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1 EINLEITUNG

Die Bindungsfähigkeit von Spermien an das Oviduktepithel ist essentiell für Überle-

ben, Speicherung und Vorbereitung auf den Befruchtungsvorgang (Kapazitation) von

Spermien im weiblichen Genitale. Mit dem Ovidukt-Explant-Assay wurde ein Testsy-

stem etabliert, mit dem das Bindungsvermögen von Eberspermien an Eileiterepithel

in vitro untersucht werden kann. Bislang vorliegende Daten (SUAREZ et al. 1991;

PETRUNKINA et al. 2001a) stützten sich lediglich auf eine geringe Eberzahl und be-

schrieben vorrangig die Mechanismen der Eileiterepithelbindung. Weiterhin steht mit

dem DudFinder Sperm-Binding Assay (SBA) ein kommerzieller Test zur Verfügung,

der die Bindung von Spermien an ein Hühnerei-Proteinextrakt, welches die Zona

pellucida imitiert, erfaßt (BRABATO et al. 1998; GILL et al. 1999). Bei einigen Spezi-

es  wurde ein Zusammenhang zwischen der Bindungsfähigkeit von Spermien im

SBA und der Befruchtungsleistung in vivo beschrieben (BRABATO et al. 1998; GILL

et al. 1999).

Die eigenen Versuche sind vor dem Hintergrund des Einsatzes flüssigkonservierten

Eberspermas geplant. Kurzzeitkonservierung (bis 72 h) von Ebersperma hat nach-

weislich einen Abfall der Befruchtungsleistung zur Folge, die eberindividuell sehr

unterschiedlich ist und sich in den konventionellen spermatologischen Parametern

(Motilität und Morphologie) oft nicht erkennen läßt (WABERSKI et al. 1994). Unter

Umständen ist die funktionelle Eigenschaft von Spermien, an das Oviduktepithel zu

binden lagerungsabhängig beeinträchtigt und durch einen in vitro-Test messbar.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Spermienbindungseigenschaften einer größeren Stich-

probe im Besamungseinsatz stehender Eber zu testen und diese in ihrer Beziehung

zu konventionellen spermatologischen Parametern während einer 72-stündigen La-

gerungsdauer zu untersuchen. Exemplarisch werden die Spermienbindungsfähigkeit

und spermatologische Qualitätsparameter für eine Gruppe subfertiler Eber darge-

stellt.
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2 LITERATURÜBERSICHT

2.1 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN VON SPERMIEN

2.1.1 Spermienbindung an das Oviduktepithel

Der kaudale Isthmus des Eileiters stellt das funktionelle Spermienreservoir als ge-

meinsame Reproduktionsstrategie bei vielen Säugetierspezies dar (TÖPFER-

PETERSEN et al. 2002).

Dieses funktionelle Reservoir erfüllt folgende wichtige Funktionen (SUAREZ 2001;

TÖPFER-PETERSEN et al. 2002):

• Selektion intakter, befruchtungsfähiger Spermien

• Aufrechterhaltung der Vitalität der Spermatozoen bis zum Zeitpunkt der Ovulation

• Begrenzung der Spermienanzahl am Befruchtungsort durch gezielte Loslösung

und damit Verhinderung einer Polyspermie

• Regulation der Hyperaktivierung und Kapazitation

Obwohl noch nicht bei allen domestizierten Haussäugetieren nachgewiesen (vor al-

lem nicht beim Menschen), nimmt man eine Speicherung von Spermatozoen im un-

teren Eileiterabschnitt an, die einer Synchronisation von Spermienaufstieg und Ovu-

lation dient (HUNTER 1980, 1988; SMITH u. YANAGIMACHI 1991). Dieser Vorgang

ist in Anbetracht der besseren Entwicklung von Embryonen nach einem früheren Be-

fruchtungszeitpunkt der ovulierten Eizelle auch sinnvoll (YANAGIMACHI 1994).

Beim Schwein überleben Spermien in der uterotubalen Verbindung (UTV) und im

unteren Oviduktisthmus bis zu 72 h nach der Insemination (HUNTER 1988). Ein Teil

der Spermienpopulation befindet sich zentral im Lumen des Eileiters, davon sind die

meisten Spermien in einer viskösen Masse gefangen. Ein anderer Teil bindet an das

Epithel am Boden der Schleimhautfalten (MBURU et al. 1997). Die Spermien, die

sich im Lumen des Ovidukts befinden, weisen Veränderungen ihrer Morphologie im

Sinne eines Alterungsprozesses auf. In den Schleimhautfalten können die Sperma-
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tozoen, geschützt vor dem Transport durch die Zilien gespeichert werden (BLANDAU

u. GADDUM-ROSSE 1974). Als Voraussetzung für das Überleben und die Kapazita-

tion der Spermatozoen wird der enge Kontakt zwischen dem apikalen Teil des Sper-

mienkopfes und dem Eileiterepithel angesehen. Bei verschiedenen Haussäugetieren

wurden nach Besamungen Beobachtungen in situ gemacht, die auf eine sehr enge

Spermien-Epithel-Interaktion hinwiesen. In elektronenmikroskopischen Studien

zeigten HUNTER et al. (1991) für das Rind, FLECHON und HUNTER (1981) sowie

MBURU et al. (1997) für das Schwein und SCOTT et al. (2000) für das Pferd einen

sehr innigen Kontakt der Spermien mit dem Epithel des Eileiters, den SMITH und

YANAGIMACHI (1990)  für den Hamster als „wie eingetaucht in die Mucosa“ be-

schrieben. Dieser Kontakt scheint das längere Überleben dieser Spermatozoen ge-

genüber den luminal ungebundenen Samenzellen zu sichern. Ähnliche Beobachtun-

gen konnten bei Mäusen, Rindern und Kaninchen gemacht werden (SUAREZ 1987;

SUAREZ et al. 1997; OVERSTREET et al. 1980).

Für die Fledermaus, deren Spermien  bis zu sieben Monate im Eileiter überleben

(RACEY 1979), sind ultrastrukturelle und histochemische Unterschiede zwischen

spermienfreien Oviduktepithelbereichen  und den Bereichen, die mit Spermien inter-

agieren, beobachtet worden (KRUTZSCH et al. 1982; KRISHNA 1997). Diese funk-

tionellen Änderungen könnten die Spermienbindung und –ablösung regulieren. Erste

Beweise für eine biochemische Bindung von Spermien an Eileiterepithel erbrachten

DEMOTT et al. (1995) in einer Studie mit verschiedenen Glykoproteinen, deren inhi-

bitorische Potenz auf die Eileiterepithelbindung von Hamsterspermien nach gemein-

samer Inkubation betrachtet wurde. Dabei zeigte Fetuin das größte hemmende Po-

tential. Die dünne Beschaffenheit des Eileiters beim Hamster ermöglicht eine direkte

transilluminatorische Beobachtung der gebundenen Samenzellen in vivo (SMITH u.

YANAGIMACHI 1990; DEMOTT et al. 1995). Die Spermien-Eileiter-Interaktion für

andere Tierarten kann  nur indirekt an Oviduktexplanten oder Oviduktzellkulturen in

vitro studiert werden.  Mit diesen Untersuchungsmethoden sind bisher Studien an

equinen, bovinen und porcinen Spermien durchgeführt worden. Die Bindung von

equinen Spermatozoen an Eileiterepithel in vitro wurde effektiv durch Asialofetuin

und dessen terminalen Zucker Galactose gehemmt (LEFEBVRE et al. 1995a;
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DOBRINSKI et al. 1996a), bovine Spermienbindung an Explante wurde spezifisch

durch Fucoidin und dessen Bestandteil Fucose geblockt (LEFEBVRE et al. 1997)

und bei porcinen Spermien wurden Maltose, Laktose und Mannose als die Zucker

mit der größten inhibitorischen Potenz festgestellt (GREEN et al. 2001; WAGNER et

al. 2002).

Für alle untersuchten Tierarten wird ein gemeinsamer kohlenhydrat-vermittelter Pro-

zeß der Spermien-Ovidukt-Bindung angenommen, der in seiner individuellen Cha-

rakteristik  allerdings speziesspezifisch zu sein scheint.

Ein Beispiel für Zell-Zell-Erkennungen sind Lektin-Kohlenhydratbindungen (SHARON

u. LIS 1989). Bei Lektinen handelt es sich um ubiquitär vorkommende kohlenhydrat-

bindende Proteine aus nicht-immuner Herkunft. Lektine vermitteln als sogenannte

Selektine im menschlichen und tierischen Immunsystem die Bindung von Leukozyten

an das Gefäßendothel. Ein neue Klasse lektin-ähnlicher Moleküle wird durch Sper-

madhäsine repräsentiert. Es handelt sich um Bestandteile des Seminalplasmas, wel-

che nach der Ejakulation die Spermienmembran mantelförmig umlagern (TÖPFER-

PETERSEN et al. 1998; JANSEN et al. 2001).

Eine Reihe von Autoren betrachten die Spermien-Eileiter-Bindung als lektinvermit-

telten Prozeß (SINOWATZ et al. 1997; ENSSLIN et al. 1998; TÖPFER-PETERSEN

1999). Parallelen zu anderen, natürlich vorkommenden, lektinvermittelten Kohlenhy-

dratbindungen unterstützen diese Annahme. So zeigen strukturell ähnliche tierische

Lektine verschiedene Kohlenhydratspezifitäten (GABIUS 1997; VON DER LIETH et

al. 1998) und bereits der Wechsel einer einzelnen Aminosäure eines Lektins kann

dessen Bindungsspezifität entscheidend verändern (SOLIS et al. 2001). Weitere

Hinweise für die Theorie der lektinvermittelten Bindung erbrachten die Ergebnisse

von GOLUBOFF et al. (1995) und GENG et al. (1997), die auf der Plasmamembran

der Spermatozoen von Ratten und Menschen Lektine nachwiesen. Gleiches gelang

REVAH et al. (2000) und IGNOTZ et al. (2001) an bovinen, sowie WAGNER et al.

(2002) an porcinen Spermien. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Frage

des „Who-is-Who“ der Spermien-Eileiter-Bindung in Form einer Erkennung vom Ei-

leiterepithel präsentierter Glykoproteine durch oberflächenassoziierte Spermienlekti-

ne beantwortet werden könnte. Der hemmende Einfluß von Monosacchariden auf die
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Eileiterbindung von Eberspermien (GREEN et al. 2001; WAGNER et al. 2002) wider-

spricht allerdings einer alleinigen lektin-vermittelten Bindung, denn vergleichend bin-

den Selektine in Entzündungsreaktionen nur sehr schlecht an Einfachzucker (WEIS

u. DICKAMER 1996).

Die Bindung an das Oviduktepithel schützt die gebundenen Spermatozoen vor

Schäden durch den Alterungsprozeß. Porcine Spermien, die zusammen mit Eilei-

terepithelien inkubiert wurden, blieben in vitro länger befruchtungskompetent als

Spermien einer nur im Medium inkubierten Kontrollgruppe (SUAREZ et al. 1991;

GUALTERI u. TALEVI 2000). Für an Eileiterepithel gebundene equine Spermien

konnten DOBRINSKI et al. (1996b, 1997) geringere zytoplasmatische Kalziumge-

halte im Vergleich zu freischwimmenden Spermien feststellen, zusätzlich kapazitier-

ten die gebundenen Spermatozoen langsamer. Analog stellte sich dieser Sachverhalt

für porcine Spermien in einer kinetischen Studie dar (PETRUNKINA et al. 2001b).

