridin Orange (Reinsubstanz)
Citronensaure Monohydrat DAB
(CsHsO7H20)

Dimethylsulfoxid (DMSO, > 99,5 %
p.a., wasserfrei gelagert)
di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat (NazHPO42H,0)
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)
(Titrierkomplex I1l) > 99 %, p.a. ACS
1,4-Dithiothreit (DTT)

Essigsaure 100 % DAB, Ph. Eur.

Anhang

Soft Imaging System GmbH, Miinster

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Roth (5110.1), Karlsruhe
Roth (4980.2), Karlsruhe
Roth (4981.2), Karlsruhe
Roth (7533.1), Karlsruhe

Sigma (P-4170), Steinheim

Roth (4855.2), Karlsruhe

Merck (1.15931.0025), Darmstadt
Roth (5110.1), Karlsruhe

Roth (4720.1), Karlsruhe

Roth (4984.1), Karlsruhe

Roth (8043.2), Karlsruhe

Roth (6908.1), Karlsruhe
Roth (6755.2), Karlsruhe
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Methanol > 99,8 %. P.a., ACS, ISO Fa. Roth (4627.2), Karlsruhe

tri-Natriumcitrat-Dihydrat Fa. Merck (1.06448.1000), Darmstadt
9.3 Rezepte
9.3.1 Formolcitrat

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

Davon 4 ml verwerfen und durch 4 ml 37 %ige Formalinlésung ersetzen

Diese LOsung eignet sich zur Flissigfixation von Spermien.

9.3.2 Tiefgefrierverdiinner fir Riiden (hach ANDERSEN 1975)

Stammlésung:

- Tris-(hydroxymethyl) aminomethan 30,28 g

- Citronensaure Monohydrat 17,8 g
- D(-)-Fructose 12,59
- Aqua dest. ad 1000 mi

TRIS-Gebrauchslésung fir 100 ml:
- 80 ml Stammldsung
- 20 ml Eidotter
- Glycerin*

* Berechnung des Glycerinanteils von 6 %:

6 : (100-6) x Volumen des verdinnten Samens = Glycerinzusatz (ml)
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Das Ergebnis wird mit 1,14 (100 : 87) multipliziert, um die tatsachliche

Glycerinmenge zu ermitteln.

Der Verdinner wird steril filtriert, auf pH 6,6 eingestellt und auf 39°C erwarmt. Der
Anteil von Sperma und Verdinner wird je nach Dichte (Mio. / ml) der spermien-

reichen Phase im Verhaltnis 1+3, 1+4 oder 1+5 bestimmt.

Dichte des Spermas | Anteil Sperma + Anteil Verdiinner
300 - 500 Mio./ mi 1+3
500 - 800 Mio./ mi 1+4
> 800 Mio./ ml 1+5

Das TRIS-verdlinnte Sperma wird in mittlere Pailletten a 0,5 ml abgeflllt, in Plastik-
racks verpackt und zunéachst fir 3h im Kihlschrank bei 5°C aufbewahrt. Dann wird
es fir 10 Minuten in Stickstoffdampf (-140°C) Uberflhrt und schlieBlich in fllissigen
Stickstoff (-196 °C) umgesetzt und gelagert.

9.3.3 Rezepte fur den mfSCSA

9.3.3.1 tri-Natriumcitratpuffer 2,9 %

Ansatz von 1000 ml:
- 29 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
- 3,36 g EDTA
- 1000 ml Aqua bidest.
Der Puffer kann bei Raumtemperatur (ca. 21°C) bis zu drei Wochen gelagert

werden.
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9.3.3.2 Carnoy’s solution, pH 2

Ansatz von 60 mi:
- 20 ml Essigsaure DAB

- 40 ml Methanol 99,8 %

9.3.3.3 0,1-molare Citronensaure-Stammlésung

Ansatz von 1000 ml:
- 21,01 g Citronensaure Monohydrat DAB
- 1000 ml Aqua bidest.
Die Lésung ist bei 5°C gelagert bis zu drei Wochen haltbar.

9.3.34 0,3-molare di-Natriumhydrogenphosphat-Losung

Ansatz von 100 ml:
- 5,34 g di-Natriumhydrogenphosphat
- 100 ml Aqua bidest.

Die Lésung ist bei 5°C gelagert bis zu zwei Wochen haltbar.