Der hormonelle Status scheint das Bindungsverhalten von Spermien an Oviduktepit-

hel nicht zu beeinflussen, denn sowohl bovine (LEVEBRE et al. 1995b) als auch

porcine Spermatozoen (PETRUNKINA et al. 2001a) binden an Explante von prae-,

postovulatorischen oder dieöstrischen Spendertieren. Es ist der Zustand des Sper-

miums, der die Bindung und damit auch die Ablösung bedingt. Kapazitierte Spermien

besitzen ein, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe vermindertes Bindungspotential an

Eileiterepithel (LEFEBVRE u. SUAREZ 1996; FAZELI et al. 1999). GUALTIERI und

TALEVI (2000)  zeigten für bovine Samenzellen, dass die gebundene Population

ausschließlich aus akrosomenintakten Spermatozoen besteht. In einer Folgestudie

konnte nach Behandlung von an Eileiterepithel gebundenen Bullenspermien mit He-

parin, welches als Kapazitationsinduktor für bovine Samenzellen Anwendung findet,

eine Ablösung der Spermatozoen vom Oviduktepithel in Verbindung mit hyperakti-

vierter Motilität erzielt werden (TALEVI u. GUALTIERI 2001). BUREAU et al. (2002)

beobachteten eine vermehrte Ablösung von an Vesikeln aus Oviduktepithel-

Zellkulturen gebundenen porcinen Spermatozoen nach Zugabe eines Kalziumiono-

phors.

SUAREZ et al. (1998) sehen es daher als wahrscheinlich an, dass die Veränderun-

gen der Spermienmembran während der Kapazitation die kohlenhydratbindenen



      Literaturübersicht16

Lektine modifizieren bzw. reduzieren und es so zu einer Lockerung der Bindung

kommt. Zudem wird eine mit der Kapazitation einhergehende Hyperaktivität der

Spermien beobachtet (DEMOTT u. SUAREZ 1992). Beide Prozesse führen gemein-

sam zur endgültigen Ablösung der Samenzellen vom engen Epithelkontakt (SUAREZ

2001).

Hyperaktivierte Spermien zeigen eine modifizierte Flagellenbewegung (SUAREZ et

al. 1992), die zu einer kräftigeren und schnelleren Vorwärtsbewegung führt. Durch

diesen mechanischen Vorteil ist es den kapazitierten Spermatozoen möglich,

schneller durch das visköse Medium des Eileiters zum Ort der Befruchtung zu gelan-

gen als frisch ejakulierten Spermien (SUAREZ u. DAI 1992).

CHIAN et al. (1995) und MAHMOUD und PARRISH (1996) beobachteten eine ver-

stärkte Kapazitation boviner Spermien, die mit löslichen Oviduktproteinen inkubiert

wurden. Darüber hinaus konnte ein enger zeitlicher Zusammenhang von Kapazitati-

on bzw. Hyperaktivierung und Ovulation festgestellt werden, da gebundene Sper-

matozoen, die bereits praeovulatorisch endgültig freigesetzt wurden, zum Zeitpunkt

der Ovulation nicht mehr befruchtungsfähig waren (HUNTER 1995). Diese Ergebnis-

se führten zu der Annahme einer Kapazitationsinduktion der im Reservoir gebunde-

nen Samenzellen durch Hormone, die um den Zeitpunkt der Ovulation im Eileiter

auftreten. Spermienablösung und Ovulation werden dadurch zeitlich koordiniert

(HUNTER 1995). Der gesamte Prozeß sichert die Anwesenheit von funktionell-

kompetenten Gameten zur richtigen Zeit am Ort der Befruchtung (TÖPFER-

PETERSEN et al. 2002).

2.1.2 Spermienbindung an die Eizelle

Man versteht  unter der Spermien-Eizell-Bindung im engeren Sinne die Bindung der

Spermien an die Zona pellucida, an die extrazelluläre Matrix also, die die Eizellen

aller Säugetiere umgibt (SINOWATZ et al. 2001b). Grundlage für die Spermien-

Zona-Bindung ist eine Aktivierung von Spermium und Eizelle. Beim Spermium wird

diese durch den Vorgang der Kapazitation sichergestellt (DARSZON et al. 1996;
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VISCONTI u. KOPF 1998). Aber auch die Eizelle unterliegt durch die Wandlung des

Graaf’schen Follikels zur befruchtungsfähigen Oozyte einer meiotischen Reifung

(WASSARMAN u. ALBERTINI 1994). Nach Aktivierung der Gameten entsteht ent-

weder eine lebensfähige Zygote oder es kommt aufgrund der begrenzten Lebens-

dauer der aktivierten Gameten zur Degeneration.

EISENBACH und TUR-KASPA (1999) erbrachten den Beweis für eine chemotaktisch

gesteuerte Annäherung der beiden Gameten in vitro. Ob diese Spermienchemotaxis,

wie bei vielen Nicht-Säugetieren bereits nachgewiesen, auch in vivo entscheidend ist

oder ob es sich um eine zufällige Begegnung von Spermium und Eizelle handelt, ist

noch unklar.

Lange Jahre galt die Maus als Modelltier für die Erforschung der Spermien-Zona-

Interaktion. So konnte schon vor über 20 Jahren gezeigt werden, dass die Zona pel-

lucida der Maus aus drei Glykoproteinen besteht (mZP1, mZP2, mZP3). Jedes dieser

drei Glykoproteine besteht aus einem Peptidskelett mit heterogen N- und O-

glykosylierten Oligosaccharidseitenketten (BLEIL u. WASSARMAN 1980a;

WASSARMAN 1988). Mittlerweile ist bekannt, dass die ZP sehr vieler Säugetiere

und des Menschen ebenfalls aus drei Glykoproteinen besteht, die eine 40-90%-ige

Homologie zu denen der Maus besitzen (WASSARMAN 1999). Diese drei Glyko-

proteine werden als ZPA, ZPB und ZPC bezeichnet. Dabei ist die Bezeichnung nach

abnehmender Größe (Anzahl der Basenpaare) der kodierenden Gene vorgenommen

worden (HARRIS et al. 1994).

Nur akrosomenintakte Mäusespermien binden an die ZP (FLORMAN u. STOREY

1982; BLEIL u. WASSARMAN 1983), dabei ist mZP3 der nachgewiesene Spermien-

rezeptor (BLEIL u. WASSARMAN 1980b, 1986; WASSARMAN 1990; MORTILLO u.

WASSARMAN 1991; WASSARMAN u. LITSCHER 1995). Die Spermienbindung

durch mZP3 scheint ein kohlenhydrat-vermittelter Prozeß zu sein, da eine enzymati-

sche Entfernung der Oligosaccharidseitenketten von mZP3 eine komplette Dysfunk-

tion dieses Glykoproteins als Spermienrezeptor zur Folge hat. Außerdem hemmen

einzelne N- und O- glykosylierte Oligosaccharide bereits in geringen Konzentrationen

die Spermien-Zona-Bindung (FLORMAN u. WASSARMAN 1985; BLEIL u.

WASSARMAN 1988; MILLER et al. 1992; LITSCHER et al. 1995; JOHNSTON et al.
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1998). Welche Oligosaccharide  als Spermienrezeptor der Zona pellucida für eine

kongruente Struktur an der Spermienmembran  in Frage kommen, ist in den letzten

Jahren widersprüchlich postuliert worden. Nachdem KINLOCH et al. (1995) durch

gezielte Mutagenese nachwiesen, dass sich O- glykosylierte Oligosaccharide nur an

zwei der fünf möglichen Serinpositionen von mZP3 befinden und dass diese zwei

Serinmoleküle an den analogen Stellen der Aminosäuresequenz des humanen ZP3

lokalisiert sind, wurde angenommen, dass generell O- glykosylierte Oligosaccharide

speziesübergreifend als Spermienrezeptor dienen und lediglich das Peptidskelett die

Speziesspezifität der Spermienbindung begründet (WASSARMAN u. LITSCHER

1995).

Neuere Veröffentlichungen zweifeln die Übertragbarkeit des Mausmodells auf andere

Säugetiere an (PRASAD et al. 2000; SINOWATZ et al. 2001a). Bereits der morpho-

logische Aufbau der ZP unterscheidet sich hinsichtlich der Dicke bei Nagetieren

(Maus 5-6 µm) und den Haussäugetieren (Schwein/Mensch 13-16 µm, Rind 27 µm)

erheblich (DUNBAR u. WOLGEMUT 1984; DUNBAR et al. 1991, 1994). Trotz einer

40 – 90 %igen Homologie werden den Glykoproteinen der verschiedenen Spezies

verschiedene Funktionen zugeordnet. Beispielsweise ist die Frage des jeweiligen

Spermienrezeptors nur für wenige Tierarten  eindeutig geklärt.

Speziesübergreifend geht man von einem kohlenhydrat-vermittelten Prozeß der Ga-

metenerkennung aus, der in seiner individuellen Charakteristik allerdings spezies-

spezifisch ist. (SINOWATZ et al. 1998; TÖPFER-PETERSEN 1999; OEHNINGER

2001; WASSARMAN u. LITSCHER 2001; NAKANO u. YONEZAWA 2001). Einer

alleinigen Beteiligung der O- glykosylierten Oligosaccharide wird in jüngster Zeit  wi-

dersprochen, da auch die N- glykosylierten Zuckerketten an der Gametenerkennung

beteiligt sind (NOGUCHI et al. 1992; YONEZAWA et al. 1995a). Mit der Herstellung

rekombinanter cDNA konnten verschiedene Glykoproteine in ihrem Glykosylie-

rungsmuster verändert werden, trotzdem behielten einige der ZP-Proteine Spermi-

enbindungseigenschaften (VAN DUIN et al. 1994; BARRAT u. HORNBY 1995;

PRASAD et al. 1996). YONEZAWA et al. (1995b) zeigten  mit ebenfalls rekombinant

erzeugten Zonaproteinen, dass offenbar auch das Polypeptidgerüst der Glykoprotei-

ne eine gewisse Spermienbindungsaffinität besitzt. Es scheint demnach ein Zusam-
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menspiel von diversen biologisch aktiven Oligosacchariden für eine ausreichend

starke Bindung nötig zu sein (TÖPFER-PETERSEN et al. 2000).

Auf der paternalen Seite der Gameteninteraktion ist die Erforschung eines „egg-

binding-protein“ (EBP) gleichermaßen umfangreich wie widersprüchlich. Es wurden

in den letzten Jahren bei verschiedenen Tierarten nicht weniger als zwei Dutzend

verschiedene Spermienproteine/-glykoproteine beschrieben, die eine Rezeptor-

funktion besitzen (SNELL u. WHITE 1996). Exemplarisch wird auf β–(1-4)-

Galactosyltransferase (GalTase) hingewiesen, welche zumindest bei der Maus eine

entscheidende Rolle spielen sollte (LU u. SHUR 1997). Die vollständige in vivo-

Fertilität, die in einer Folgestudie für homozygot GalTase-defiziente Knock-out Mäu-

se, trotz einer negativen Affinität zu mZP3 in vitro festgestellt wurde, widersprach

allerdings dessen Rolle als alleiniges EBP (LU u. SHUR 1997).  Es untermauerte

vielmehr die Vermutung, dass die GalTase die Gametenbindung in einem spezies-

spezifischen System von mehreren Rezeptoren lediglich unterstützt (TÖPFER-

PETERSEN et al. 1995; SHUR 1998). Neben der GalTase scheinen die spermienas-

soziierten Proteine eine Rolle in der Gametenerkennung zu spielen. Beim Schwein

sind die Vertreter dieser Gruppe (P47, Zonadhäsin, Spermadhäsin und Pro-/Akrosin)

bereits eingehend untersucht. Das porcine Zonadhäsin und diverse Spermadhäsine

binden speziesspezifisch an homologe ZP-Strukturen (TÖPFER-PETERSEN 1999;

CALVETE et al. 1996), während Pro-/Akrosin als Penetrationsenzym fungiert

(TÖPFER-PETERSEN et al. 1990). Das Vorkommen von spermienassoziierten Pro-

teinen  im Seminalplasma anderer Tierarten (ENSSLIN et al. 1998; REINERT et al.

1996) könnte eine speziesübergreifende Beteiligung bei der Spermien-Zona-Bindung

vermuten lassen.

Für die große Anzahl verschiedener Proteine, denen eine Beteiligung an der Spermi-

en-Zona-Bindung nachgewiesen wurde, gibt es nach WASSARMAN (1999) folgende

Erklärungsansätze:

• Bei den verschiedenen Säugetieren dienen verschiedene Proteine als EBP

• Für eine Spezies stellen mehrere Membranproteine einzeln oder als Multiprotein-

komplex das EBP dar
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• Die Affinitäten zu dem Spermienrezeptor der Zona pellucida sind bei den einzel-

nen Spermienproteinen verschieden hoch

• Verschiedene in vitro Assays spiegeln die Situation in vivo nicht exakt wieder

Zusammenfassend kann die Spermien-Zona-Bindung als ein hochkomplexer Vor-

gang der Natur angesehen werden, in den sowohl auf der männlichen, als auch auf

der weiblichen Seite mehrere Proteine und Proteinkomplexe eingebunden sind und

der zusätzlich noch durch posttranslationale Modifikationen der Spermien- und

Zonaproteine beeinflußt  wird (PRASAD et al. 2000).

2.2 BINDUNGSASSAYS ZUR FERTILITÄTSPROGNOSE

Das Ziel der klassischen andrologischen Diagnostik ist die Entwicklung von Testsy-

stemen, mit denen präzise Vorhersagen der Fertilität  männlicher Individuen möglich

sind (AMANN u. HAMMERSTEDT 2002). Vor allem in Bezug auf Tierarten mit einer

Vielzahl von möglichen Paarungen eines Vatertieres mit einigen hundert (Schwein)

bis zu hunderttausend (Rind) weiblichen Geschlechtspartnern durch künstliche Be-

samung, ist ein solches Testsystem zum Ausschluß sub- oder infertiler Individuen

von großer wirtschaftlicher Bedeutung, da eine direkte Fruchtbarkeitsuntersuchung

durch Auswertung der Paarungs- oder Besamungsergebnisse teuer und zeitaufwen-

dig ist und nur eine begrenzte Auswahl an Probanden testen kann (LARSSON u.

RODRIGUEZ-MARTINEZ 2000).

Es sind bisher viele Samenqualitätsparameter untersucht worden, die keine signifi-

kanten und / oder reproduzierbaren Korrelationen zur Fertilität eines Vatertieres

zeigten. Zu diesen Parametern zählen u.a.: Spermienmorphologie (BARTH 1992),

Spermienmotilität (HOLT et al. 1997), Membranintegrität (PEREZ et al. 1997) sowie

die Fähigkeit zur spontanen Kapazitation und zur Akrosomreaktion

(JANUSKAUSKAS et al. 2000). Aufgrund der Komplexität des Befruchtungsvorgan-

ges und der vielfältigen Interaktionen der Spermien mit dem weiblichen Genitale ist

es unrealistisch anzunehmen, eine Fertilitätsprognose aufgrund eines einzigen in
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vitro-Test erstellen zu können. Realisierbar scheint dagegen das Ziel, mit der Kombi-

nation von verschiedenen Testsystemen subfertile Vatertiere zu identifizieren

(AMMAN u. HAMMERSTEDT 1993).

Vor diesem Hintergrund ist die Entwicklung von Testsystemen verständlich, die es

ermöglichen, verschiedene Qualitätsparameter von Spermatozoen in einem Assay

zu untersuchen. Ein solches Testsystem wird z.B. durch die Untersuchung der

Spermienbindung an die Eizelle repräsentiert, denn die bindende Population rekru-

tiert sich aus motilen, morphologisch intakten und kapazitierten Spermatozoen

(STRÖM HOLST et al. 2001).

2.2.1 Zonabindungsassay (ZBA)

Die Zona pellucida-Bindung einer ausreichenden Spermienpopulation ist ein wichti-

ger Schritt innerhalb des Befruchtungsvorganges von Säugetieren. Assays, die auf

der Eigenschaft von Spermien basieren, an homologe oder heterologe Zonae pellu-

cidae zu binden, sind für viele Spezies als diagnostische Tests entwickelt worden.

Grundlage dieser Zonabindungsassays (ZBA) war die Untersuchung der humanen

Spermien-Zona-Interaktion (OVERSTREET u. HEMBREE 1976). Obwohl diese Ar-

beit eigentlich den Vorgang der Zonapenetration beschrieb, stellte die Methode einen

Eckpunkt der Entwicklung von weiteren Spermien-Oozyten-Interaktionstests dar

(FRANKEN 1998).

Diese methodischen Grundlagen sind über Jahre nicht entscheidend verändert wor-

den. Zunächst werden Oozyten durch Punktion von Ovarialfollikeln gewonnen. Es

folgen eine Motilitätsselektion der Spermien und  die in der Regel mehrstündige In-

kubation von  Spermien und Oozyten bei 39°C und 5% CO2 im Brutschrank. Auch die

abschließende Auswertung mit einem Phasenkontrast- bzw. einem Fluoreszenzmi-

kroskop ist kontinuierlicher Bestandteil des Zonabindungsassays vieler andrologi-

scher Labors.

Es gibt grundsätzlich zwei verschiedene Wege die Ergebnisse eines Zonabin-

dungsassays darzustellen. Die einfachste Art ist die Formulierung als absolute An-
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zahl der gebundenen Samenzellen pro Eizelle. Dieser absolute Wert leidet allerdings

unter der relativ großen Variation des Spermienbindungsvermögens individueller Oo-

zyten. Die Inkubation einer gewissen Menge von Oozyten mit einer Samenprobe

kann Spermien-Oozytenkomplexe  ergeben, in denen von einigen wenigen bis zu

einigen hundert Spermien an eine Eizelle gebunden haben (FAZELI 1996). Ver-

schiedene Faktoren wie die Qualität der Oozyten (MAHADIVAN et al. 1987) oder de-

ren Reifegrad (FAMILIARI et al. 1988; OEHNINGER et al. 1989b, 1991) sind für die-

se Bindungsvariationen verantwortlich. Zur Zeit gibt es keine zuverlässige Methode,

die Qualität von Eizellen - insbesondere die Zonaqualität - zuverlässig vorhersagen

zu können. Studien, die mit absoluten Bindungswerten arbeiten, versuchen dieses

Problem durch die Erhöhung der Anzahl verwendeter Oozyten zu umgehen. ZHANG

et al. (1998) gelang es durch drei- bis viermalige Wiederholung der Inkubation einer

bovinen Samenprobe mit einer Gruppe von 20 Oozyten, eine signifikant positive Kor-

relation zwischen der Zonabindungskapazität und der in vivo-Fertilität von Bullen ei-

ner Besamungsstation zu berechnen. Die gleiche Arbeitsgruppe (ZHANG et al. 1999)

konnte in einer neueren Studie durch Kombination  der Untersuchung verschiedener

Samenparameter, u.a. absoluter Wert der im ZBA gebundenen Spermien und IVF-

Ergebnis, mit hochsignifikanten Korrelationen zu den später erzielten Non-Return-

Raten, die Fertilität von Jungbullen vor ihrem Besamungseinsatz schätzen.

Die zweite Methode der Durchführung eines Zonabindungsassays ist eine parallele

Inkubation der zu testenden Samenprobe mit einer Samenprobe eines weiteren Indi-

viduums (Kontrolldonor) an der gleichen Anzahl von Eizellen. Das Verhältnis der

Zonabindungskapazitäten der Spermien von Test- und Kontrollindividuum kann als

ZBA-Index quantifiziert werden. Die Methode dient zur Minimierung der individuellen

Bindungseigenschaften verschiedener Eizellen. Mit dem ZBA-Index ist vor allem bei

domestizierten Tierarten gearbeitet worden. Sowohl für porcine (BERGER et al.

1989), als auch für bovine (FAZELI 1996; ZHANG et al. 1998) Spermien konnte ein

Bindungsniveau beobachtet werden, dessen Verhältnis zur Kontrollprobe auch bei

unterschiedlichen Eizellpopulationen konstant blieb. Allerdings korrelierten die Er-

gebnisse in keiner der Studien mit der in vivo-Fertilität.
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In der Humanmedizin arbeitet man, zum Ausschluß der Intra- und Interassayvariatio-

nen, gegenwärtig mit zwei verschiedenen Versionen  des Zonabindungsassays. Das

erste System des  kompetitiven Zonabindungsassays (LIU et al. 1988) nutzt die ver-

schiedenen Fluoreszenzen von zwei Fluorochromfarbstoffen, mit denen die Samen-

probe der Test- und einer Kontrollperson markiert werden. Nach Inkubation mit einer

Eizelle können die gebundenen Spermien unter dem Fluoreszenzmikroskop den je-

weiligen Ausgangspopulationen zugeordnet und das Verhältnis beider berechnet

werden. Das zweite System des Hemizonaassays (HZA) (BURKMAN et al. 1988)

wird im folgenden Kapitel näher beschrieben.

Um einigermaßen reproduzierbare Ergebnisse erzielen zu können, ist eine Wieder-

holung des kompetitiven Zonabindungsassays mit mindestens 20 Oozyten notwen-

dig. Die Bereitstellung einer genügend großen Zahl von homologen Oozyten ist ein

begrenzender Faktor für die Verwendung von Zonabindungsassays vor allem in der

humanmedizinischen Routinediagnostik. Versuche, die mit rekombinanter Zona pel-

lucida gemacht wurden (WHITMARSH et al. 1996), sind nicht dementsprechend er-

folgreich, als das in absehbarer Zeit diese Technik Verwendung finden könnte

(BARRAT u. PUBLICOVER 2001).

Die Lagerung von Eizellen ist ein Weg, dieses Problem zu umgehen. Sie kann durch

drei verschiedene Methoden erfolgen:

• Lagerung in einer hypertonen Salzlösung

• Gekühlte Lagerung bei 4 °C im Kühlschrank

• Lagerung durch Tiefgefrieren ( Temperaturbereich -80 bis -120°C)

Bis dato ist der Einfluß der genannten Lagerungsbedingungen auf das Spermienbin-

dungspotential von Eizellen bei verschiedenen Spezies untersucht worden. Humane

und porcine Oozyten, die in einer Salzlösung gelagert wurden, unterschieden sich in

ihrer Spermienbindungskapazität nicht von frischen Eizellen (YANAGIMACHI et al.

1979; LIU et al. 1988; FAZELI et al. 1995). FRANKEN et al. (1991a) konnten sogar

eine vollständige Erhaltung der biologischen und funktionellen Eigenschaften der

humanen Zona pellucida während einer 90-tägigen Salzlagerung zeigen. Im Gegen-

satz dazu ist die Zona pellucida salzgelagerter Rindereizellen weniger durchlässig für

Spermien, als die von frischen Oozyten (CHIAN et al. 1991). In Bezug auf den bo-
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vinen ZBA ist dieser Nachteil durch von Schlachthöfen bezogene „frische“ Ovarien

auszugleichen. Ein größeres Problem ist die von STRÖM HOLST et al. (2000) beob-

achtete signifikant geringere Spermienbindung von salzgelagerten und tiefgefrorenen

caninen Eizellen, da für diese Spezies eine Lagerung der überwiegend intraoperativ

gewonnenen Oozyten zur Bildung eines ausreichend großen Eizellpools notwendig

ist.