9.3.3.5 Akridin Orange (AO) Stammldsung

Ansatz von 100 ml:
- 0,1 g Akridin Orange (Reinsubstanz)
- 100 ml Aqua bidest.
Die Lésung wird unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 5°C gelagert und
ist bis zu drei Wochen haltbar.
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9.4

9.4.1

Anhang

Softwareeinstellung flir den mfSCSA

Klassifizierung

Funktion: Klassifizierung definieren

Klassifizierung: SCSA-Phase

von bis Name
1 0,00 1,50 | s-DNA
2 1,50 2,50 | d-DNA

s-DNA = einstrangige DNA (single)
d-DNA = doppelstrangige DNA (double)

9.4.2

Detektion

Funktion: Detektion definieren

Ausschluss von Partikeln:

Minimum: 1500 Pixel
Locher fillen: v/
Benutzte Bereiche:
Im Bereich: 0
Gesamtanzahl: 0

Randpartikel:

Abschneiden: -
Einbeziehen: -
50 % einbeziehen: -
nicht einbeziehen:
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Konnektivitat der Pixel:
- nur Seitenkanten: -

- auch Diagonale:

Suchbereich:

- Rahmen:
- ROls: -

- Maske: -

Funktion: Messung definieren

Partikel
Minimaler Bereich Maximaler Bereich
ID Klasse 1 2
ID Partikel keiner keiner
Klassenname keiner keiner
Phase keiner keiner
Phasenname keiner keiner
Klassen

Minimaler Bereich Maximaler Bereich

ID Klasse 1 2
Anzahl Partikel keiner keiner
Klassenname keiner keiner

Phasenname keiner keiner
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Funktion: Klassifizierung

Auswabhl:
- Kriterium: Phase
- Klasse: SCSA-Phase

Darstellung der Partikel:
- Stil: gefallt

Bezeichnung der Messung:

- Typ: ID-Partikel

- Farbe: automatisch

- Text im Bild vergroBern: v/

- Wenn Flache gréBer als: 200 Pixel
- Name: -

- Einheit: -

Funktion: Ergebnisse

9.4.3

Tabelle:

- Darstellung der Klassen: -

- Ergebnis in Farbe anzeigen: v/
- Formfaktor auf 1 begrenzen: /

Manueller WeiBabgleich
Rot 0,9
Grin 0,9

blau 0,57
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9.4.4 Farbschwellwertdateien

Die in dieser Studie am haufigsten genutzten Farbschwellwertdateien waren
folgendermaBen definiert:

Farbschwellwertdatei 1
Rote Population:

Minimum (nm) | Maximum (nm)
Rot 145 255
Grin 20 108
Blau 0 60

Grine Population:

Minimum (nm) | Maximum (nm)
Rot 61 122
Grin 42 125
Blau 0 60

Farbschwellwertdatei 2

Rote Population:

Minimum (nm) | Maximum (nm)
Rot 160 255
Grin 40 98
Blau 0 60

Grine Population:

Minimum (nm) | Maximum (nm)
Rot 84 150
Griin 45 101
Blau 0 60
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9.5 Beurteilungsgrundlage fiir Normo- und Dysspermie

Richtwerte und noch tolerierbare Grenzwerte () der Ejakulatbeschaffenheit
(nach GUNZEL-APEL 1994)

kg KGW

bis 10 10 bis 20 20 bis 40 40 bis 60 > 60
SGZ (x10°) 450 800 1200 1500
(min.) (300) (500) (800) (1000)
V-Mots (%) 60-70
(min.) (50)
EOS (%) 5-10
(max.) (15)
MAS (%) 10-25
(max.) (30)
SGZ = Spermiengesamtzahl
V-MOTS = vorwartsmotile Spermien
EOS = eosingefarbte Spermien
MAS = morphologisch abweichende Spermien
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9.6 Spermatologische Beispielbefunde mit unauffalligen und

Anhang

erhohten mfSCSA-Werten

Ride A | Ride B* | Ride C | Rude D | RideE
MS [%] 97,3 92,1 21,6 17,2 36,9
VSL [um/sec] 77,9 92,4 71,5 49,8 75,1
VAP [um/sec] 100,9 107,9 78,8 56,7 79,1
VCL [um/sec] 135,6 132,4 97,3 76,8 97,1
Pl [%] 3,5 4,5 78,8 72,5 71,5
MG [%] 9,5 12,5 86,0 75,5 84,0
SCSAT [%] 1,22 - 28,33 55,39 75,18
SCSAK [%] 1,14 25,09 28,43 54,47 77,92

Ride A: Normospermie, Spermien mit < 5 % Kopfveranderungen, unauffallige
mfSCSA-Werte

Ride B*: Normospermie, Spermien mit <5 % Kopfveranderungen, erhéhter
SCSAK-Wert

Ride C+D: Dysspermie, Spermien mit > 5 % Kopfveranderungen, erhéhte
mfSCSA-Werte

Ride E: Dysspermie, Spermien mit < 5 % Kopfveranderungen, erhdhte
mfSCSA-Werte

* Vorbericht von Rlde B:

Der achtjahrige Ride war seit sieben Jahren im Zuchteinsatz und hatte in dieser Zeit
ca. 60 Hundinnen gedeckt. Die WurfgroBe betrug zwei bis neun Welpen. Im Jahr
2001 haben von 5 gedeckten Hindinnen alle geworfen. Zwei von Januar bis Marz
2002 gedeckte HUndinnen haben nicht geworfen. In beiden Fallen handelte es sich

um Erstlingshindinnen.
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