HENKEL et al. (2002) entwickelten das System eines enyzymgekoppelten Zonabin-

dungsassays, der unter Verwendung von Leuchtkäferluciferase, die quantitative In-

teraktion zwischen Zona pellucida und Spermatozoen sehr präzise und technisch

einfach wiedergibt. Dieses natürliche Biolumineszenzsystem  besitzt eine Effektivität

von 1, d.h. bei jeder Oxidation eines Substratmoleküls durch die Luciferase wird ein

Lichtphoton emittiert (McELROY u. DeLUCA 1985). Die Reproduzierbarkeit dieses

Assays konnte durch eine hochsignifikante Korrelation zu einem parallel durchge-

führten HZA gezeigt werden. Die Verwendung von gelöster Zonae minimiert zusätz-

lich die Intra- und Interassayvariationen, so dass diese Version des Zonabin-

dungsassays vor allem in der humanen Routinediagnostik zukünftig Anwendung fin-

den könnte.

Schon der erste Ansatz, das Zonabindungspotential bzw. das Eizellpenetrationspo-

tential von humanen Spermatozoen zu untersuchen (OVERSTREET u. HEMBREE

1976), ging mit einer Korrelationsberechnung zur Fertilität der Samenspender einher.

In der Humanmedizin ist es üblich, Fertilitätsschätzungen durch IVF-Befruchtungen

mit einer gewissen Anzahl von Eizellen (6-20 pro Samenprobe) durchzuführen. Die-

ser Methode fehlt die Vergleichbarkeit zur Situation mit der die Spermien im weibli-

chen Genitale in vivo konfrontiert werden, und sie ist dadurch fehlerbehaftet.

(AMANN u. HAMMERSTEDT 2002). Allerdings stellt sie die einzige, aus ethischen

Gesichtspunkten vertretbare Methode einer Fertilitätsprognostik in der humanen An-

drologie dar, so dass durch die Korrelationen der Ergebnisse im ZBA mit den Ergeb-

nissen in IVF auch umgekehrt die Befruchtungsrate der Spermien eines Mannes in

einem später folgenden IVF-Programm eingeschätzt werden kann (OEHNINGER et

al. 2000). Hier spielen in der Regel konkrete Fälle von Unfruchtbarkeit eine Rolle und
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es gilt den therapeutischen Nutzen einer in vitro-Fertilisation zu prüfen. Interessant

sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von zwei neuen klinischen Studien, in

denen zum einen an einer hohen Probandenzahl gezeigt werden konnte, dass in

über der Hälfte der Fälle einer ungenügenden Befruchtung in vitro, morphologisch

unauffällige Spermienpopulationen beteiligt waren. Von diesen unauffälligen Samen-

proben haben 75 % vermindert an die ZP gebunden (LIU u. BAKER 2000). In der

zweiten Studie wiesen LIU et al. (2001) bei 25 % der untersuchten Männer mit phy-

siologischer Zonabindung und Samenparametern eine defekte zonainduzierte Akro-

somreaktion nach. Beide Studien sehen also eine defekte Zonabindung und / oder

eine defekte zonainduzierte Akrosomreaktion als wichtige Ursachen einer Spermien-

dysfunktion bei Männern mit scheinbar normalen Samenzellen an. Es scheint damit

möglich, solche Männer durch den ZBA zu identifizieren.

Von einem grundsätzlich anderen Standpunkt aus, muß der diagnostische Nutzen

eines Bindungsassays, wie z.B. eines Zonabindungsassays, in der veterinärmedizi-

nischen Andrologie beurteilt werden. Hier wird die Validität eines Assays durch die

Vergleichbarkeit zur Fertilität bestimmt. Allerdings gibt es keinen einheitlichen Stan-

dard über die Erhebung von reproduzierbaren und vor allem nützlichen Fertilitätsda-

ten. Sowohl IVF als reine Labormethode, als auch Feldstudien sind in hohem Maße

fehlerbehaftet. Sie spiegeln die in vivo-Situation des einzelnen Spermiums für eine

erfolgreiche Befruchtung nicht korrekt wieder oder verdecken bestimmte Mängel der

Samenzellen durch übermaximierte Besamungsdosen (AMANN u. HAMMERSTEDT

2002). Zusätzlich werden häufig unterschiedlich vorbehandelte Spermienproben mit-

einander verglichen, da die in Vorbereitung eines Assays durchgeführte Motilitätsse-

lektion der Spermien für die Besamungsportionen fehlt. Zusammenfassend können

die meisten Fertilitätsergebnisse als zu wenig sensitiv und spezifisch angesehen

werden und dementsprechend sind sie nicht geeignet, den Nutzen eines diagnosti-

schen Assays zu validieren (AMANN u. HAMMERSTEDT 2002).

Diese Erkenntnis hat die Anwendung von Bindungsassays in der veterinärmedizini-

schen Andrologie in jüngster Zeit erheblich eingeschränkt.
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2.2.2 Hemizonabindungsassay (HZA)

Im HZA wird das Bindungspotential von zwei Samenproben an den Zonae von zwei

Hälften derselben Eizelle verglichen. Dadurch können die nachteiligen Intra- und In-

terassayvariationen des Zonabindungsassays minimiert werden. BURKMAN et al.

(1988) entwickelten den grundlegenden Hemizonabindungsassay für humane Sper-

matozoen und Oozyten. Die Idee war, durch die Teilung einer Eizelle zwei funktionell

gleiche Hemizonae zu erhalten und dadurch einen reproduzierbaren Vergleich der

Spermien-Zona-Interaktion zu gewährleisten. Nach der medianen mikrochirurgischen

Teilung einer Eizelle mit Hilfe von Mikromanipulatoren werden die erzeugten Hemi-

zonae analog zum ZBA-Index mit den Samenproben einer Test- und einer Kontroll-

person inkubiert. Die Ergebnisformulierung stellt das Verhältnis des Bindungspoten-

tials beider Samenproben zueinander dar.

Der HZA beruht auf der Hypothese einer äquivalenten Spermienbindung an beiden

Hemizonae gleichen Ursprungs. Den speziesübergreifenden Beweis für diese Hy-

pothese erbrachte FAZELI (1996) durch Inkubation je einer einzelnen Samenprobe

von Rind, Pferd und Schwein mit zwei homologen Hemizonae. Für keine der unter-

suchten Tierarten konnten signifikante Unterschiede in der Anzahl der gebundenen

Spermien zwischen den Hemizonae festgestellt werden; die hohe Anzahl an mögli-

chen Spermienbindungslokalisationen an der Säugetierzona relativiert wahrschein-

lich kleinere Bindungsdifferenzen (FAZELI 1996).

Dieser Assay kann dementsprechend zwei funktionell gleiche Oberflächen zur Verfü-

gung stellen, die ein Studium der Spermien-Zona-Interaktion bei verschiedenen Säu-

getierspezies ermöglicht.

In der humanmedizinischen Andrologie sollte der HZA zur Fertilitätsprognose als

Vorbereitung für ein therapeutisches IVF-Programm Anwendung finden.

OEHNINGER et al. (1989a) formulierten in einer Studie sehr hohe Werte in Bezug

auf Spezifität (95%) und Sensitivität (83%) des HZA. Die Autoren verglichen die

HZA-Ergebnisse mit Fertilitätsergebnissen in IVF, in die allerdings nur die unter-

suchten männlichen Probanden einbezogen wurden. Eine spätere Studie (FRANKEN
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et al. 1993) korrigierte Sensitivitäts- (75%) und Spezifitätswerte (75%) des humanen

Hemizonabindungsassays deutlich nach unten, nachdem die Fertilität der Testperso-

nen mit einer IVF-Befruchtungsrate  verglichen werden konnte, die zuvor durch eine

hohe Anzahl von in vitro-Fertilisationen (589 Oozyten) mit physiologischen Ei- und

Samenzellen ermittelt wurde.

Neben den Schwierigkeiten bezüglich der Erhebung humaner Fertilitätsdaten, wird

die  Interpretation von Bindungsergebnissen humaner Spermatozoen im HZA durch

die Variation der Bindungsfähigkeit innerhalb und zwischen den Samenproben eines

Individuums  erschwert (FRANKEN et al. 1991b).

Trotz dieser Mängel behauptet sich der HZA im Bereich der humanmedizinischen

Andrologie in der Diagnostik und Therapie männlicher Infertilität, denn durch den

Gebrauch von nur wenigen Oozyten ergeben sich gegenüber anderen Zonabin-

dungsassays deutliche ethische Vorteile. Der methodische Anspruch, insbesondere

in Bezug auf die Teilung einer Eizelle ist allerdings problematisch. Durch den vielver-

sprechenden Einsatz von neu entwickelten 1,48 µm Lasergeräten (RINK et al. 1996),

die eine Anwendung ohne nötige Fixation des Objekts ermöglichen, könnten sich hier

in nächster Zeit allerdings neue Perspektiven abzeichnen (EDENFELD et al. 2002).

Eine der umfangreichsten veterinärmedizinischen HZA-Studien veröffentlichte

FAZELI (1996). Er verglich das Zonabindungsvermögen boviner, equiner und porci-

ner Spermatozoen mit der in vivo-Fertilität dieser Tierarten, die retrospektiv durch

deren Einsatz in der künstlichen Besamung ermittelt wurde. Einzig in Bezug auf

porcine Spermien  war es ihm nicht möglich, signifikante Korrelationen zur Fertilität

zu errechnen. Der Grund für die unzureichende Vergleichbarkeit zwischen Fertilität

und HZA-Ergebnissen porciner Spermien schien in der effektiven Fruchtbarkeitsse-

lektion von Zuchtebern für den Besamungseinsatz zu liegen, die in einer geringen

individuellen Variation der Fertilitätsergebnisse resultierte (FAZELI 1996). Im Gegen-

satz dazu ließen sich signifikant positive Korrelationen der HZA-Ergebnisse zur Ferti-

lität bei Rindern, Pferden (FAZELI 1996) und Hunden (MAYENCO-AGUIRRE u.

PEREZ-CORTEZ 1998) feststellen.
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Dieser Erklärungsversuch scheint jedoch nicht ausreichend zu sein. MENDONCA

FERREIRA (1998) untersuchte die Bindung porciner Spermien im HZA und führte

parallel Versuche zur Fertilitätsüberprüfung der getesteten Eber durch. In dieser Stu-

die konnte keine Rangfolge von Ebern, basierend auf der Spermienbindung im HZA,

gebildet werden. Die mangelnde Wiederholbarkeit der Ergebnisse zeigte, dass trotz

konstanter konservativer spermatologischer Parameter die Bindungsfähigkeit im HZA

nicht unbedingt ein eberindividuelles Merkmal darstellen muß. HARRISON (1997)

vermutet in diesem Zusammenhang, dass die Bindungsfähigkeit von Eberspermien

in erster Linie nicht durch den Spermienkopf selbst, sondern durch den Gehalt an-

haftender Seminalplasmaproteine (Spermadhäsine) bestimmt wird.

In Besamungsversuchen konnten weder MENDONCA FERREIRA (1998) noch

BERGER et al. (1996) Übereinstimmungen der Bindung porciner Spermien im HZA

mit Fertilitätsergebnissen ermitteln. Lediglich in einem heterospermen Besamungs-

experiment mit einem Eber mit Teratozoospermie und einem normospermen, aber

sich im Experiment als infertil erweisenden Eber, waren eindeutige Beziehungen

zwischen den Ergebnissen des HZA und den in vivo-Ergebnissen feststellbar. Diese

Beziehungen galten nicht beim heterospermen Einsatz des Teratozoospermieebers

und eines normospermen, fertilen Kontrollebers (MENDONCA FERREIRA 1998).

Die Spermienbindungsfähigkeit im Hemizonaassay ist demnach nicht als Hauptein-

flußfaktor für die Variation der Befruchtungspotenz von Samenzellen, insbesondere

bei der Spezies Schwein anzusehen und stellt die Anwendung des HZA in der vete-

rinärmedizinisch-andrologischen Diagnostik in Frage.

Einsatzgebiet des HZA bleibt allerdings die Forschung in Bezug auf molekulare Me-

chanismen der Spermien-Zonabindung (BLASE et al. 1997), da solche Versuchsan-

ordnungen allein die Bindung einer ausreichenden Spermienanzahl benötigen und

nicht die Wiedergabe der individuellen Bindungsfähigkeit anstreben.
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2.2.3 DudFinder Sperm-Binding Assay (SBA)

Der DudFinder Sperm-Binding Assay ist ein kommerzieller Test, der von der US-

amerikanischen Firma Bio Pore, Inc. entwickelt wurde. Es handelt sich um einen Mi-

krotiterplattenassay, der dem von BRABATO et al. (1998) entwickelten und im Detail

als Assay Nr. 3 beschriebenen Test, sehr ähnlich ist. Dieser Assay basiert auf einem

spermienbindenden Protein als Bindungssubstrat, welches aus der perivitellinen

Membran von Hühnereiern isoliert wird.

Im SBA wird die Bindungsfähigkeit von Spermatozoen an dieser Substanz quantifi-

ziert, wobei die genauen Bindungsmechanismen nicht bekannt sind. Nach

BRABATO et al. (1998) wird durch eine Substanz, die der Zona pellucida von Säu-

getiereizellen ähnlich ist, die in vivo Spermien-Eizell-Bindung imitiert. Tatsächlich be-

sitzt die innere Lamina der perivitellinen Membran von Hühnereiern substantielle

Homologien zur Core-Region humaner und anderer Zonae pellucidae (TAKEUCHI et

al. 1999); ein hydrophobes Profil und acht streng konservative Cystein-Residuen

(AMANN et al. 1999c).

Die grundlegende Arbeit zur Entwicklung des SBA stammt von BRABATO et al.

(1998). Diese Arbeitsgruppe wollte ein Testsystem etablieren, welches eine mög-

lichst hohe Vergleichbarkeit zur in vivo-Fertilität besitzt. Vorherige Arbeiten

(WISHART 1987; WISHART et al. 1992) zeigten eine positive Korrelation der Anzahl

von Spermien, die in der perivitellinen Membran von Hühnereiern gefunden wurden,

mit der Befruchtung von gelegten Eiern und mit der Befruchtungsdauer, d.h. mit den

Tagen, an denen befruchtete Eier gelegt wurden. Mit diesen Beobachtungen konnte

das Phänomen der Bindung von Hühnerspermatozoen an der gesamten perivitelli-

nen Membran erklärt werden, obwohl einzig der Spermieneintritt in die Germinal-

scheibe, die nur etwa 2% dieser Fläche ausmacht, zu einer erfolgreichen Befruch-

tung führt. BRABATO et al. (1998) versuchten diese Erkenntnisse in ein in vivo-

Testsystem umzuwandeln und entwickelten als Methode zur Quantifizierung der

Spermienbindung an der perivitellinen Membran von Hühnereiern, den von ihnen im

Detail als Assay Nr. 3 beschriebenen Test. Dieser ist immer noch das Grundprinzip

des kommerziellen SBA.
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Die Aussagefähigkeit des SBA wird durch die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse bestimmt. Da aber bisher kein absoluter Standard zur Überprüfung

dieses Assays existiert, wurde in allen bisherigen Studien die Präzision der Ergeb-

nisse in Form der Intra- und Interplattenvariationen gemessen. Die bisherigen Studi-

en sehen einen Intraplattenunterschied im Bindungsverhalten einer Spermienprobe

von höchstens 12% und einen Unterschied von bis zu 22% im Bindungsverhalten

einer Probe zwischen zwei Platten (Interplattenvariation) als hinreichend genau an

(AMANN et al. 1999c)

Die erste Anwendung des Sperm-Binding Assays beschrieben GILL et al. (1999) für

Truthahnspermatozoen. In dieser Studie konnten für subfertile Vatertiere signifikante

Korrelationen der Spermienbindung im SBA zu Befruchtungsergebnissen gezeigt

werden. Insofern bestätigten diese Ergebnisse die Arbeit von BRABATO et al.

(1998), in der sich gleiche Zusammenhänge für subfertiler Haushähne ergaben. Bei-

de Studien wurden unter dem Aspekt entworfen, gezielt potentiell subfertile Individu-

en zu entdecken und nicht, um die Ergebnisse der SBA-Bindung mit der Fertilität all-

gemein zu vergleichen.

Vor diesem Hintergrund ist in der Entwicklung des Sperm-Binding Assays, die direkte

Umsetzung der Einschätzung verschiedener Autoren bezüglich eines Assays für die

Fertilitätsprognostik (AMANN u. HAMMERSTEDT 1993; HAMMERSTEDT u.

SCHULTZ 1994; HAMMERSTEDT 1996) zu sehen. Die Autoren beschreiben die

Identifikation subfertiler Individuen als praktisch durchführbar, indem bestimmte

Schritte der Spermienwanderung vom Ort der Insemination bis zum Ort der Be-

fruchtung in vivo, durch ein in vitro-Testsystem imitiert werden. Ihrer Ansicht nach

repräsentiert die Spermien-Eizell-Bindung so einen entscheidenen Schritt. Der Name

DudFinder Sperm-Binding Assay (Dud, engl. = Versager), der für den kommerziel-

len Assay gewählt wurde, deutet dieses Prinzip und die Beziehung zur Subfertilität

an.

Die Arbeit von BRABATO et al. (1998) erbrachte aber noch ein weiteres Ergebnis.

Nicht nur Spermien der aviären Spezies Huhn und Pute, sondern auch Spermatozo-

en der Säugetierspezies Rind, Ziege, Maus, Pferd und Mensch binden in einer do-

sisabhängigen Anzahl an das vorgelegte Substrat. Nach Ansicht der  Autoren ist die
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Spermien-Eizell-Bindung demnach kein speziesspezifischer Vorgang, sondern nur

die Induktion verschiedener Spermienfunktionen zur Hydrolyse und Penetration der

ZP ist als das spezies-spezifische Selektionsereignis der Gameteninteraktion zu

werten. Sie schließen sich mit dieser Meinung verschiedenen anderen Arbeitsgrup-

pen an (ROBERTSON et al. 1997; TULSIANI et al. 1997).

HAMMERSTEDT et al. (1997) identifizierten einen Faktor, der während der Kryokon-

servierung von Spermien eluiert wurde und für eine reduzierte Bindung aufgetauter

Samenproben an das Substrat des SBA verantwortlich war. Es handelte sich dabei

um das Peptid Prosaposin, welches identisch mit dem in der Literatur bereits be-

schriebenen SGP-1 (KISHIMOTO et al. 1992) war. Dieses Peptid schien die Spermi-

enbindung an das Substrat des Sperm-Binding Assays zu vermitteln. In einer folgen-

den Studie konnte eine Bindungssteigerung humaner, porciner und boviner Spermi-

en (AMANN et al. 1999a) durch Kurzeitinkubation mit einer synthetisch hergestellten

Variante des Peptids erzielt werden. Weitere Arbeiten konnten einen fertilitätsstei-

gernden Effekt des Peptids auf die Spermien bei zwei von drei Bullen (AMANN et al.

1999b), sowie für Spermatozoen aus einem Pool von 40 zufällig ausgewählten Trut-

hähnen  (GILL et al. 2000) zeigen. MAGARGEE et al. (2000) behandelten murine

Spermatozoen mit verschiedenen Konzentrationen des synthetischen Peptids und

erzielten ebenfalls einen bindungs- und fertilitätssteigernden Effekt. Allerdings wur-

den die Effekte in allen drei Studien jeweils nur mit einer einzigen Konzentration des

Peptids erzielt, dosisabhängige Wirkungen ergaben sich nicht. Eine weitere Studie

zur Fertilitätssteigerung in Bezug auf porcine Spermien schlug  fehl (EVERT 2002).

Der bisherigen Ergebnisse unter Verwendung des SBA konnten zeigen, dass die

Bindung von Spermien an ein Substrat der perivitellinen Membran von Hühnereizel-

len eine individuelle Eigenschaft ist, die wahrscheinlich auf ungeklärte Art und Weise

durch Prosaposin vermittelt und gesteigert werden kann. Rückschlüsse auf die

Spermien-Zona-Interaktion sind spekulativ.
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2.2.4 Ovidukt-Explant-Assay (OEA)

Bei dem Ovidukt-Explant-Assay (OEA) handelt es sich um den von PETRUNKINA et

al. (2001a) beschriebenen und charakterisierten Assay. Dieser Assay erfaßt die Fä-

higkeit von porcinen Spermatozoen, an Eileiterepithel zu binden. Ein wesentliches

Merkmal dieser Methode ist die Simulation von in vivo-Bedingungen durch Verwen-

dung von Eileiterabschnitten (Explanten) aus frisch gewonnenen Organen von

Schlachttieren ohne einen anschließenden Kultivierungsvorgang. Über Videoimaging

und mathematische Modellanalyse kann die Anzahl gebundener Spermien pro Ex-

plantflächeneinheit als Bindungsindex ermittelt werden.

PETRUNKINA et al. (2001a) verwendeten einen modifizierten Assay, basierend auf

der Arbeit von SUAREZ et al. (1991) und erbrachten den Beweis einer linearen Ab-

hängigkeit der Anzahl an das Eileiterepithel gebundenen Spermien von der Gesamt-

zahl inkubierter Spermien. Die Modifikation dieser Methode im Vergleich zu der von

SUAREZ et al. (1991) beschriebenen lag in der Umrechnung der Anzahl von explant-

gebundenen Spermatozoen auf die gesamte Oberfläche der analysierten Region (für

genauere Angaben siehe unter 3.3.4). Dadurch konnte die Bindungskapazität von

porcinen Spermatozoen an Explante homologer Eileiter als ein quantitativer, sensiti-

ver und reproduzierbarer Parameter gezeigt werden, dessen Eignung für quantitative

Bindungstudien aufgrund der linearen Abhängigkeit von Bindungsindex und Gesamt-

zahl inkubierter Spermien möglich ist.

Die Idee einer Untersuchung der Bindungsfähigkeit von Spermatozoen an Eileitere-

pithel in vitro liegt über zehn Jahre zurück. SUAREZ et al. (1991) bezogen sich in

ihrer Studie auf die  Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen, die für Mäuse

(ZAMBONI 1972), Hamster (YANAGIMACHI u. CHANG 1963; BATTALIA u.

YANAGIMACHI 1979; SMITH et al. 1987), Ratten (SHALGI u. KRAICER 1978), Ka-

ninchen (OVERSTREET et al. 1978),  Schweine (HUNTER 1981) und Schafe

(HUNTER u. NICHOL 1983) in vivo eine Formierung eines Spermienreservoirs im

kaudalen Isthmus des Eileiters während des Oestrus zeigen konnten. Über die Me-

chanismen zum Aufbau und zur Erhaltung, sowie über die Spermienablösung war bis

zu dem Zeitpunkt nur wenig bekannt. Es existierten eine transilluminatorische in situ-
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Studie über die Bindung muriner Spermien an Eileiterepithel (SUAREZ 1987) und

Arbeiten über die Bindung boviner Spermien an Oviduktepithelzellkulturen (SUAREZ

et al. 1990; POLLARD et al. 1990). Zur Klärung der Frage, ob die Spermien-

Eileiterbindung von der anatomischen Region  des Ovidukts beeinflußt oder während

des Zyklus modelliert wird, haben SUAREZ et al. (1991) kleine Eileiterepithelstücke

(sog. Explante) chirurgisch aus den verschiedenen Eileiterabschnitten Isthmus und

Ampulle von Sauen zu verschiedenen Zykluszeitpunkten (Tag 0 und Tag 10) gewon-

nen. Zwei Gründe prädestinierten das Schwein zur Entwicklung dieser Methode.

Zum einen laufen Befruchtungsvorgänge bei dieser Tierart in jedem Zyklus bilateral

im Reproduktionstraktes ab (ROBERTS 1986), was die Nutzung beider Eileiter er-

möglichte. Zum anderen erreichen porcine Spermien bereits nach ca. 10 – 15 Minu-

ten post inseminationem den Eileiter, so dass für diese Spezies der Uterus als Kapa-

zitationsorgan ausgeschlossen werden konnte (HUNTER u. HALL 1974; HUNTER

1981; HUNTER 1990).

Weitere Arbeiten, die sich der Explanttechnik zum Studium der Spermien-Eileiter-

Interaktion bedienten, etablierten die Technik für Pferde (THOMAS et al. 1994a) und

Rinder (LEFEBVRE et al. 1995b). Während in Bezug auf das Pferd, die von SUAREZ

et al. (1991) für porcine Ovidukte vorgeschlagene Methode der mikrochirurgischen

Gewinnung der Explante   prinzipiell übertragen werden konnte, stellte sich dieses für

Rindereileiter schwieriger dar. Aufgrund der dünnwandigen Beschaffenheit des Ovi-

duktes konnten keine zusammenhängenden Gewebeteile herausgeschnitten werden,

so dass sich LEFEBVRE et al. (1995b) der Technik des sogenannten „Melkens“ be-

dienten. Aus den Eileitern in toto oder getrennt in Isthmus und Ampulle wurden durch

eine äußere Druckmassage Epithelstücke gewonnen, die durch eine Passage durch

die englumige Nadel einer Tuberkulinspritze desaggregiert wurden. In einer 30-

minütigen Ruheperiode formten sich anschließend aus den epithelialen Bruchstük-

ken Vesikel mit apikaler Oberfläche. Diese Vesikel wurden als Explante bezeichnet.

LEFEBVRE et al. (1995b) zeigten in ihrer Arbeit eine zu 90 % übereinstimmende

Morphologie dieser Explante mit Eileiterepithelgewebe. Im Gegensatz zu den Studi-

en an der Spezies Schwein konnten für Rinder und Pferde nur die Eileiter ipsilateral

zum dominaten Follikel verwendet werden, da mögliche Unterschiede zwischen ipsi-
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und kontralateralem Ovidukt durch lokale Signale des Follikels, wie von EINER-

JENSEN (1992) erwogen, vermieden werden sollten.

Obwohl Explante eine begrenzte Lebensspanne von nur wenigen Stunden besitzen

und aus diesem Grund nicht für Langzeitstudien verwendet werden können, besitzen

sie alle Eigenschaften des originären Gewebes, vor allem dessen morphologische

Differenzierung und die intensive Aktivität der Zilien. Daher repräsentieren Ovidukt-

Explant-Assays die Situation in vivo genauer als Zellkultursysteme. BAILLIE et al.

(1997) zeigten eine signifikant höhere Bindung humaner Spermatozoen an polari-

sierte Explante als an dissoziierte und passagierte epitheliale Zellkulturen. Diese Er-

gebnisse vermittelten die Wichtigkeit der Zellpolarität für die Spermienbindung in vitro

und zeigten einen Vorteil von Explantsystemen gegenüber Zellkulturen zur Charakte-

risierung der ersten Schritte der Spermien-Ovidukt-Interaktion, die durch die initiale

Bindung von Spermatozoen an Eileiterepithelzellen repräsentiert wird.

Darüber hinaus muß allerdings einschränkend gesagt werden, dass in vitro-

Systemen die funktionelle Spezialisierung der verschiedenen Regionen des Oviduk-

tes fehlt, weil die lokale endokrine Modulation durch die Ovarien nicht sichergestellt

werden kann (HUNTER et al. 1998). Aufgrund dieser relativ unbekannten Kompo-

nente der hormonellen Regulation ist die Eignung von Explant-Assays für Studien in

Bezug auf die Spermienreifung oder auf zeitabhängige Veränderungen der Sperma-

tozoen eingeschränkt.

Widersprüchliche Ergebnisse von Studien, die sich mit dieser Thematik befaßten,

verdeutlichen die problematische Anwendungn des Ovidukt-Explant-Assays in die-

sem Bereich. SUAREZ et al. (1991) konnten keinen Unterschied der Bindungskapa-

zität porciner Spermien an Explante feststellen, die entweder aus dem Isthmus oder

der Ampulle stammten. In einer anderen Arbeit konnte dieses für Rinder ebenfalls

gezeigt werden (LEFEBVRE et al. 1995b). In Bezug auf Eileitergewebe von Frauen

(BAILLIE et al. 1997) und Pferden (THOMAS et al. 1994a) wurden dagegen regio-

nale Bindungsunterschiede entdeckt. Über hormonelle Einflüsse  auf die porcine

Spermien-Ovidukt-Bindung in vitro ist unterschiedlich berichtet worden

(RAYCHOUDHURY u. SUAREZ 1991; SUAREZ et al. 1991). Obwohl Spermien im

Isthmus und in der Ampulle gebunden haben, wiesen sowohl RAYCHOUDHURY et
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al. (1993) als auch WALTER und BAVDEK (1997) eine regional unterschiedliche

Verteilung der Lektinbindungsstellen nach, die  vom Zyklusstand abhängig war.

Wesentlich repräsentativere Ergebnisse erzielten Arbeitsgruppen durch Anwendung

des Ovidukt-Explant-Bindungssystems zur Charakterisierung der kohlenhydrat-

vermittelten Vorgänge der Spermien-Eileiter-Bindung.

LEFEBVRE et al. (1997) verwendeten Explante zur Untersuchung der Bindungsme-

chanismen von Spermien an Eileiterepithel, um den hemmenden Einfluß verschiede-

ner Kohlenhydrate auf die Bindungskapazität boviner Spermien zu testen. Ebenso

gelang es GELHAAR (1999) und WAGNER et al. (2002) unter Verwendung des Ex-

plantmodells interessante Aspekte über die molekular-biologischen Grundlagen der

Bindung porciner Spermatozoen an  Oviduktepithel zu ermitteln, indem sie in kompe-

titiven Hemmungsversuchen den  Einfluß verschiedener Glykoproteine auf die Sper-

mien-Eileiter-Bindung untersuchten (vgl. Kap. 2.1.1).

Die von PETRUNKINA et al. (2001a) gezeigte Eignung des Ovidukt-Explant-Assays

für quantitative Bindungsstudien eröffnete neue Möglichkeiten dieser Methode. Eine

Anwendung als spermatologischer Parameter und zur weiteren Charakterisierung

der Formierung des Spermienreservoirs für die Spezies Schwein ist Grundlage die-

ser Dissertation.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 MATERIALIEN

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien, daraus hergestellte Puffer, Lösun-

gen, Medien und Verdünner und sämtliche Gebrauchsgegenstände sind im Anhang

aufgeführt.

3.1.1 Untersuchungsmaterialien

In BTS (JOHNSON et al. 1988)  verdünnter Samen von 44 Ebern aus vier verschie-

denen Besamungsstationen wurde innerhalb von 24 Stunden nach Gewinnung ge-

kühlt (15–17°C) ins Labor transportiert. Alle Eber befanden sich während der Ver-

suchsdurchführung von April 2001 bis März 2002 im regelmäßigen Besamungsein-

satz, d.h. es erfolgte ca. zweimal pro Woche eine Ejakulatgewinnung auf den jeweili-

gen Stationen. Hinsichtlich der Rassezugehörigkeit teilten sich die Probanden auf in

28 Pietraineber, 11 Eber des Bundeshybridzuchtprogramms, 3 Eber der Rasse

„Deutsches Edelschwein“ und jeweils einen Eber der Rassen „Deutsche Landrasse“

und „Duroc“.

3.2 METHODEN

Wöchentlich wurden vier Ejakulate von vier verschiedenen Ebern jeweils 24 und 72

Stunden nach Verdünnung, entsprechend des unten beschriebenen Untersuchungs-

vorganges (s. 3.2.1-3.2.5), untersucht. Nach Ablauf von drei Wochen erfolgte jeweils

ein Wechsel der Ebergruppe.
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3.2.1 Konventionelle spermatologische Untersuchung

Der verdünnte Samen wurde nach 15 minütiger Inkubation eines 1 ml Aliquots in ei-

nem 38°C warmen Wasserbad, bei 160-facher Vergrößerung unter dem Phasenkon-

trastmikroskop mit Heiztisch der subjektiven Motilitätsschätzung unterzogen. Hierbei

wurde der prozentuale Anteil der vorwärts- und ortsbeweglichen Spermien zusam-

mengefasst und in Relation zu den unbeweglichen Samenzellen protokolliert.

Die Ermittlung des Anteils der morphologisch abweichenden Samenzellen erfolgte

durch Auszählung von 200 Spermien bei 1000-facher Vergrößerung und Ölimmersi-

on unter dem Phasenkontrastmikroskop. Ein 750 µl Aliquot der Besamungsportionen

wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß mit 300 µl Formolcitrat vermischt. Von die-

ser Supension  wurden drei etwa senfkorngroße Tropfen auf einen Objektträger  auf-

gebracht und mit Deckgläsern (18 x 18 mm) eingedeckelt. Die so fixierten Spermien

wurden nach dem von KRAUSE (1965) beschriebenen, für Ebersperma angepassten

Bewertungsschema untersucht.

3.2.2 Percoll-Dichtegradientenzentrifugation und Verdünnung des Spermas

Je ein im Winkel von ungefähr 60° schräg gestelltes Glaszentrifugenröhrchen mit

konischem Boden wurde zunächst mit 2 ml 70 %iger Percoll-Lösung  befüllt und

dann mit 4 ml 35 %iger Percoll-Lösung überschichtet. Dabei wurde die 35 %ige Lö-

sung tropfenweise an der Glaswand entlang auf die dichtere Phase pipettiert. Glei-

chermaßen erfolgte die Zugabe von 4 ml des verdünnten Samens.

Die befüllten Zentrifugenröhrchen wurden in zwei Schritten zentrifugiert.

• 10 min bei 170 g und 20°C

• 20 min bei 600 g und 20°C

Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Überstand mittels einer Wasserstrahlpumpe

entfernt und das Spermienpellet in 500 µl Androhep ohne EDTA resuspendiert. Mit

der Zählkammer nach Thoma wurde anschließend die Dichte dieser Spermiensus-

pension ermittelt (KRAUSE 1976).
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Die Verdünnung der Spermien-Suspension für den SBA, den OEA und die PI-

Färbung erfolgte anschließend auf split-sample-Basis.

Für den OEA wurde ein 1000 µl Aliquot einer Spermien-Suspension der Konzentrati-

on 5 x 106 / ml mit Androhep ohne EDTA in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß einge-

stellt.

Die Verdünnungen für den SBA und die PI-Färbung wurden mit Androhep auf eine

Konzentration von jeweils  10 x 106  Spermien / ml eingestellt. Für die Durchführung

des SBA wurden insgesamt 2000 µl, aliquotiert zu je 1000 µl in zwei 1,5 ml Eppen-

dorf Gefäßen  benötigt. 970 µl verdünnter Samen wurde für die PI-Färbung verwen-

det.

Nach der Verdünnung wurde der Rest des resuspendierten Spermienpellets für 15

min bei 38 °C im Wasserbad erwärmt und anschließend erfolgte die subjektive Moti-

litätsschätzung  der Spermien nach der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation.

Eine Bestimmung des Anteils morphologisch abweichenden Samenzellen nach der

Percoll-Zentrifugation erfolgte exemplarisch an einer Stichprobe von 9 Ebern.

3.2.3 Darstellung der Membranintegrität mittels Propidiumiodidfärbung

Propidiumiodid (PI) zählt zu den DNA-Farbstoffen und bindet aufgrund seiner mem-

branimpermeablen Eigenschaft selektiv an die DNA von membranbeschädigten

Spermien. Nur hier kann PI in den Zellkern gelangen, wo es zur Färbung der ge-

schädigten Zelle führt. Spermatozoen mit intakten Membranen bleiben dagegen un-

gefärbt.  Aufgrund des Absorptionsmaximums von 536 nm und des Emissionsmaxi-

mums von 617 nm  zeigen Zellen, die den Farbstoff PI annehmen, eine rote Fluores-

zenz. Propidiumiodid wurde in Aqua dest. zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml

gelöst und bis zum Versuchstag bei –20°C im Dunkeln gelagert (HARRISON u.

VICKERS 1990).

Zu 970 µl der Spermien-Suspension mit einer Konzentration von 10 x 106 Spermien /

ml wurden 20 µl Formolcitrat und 10 µl PI gegeben. Der Ansatz wurde für 5 min im

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend ausgewertet. Drei etwa
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senfkorngroße Tropfen wurden auf einen Objektträger verbracht und bei einer Wel-

lenlänge von 536 nm wurden unter 400-facher Vergrößerung mit dem Fluoreszenz-

mikroskop 200 Samenzellen ausgezählt. Der Prozentsatz der roten (= membrange-

schädigten) Spermien konnte damit objektiv ermittelt werden.

3.2.4 Ovidukt-Explant-Assay  (OEA)

Grundlage des Ovidukt-Explant-Assays des eigenen Versuchs war die von

PETRUNKINA et al. (2001a) beschriebene Methodik dieses Assays.

Gewinnung der Explante
An jedem Versuchstag  wurden am örtlichen Schlachthof zwei Eileiter von zwei ver-

schiedenen Altsauen gewonnen und diese in eisgekühlter (4°C) PBS-Lösung  trans-

portiert. In einer mit PBS-Lösung gleicher Temperatur gefüllten großen Petrischale

wurden die Eileiter mit Hilfe einer anatomischen Pinzette, einer Schere mit zwei spit-

zen Schenkeln, einer Mikropinzette und einer Mikroschere präpariert. Zunächst wur-

de das Eileitergekröse (Mesosalpinx) nahezu vollständig vom Eileiter abpräpariert

und der Eileiter mit Hilfe der Schere longitudinal auf ganzer Länge eröffnet. Der er-

öffnete Eileiter wurde durch zwei Kanülen Gr. 12 auf einer mit Paraffin gefüllten

Glaspetrischale an beiden Enden unter leichtem Zug fixiert. Dabei wurde das Präpa-

rat ständig mit frischer PBS-Lösung feucht gehalten. Unter einem Stereomikroskop

wurden nachfolgend mit Hilfe der Mikroinstrumente aus den freiliegenden Epithel-

längsfalten des caudalen Isthmus ca. 0,5 – 1 mm² große Explante geschnitten. Diese

Explante wurden unter einem Inversmikroskop auf ihre Größe, den Epithelsaum und

die Zilienbewegung geprüft und nur solche Explante für den Versuch verwendet, die

ausreichenden Epithelsaum besaßen und einen kräftigen Zilienschlag aufwiesen. Bei

diesem Versuchsansatz wurde die Bindungskapazität der Spermien eines Ebers an

einem Versuchstag an jeweils zwei Explanten aus jedem der zwei Eileiter gemessen.

Pro Versuchstag standen dementsprechend insgesamt vier Explante für die Untersu-

chung der Spermien jedes Ebers zur Verfügung. Das Inversmikroskop war mit einer
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Videokamera verbunden, die mit einem Monitor und einem Videorecorder gekoppelt

war.

Die Explante wurden bei 50,4-facher (6,3 x 8) Vergrößerung in einem Tropfen TALP-

Medium betrachtet. Das Deckglas wurde vorher durch einen Silikonrahmen auf dem

Objektträger befestigt. Taugliche Explante wurden bis zum Versuchsbeginn in klei-

nen, mit TALP-Medium gefüllten Petrischalen im Kühlschrank aufbewahrt.

Koinkubation der Explante mit den Spermatozoen
Es wurden jeweils zwei Explante eines Eileiters in eine kleine Petrischale mit 60 µl

TALP-Medium verbracht und diese zusammen mit dem Eppendorf-Gefäß, in dem

sich die entsprechend verdünnte Spermiensuspension befand, für 5 min im Brut-

schrank bei 39°C und 5% CO2 äquilibriert. Zusätzlich befand sich eine kleine Gewe-

bekulturschale  mit 4 Nocken, die zuvor noch mit jeweils 60 µl TALP-Medium befüllt

wurden, im Brutschrank.

Nach Ablauf der fünfminütigen Äquilibrierung wurden 20 µl der Spermiensuspension

(entsprechen einer Gesamtmenge von 100.000 Spermien) zu den zwei Explanten in

die 60 µl TALP-Medium gegeben und nachfolgend für weitere 15 Minuten unter den

gleichen Bedingungen koinkubiert. Nach der Koinkubation wurden beide Explante

mittels einer Mikropinzette in jeweils eine Nocke der Gewebekulturschale überführt,

von dort in eine weitere Nocke verbracht, somit insgesamt zweimal gewaschen und

anschließend auf einen vorbereiteten Objektträger gegeben. Der Objektträger wurde

auf einer Wärmeplatte bei 39°C vorgewärmt und mit einem Silikonrahmen versehen.

Innerhalb dieses Rahmens wurde ein 60 µl Tropfen TALP-Medium gegeben, in den

beide gewaschenen Explante plaziert wurden. Nachfolgend wurden sie mit einem

großen Deckglas, unter Vermeidung von Druckausübung auf die Explante,  einge-

deckelt.

Videomikrographie der gebundenen Spermien am Explant
Die an einem Explant gebundenen Spermatozoen wurden folgendermaßen erfaßt:

Der Objektträger mit dem Explanten wurde mit dem Deckglas nach unten auf den

Mikroskoptisch des Inversmikroskops gelegt und beide Explante in ihrer Gesamtheit
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bei einer 50,4-fachen Vergrößerung als Übersicht gefilmt. Anschließend wurden von

jedem der beiden Explante jeweils drei Teilabschnitte, die größenmäßig durch den

angeschlossenen Monitor vorgegeben waren, in der 256-fachen (32 x 8) Vergröße-

rung aufgenommen. Diese Teilabschnitte wurden als Fragmente definiert. Bei der

Aufnahme der Fragmente wurden durch Drehen der Mikrometerschraube die Sper-

mien aller Ebenen erfaßt und gezählt. Zum Auszählen der gebundenen Spermen

wurde eine Folie über die Bildfläche des Monitors gelegt. Jedes gebundene Sper-

matozoon wurde mit einem Filzstift markiert und die Markierungen anschließend ad-

diert und dokumentiert. Alle Versuchsansätze wurden nacheinander durchgeführt

und auf Video aufgenommen, so dass die Aufnahmen zu einem späteren Zeitpunkt

ausgewertet werden konnten.

Neben den gebundenen Spermien wurde an jedem Versuchstag eine Skalierung in

den jeweiligen Vergrößerungen aufgenommen.

Die Ermittlung der Fläche der Explante und deren Fragmente wurde mit Hilfe des

computergestützten Flächenmeßprogrammes „Aida“ durchgeführt. Dazu wurde der

Computer mit einem Monitor und dem Videorecorder gekoppelt. Das zu messende

Explant wurde im Standbild gespeichert, um dann durch Umfahren der Fläche mit

der Maus die Fläche berechnen zu können. Damit der Computer die Berechnungen

durchführen konnte, mußte zunächst die Skalierung für die jeweilige Vergrößerung

gespeichert werden.

Berechnung des Bindungsindex
Der Bindungsindex (BI) wird definiert als die durchschnittliche Menge der gebunde-

nen Spermien pro 0,01 mm² Explantfläche. Pro Explant wird nicht die gesamte Flä-

che aufgenommen, sondern  der Bindungsindex exemplarisch an drei Fragmenten

berechnet (s. Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Auswertung von zwei Explanten eines Eilei-

ters. Nach der Gewinnung der Explante stellen diese sich mit einer epitheltragenden

Seite und einer Schnittfläche dar. Die Fragmente des einzelnen Explants wurden

immer an der spermienbindenen, epitheltragenden Seite aufgenommen. Innerhalb

eines Versuchsansatzes wurden aus beiden Eileitern jeweils  zwei Explante gewon-

nen und pro Explant drei Fragmente ausgewertet.

E1, E2 : Explant 1 und Explant 2

f11, f12, f13 : gefilmte Fragmente von Explant 1 (E1)

f21, f22, f23 : gefilmte Fragmente von Explant 2 (E2)

SE1,SE2   : Fläche des gesamten Explantes, gemessen mit dem

Computerprogramm „Aida“

Sf11, Sf12, Sf13, Sf 21, Sf 22, Sf23 : Flächen der entsprechenden Fragmente, gemessen mit dem

Computerprogramm „Aida“

nf11, nf12, nf13, nf21, nf22, nf23     : Anzahl der Spermien, gezählt an den gefilmten Explanten

Der Bindungsindex für ein Explant berechnet sich durch die Division der Anzahl der

gebundenen Spermen aller drei Fragmente durch die Flächengröße dieser drei

Fragmente:

BI (E1) = (nf11 + nf12 + nf 13) / (Sf11 + Sf12 + Sf 13)
BI (E2) = (nf21 + nf22 + nf 23) / (Sf21 + Sf22 + Sf 23)
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Der Bindungsindex für beide Explante eines Eileiters errechnet sich aus dem Mittel-

wert der einzelnen Bindungsindizes:

BI(Eileiter1) = (BIE1 + BIE2) / 2
BI(Eileiter2) = (BIE1 + BIE2) / 2

Aus den Bindungsindizes beider Eileiter wurde abschließend ein Gesamtbindungsin-

dex errechnet,  dieser repräsentierte  den Mittelwert beider Bindungindizes:

BI = (BIEileiter1 + BIEileiter2) / 2

3.2.5 DudFinder Sperm-Binding Assay (SBA)

Befüllung und Inkubation der Mikrotiterplatten

Pro Versuchstag wurden zwei DudFinder Sperm-Binding Assay Mikrotiterplatten

benötigt, deren ID-Code auf die Arbeitsvordrucke übertragen wurde. Die Arbeitsvor-

drucke wurden entsprechend der Reihenfolge der zu testenden Eber auf der Platte

beschriftet. Nach Überkleben der untersten waagerechten Reihe einer Mikrotiter-

platte mit einem Klebestreifen („Tesa“) wurden  die übrigen sieben Wells in den 12

senkrechten Säulen mit einer 8-Kanal-Multipipette, mit 100 µl Androhep („AH“) pro

Well befüllt und anschließend gewaschen.  Das Waschen der Platten geschah durch

ein kräftiges Ausleeren der Platte in Verbindung mit einem sorgfältigen Abtrocknen

auf mehreren Lagen Zellstoff. Zum Waschen wurden ausschließlich gelbe Pipetten-

spitzen mit einer weiten Öffnung verwendet.

Nach dem Waschvorgang  wurden die beiden ersten und letzten senkrechten Säu-

len, sowie die oberste waagerechte Reihe mit 100 µl Androhep pro Well befüllt und in

die verbleibenden 8 Säulen  100 µl  Spermien-Suspension pro Well verbracht. Für

die  Spermien jedes Versuchsebers war pro Versuchstag jeweils eine senkrechte

Säule vorgesehen, so dass die Säulen drei bis sechs mit den Spermien-

Suspensionen der vier Versuchseber befüllt wurden. In den senkrechten Säulen sie-

ben bis zehn wurde dieser Vorgang mit dem zweiten Aliquot jedes Ebers wiederholt.
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Das Befüllen der Platte erfolgte grundsätzlich mit einer 100 µl Pipette mit einer

englumigen gelben Pipettenspitze, die von Linie zu Linie, d.h. beim Wechsel der

Spermien-Suspension erneuert wurde.

Die zweite Mikrotiterplatte wurde vor Gebrauch zur Hälfte mit Parafilm verschlossen,

so dass nur die senkrechten Säulen ein bis sechs (Zeitpunkt 24 h), bzw. sieben bis

zwölf (Zeitpunkt 72 h) zur Verfügung standen. Nach zweimaliger Waschprozedur mit

jeweils 100 µl Androhep pro Well wurden die jeweils erste und letzte senkrechte

Säule und die oberste waagerechte Reihe mit 100 µl Androhep pro Well und die vier

verbleibenden senkrechten Säulen mit 100 µl Spermien-Suspension pro Well befüllt.

Zum besseren Verständnis sind die Mikrotiterplatten in Abb. 2 schematisch darge-

stellt:

Abb. 2: Darstellung der befüllten SBA-Platten. In Bezug auf die waagerechte Anord-

nung der Wells spricht man von einer Reihe, während die senkrechte Anordnung als

Säule bezeichnet wird.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Zeitpunkt 24 h Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH

Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH
AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH
AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH
AH Zeitpunkt 24 h AH AH Zeitpunkt 72 h AH
AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH
AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH
AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH

Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Zeitpunkt 72 h Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH
AH AH Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 Eber 1 Eber 2 Eber 3 Eber 4 AH AH

Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa Tesa

• AH entspricht Androhep (WEITZE 1990)
• Tesa bezeichnet die unterste, mit Klebeband verschlossene Reihe
Die oberste waagerechte Reihe ist nicht Bestandteil der 96-well Mikrotiterplatte, sondern als
Kennzeichnung der senkrechten Säulen angegeben.

Die Platten wurden anschließend für 60 Minuten bei 37 °C in Aluminiumträgern in

einem Heizinkubator inkubiert und nachfolgend dreimal mit Androhep gewaschen.

Abschließend erfolgte eine Trocknung über Nacht mit geöffnetem Deckel und die

Lagerung in einem sauberen Styroporbehältnis nach Verschluß am nächsten mor-

gen.

Auswertung
Die Auswertung der Anzahl der gebundenen Spermien pro Well erfolgte bei BioPore,

Inc. in den USA. Die Sendung der Platten konnte aus tierseuchenhygienischen

Gründen erst nach einer  18 stündigen Erhitzung bei 60°C in einem Wärmeschrank

stattfinden.

Die Firma BioPore, Inc. bediente sich dem System des ProgenyPlus Sperm Evalua-

tion Service, einem automatischen Plattenleser, um den prozentualen Anteil der pro

Well gebundenen Spermien zu ermitteln. Im Einzelnen beruht das System der auto-

matischen Auswertung auf einer Färbung der Spermien mit einem  fluoreszierenden

DNA-Farbstoff (Yo-Pro-1), der vergleichend zur Grundfluoreszenz des Extraktes der

perivitellinen Membran gelesen und durch die Fluoreszenz des Verdünners korrigiert
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wird. Um den prozentualen Anteil gebundener Spermien errechnen zu können, muß

die gelesene Fluoreszenz mittels einer DNA-Standardkurve in ng DNA umgewandelt

werden (BARBATO et al. 1998; GILL et al. 1999; AMANN et al. 1999a).

Zur Ermittlung der DNA-Standardkurve wurden verschiedene DNA-Standards

(D 1501) in der Menge von 10 bis 150 ng DNA, in die unbehandelten Wells der un-

tersten waagerechten Reihe der Platten des gesamten Versuchs gegeben. Die ge-

messene Steigung der Regressionsgrade dieser Standardkurve wird durch den

Durchschnittswert der Steigung von anderen Regressionsgeraden aus vorangegan-

genen Versuchen korrigiert und damit der aktuelle Wert für den DNA-Standard er-

halten. Das Verhältnis der relativ fluoreszierenden Einheiten pro Well wird nachfol-

gend ins Verhältnis zum DNA-Standard gesetzt und dieser Wert durch eine Reihe

von Mittelwerten einzelner Korrekturfaktoren geteilt. Mit Hilfe dieser Rechnung  kann

die gemessene Floureszenz in ng DNA umgerechnet werden.

F(Spermien) = bvalue / Mean(Korrekturfaktoren)

F(Spermien)                              : tatsächlicher Wert der Fluoreszenz, die auf Spermienmasse

zurückzuführen ist

bvalue                        : Verhältnis der gemessenen relativ fluoreszierenden Einheiten

zum DNA-Standard

Mean(Korrekturfaktoren)     : Mittelwert der Korrekturfaktoren der Fluoreszenz der perivitel-

linen Menbran und des Verdünners

Da der durchschnittliche DNA-Gehalt in ng eines porcinen Spermatozoons bekannt

ist (AMANN et al. 1999a), wird mit diesem aus dem Ergebnis der oberen Formel, die

Anzahl der gebundenen Spermien pro Well berechnet.

Basierend auf der Gesamtzahl aller pro Well inkubierten Spermien kann anschlies-

send aus der Anzahl pro well gebundener Spermien der prozentualer Anteil gebildet

werden.
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Nach der Auswertung aller Mikrotiterplatten durch den automatischen Plattenleser

des ProgenyPlus Sperm Evaluation Service wurden die Einzelergebnisse der 6

Wells einer senkrechten Säule zu einem Mittelwert zusammengefaßt und die Stan-

dardabweichung angegeben. Für jeden Versuchstag wurden pro Ejakulat drei Mittel-

werte aus den drei senkrechten Säulen, die pro Ejakulat befüllt wurden, ermittelt.

Zwei dieser drei Werte stammen von einer Mikrotiterplatte und der dritte Wert von

einer anderen (s.o.). Aus diesen drei Mittelwerten konnte abschließend für jeden

Untersuchungszeitpunkt ein gemeinsamer Durchschnittswert der prozentual im SBA

gebundenen Spermien eines Ejakulates gebildet werden.

Dieses wurde möglich, da die Intra- und Interassayvariationen des eigenen Versu-

ches mit 12 % und 11,9 % unter den, von AMANN et al. (1999c) beschriebenen, ma-

ximal tolerierbaren Werten von 12 bzw. 22 %, lagen.

3.2.6 Statistische Auswertung

Die Berechnung und die graphische Darstellung der Daten erfolgten unter Verwen-

dung der Excel-Software (Microsoft Inc., USA, Version MS-Excel 97), sowie des Sta-

tistik-Paketes SAS (SAS Institute Inc., Version V8 für Windows , Cary, North Caroli-

na, USA).

Analyse der Ergebnisse des OEA
Die Mittelwerte und Standardabweichungen des Bindungsindex wurden zunächst für

die Explante jedes individuellen Eileiters getrennt errechnet (Prozedur MEANS). In

gleicher Weise konnten dann die Bindungsindizes der Spermien für beide Eileiter zu

einem Gesamtwert für jeden Eber und für jeden Zeitpunkt zusammengefasst werden.

Dieser Wert diente als Berechnungsgrundlage für weitere Analysen eines Gesamt-

mittelwertes über alle Eber und für den Vergleich der verschiedenen Ebergruppen

(Prozedur MEANS).

Um sowohl die eventuellen Unterschied zwischen den weiblichen Spendertieren, den

Einfluss von Lagerungsdauer und Gruppe  und die individuellen Unterschiede zwi-
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schen den verwendeten Versuchsebern in Bezug auf den Bindungsindex der Sper-

mien zu prüfen, wurden 2-faktorielle Varianzanalysen durchgeführt (GLM-Prozedur)

(GOGOLOK et al. 1992; SCHUEMER et al. 1990).

Zur Bestimmung der Zusammenhänge zwischen Bindungsindex und den erhobenen

spermatologischen Qualitätsparametern, einschließlich der Bindungsfähigkeit im

SBA, wurde die Korrelationsanalyse nach Pearson durchgeführt. Es erfolgte die Be-

rechnung  der Produktmonumentkorrelation R und des zugehörigen p-Wertes (Irr-

tumswahrscheinlichkeit) (Prozedur CORR).

Analyse der Ergebnisse des SBA
Zunächst erfolgte die Ermittlung der Intra- und Interassayvariationen durch Erhebung

der Gesamtmittelwerte über alle Eber für die drei Lokalisationen auf beiden Platten

(Prozedur MEANS). Die Ergebnisse des eigenen Versuchs lagen innerhalb der Vor-

gaben der Literatur bezüglich des Assays (s. 3.2.5), so daß anschließend zur Be-

rechnung des prozentualen Anteils der im SBA gebundenen Spermien für jeden Eber

für beide Zeitpunkte der Mittelwert dieser drei Lokalisationen auf beiden Platten und

der Mittelwert aus drei Wiederholungen, einschließlich der jeweiligen Standardab-

weichungen errechnet werden konnte (Prozedur MEANS).

Nachdem die Grundwerte vorlagen zeigte der Test auf Normalverteilung (Prozedur

UNIVARIATE) eine fehlende Normalverteilung der Daten aller Eber, so dass der

Wilcoxon two-sample-test (U-Test) angewendet wurde (Prozedur NPAR1WAY), um

den Einfluß von Eber und Untersuchungszeitpunkt auf die Bindungsfähigkeit von

Spermien im SBA zu berechnen. Ebenso diente dieser Test zum Vergleich der Bin-

dungsfähigkeit an verschiedenen Zeitpunkten für jeden einzelnen Eber.

Signifikanzlevel für die Irrtumswahrscheinlichkeit

Für die gesamte Studie gilt der Wert von p ≤ 0,05 als signifikanter Grenzwert für die

Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese.

Neben dieser Angabe wird ein weiterer Level von p ≤ 0,001 benutzt, der den Grenz-

wert einer hochsignifikanten Irrtumswahrscheinlichkeit angibt.

Alle Angaben erfolgen als Mittelwert ± Standardabweichung (SD).
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4 ERGEBNISSE

4.1 SPERMATOLOGISCHE ERGEBNISSE

4.1.1 Spermatologische Parameter

Insgesamt 118 Ejakulate von 44 Ebern wurden ca. 24 Stunden nach ihrer Gewin-

nung einer ersten spermatologischen Untersuchung unterzogen. Mit Ausnahme von

7 Ebern, von denen nur zwei Ejakulate zur Verfügung standen, sind von den übrigen

37 Ebern drei Ejakulate untersucht worden.

2 Samenproben wiesen 24 Stunden nach Verdünnung eine Motilität < 70 % auf und

wurden daher nicht verwendet.

Die morphologischen Qualitätsparameter MAS [%] und Plasmatropfen [%] der Eja-

kulate aller 44 Eber sind in den Abbildungen 3 und 4 dargestellt.

Die Samenproben von 4 Ebern wiesen ≥ 30 % MAS auf und wurden der Gruppe der

spermienmorphologisch auffälligen Eber (maE) zugeordnet. 33 Eber hatten Ejakulate

mit  ≤ 30 % MAS und wurden  in die Gruppe der spermienmorphologisch unauffälli-

gen Eber (muE) eingeteilt (s. Abb. 3).

Bezüglich der am häufigsten vorkommenden morphologischen Abweichung, den

Spermatozoen mit Plasmatropfen, die sich aus proximalen und distalen Plasmatrop-

fen zusammensetzten, wurden ebenfalls Eber klassifiziert. 9 Eber mit Ejakulaten,

deren Plasmatropfenanteil ≥ 15 % betrug, wurden als spermienmorphologisch auffäl-

lige Eber klassifiziert (s. Abb. 4). Die Samenproben von 7 dieser 9 Eber wiesen ≥ 30

% MAS auf und waren aus diesem Grund  bereits in der Gruppe spermienmorpholo-

gisch auffälliger Eber vertreten. 2 Eber mit Untersuchungsergebnissen ihrer Ejaku-

late von   ≤ 30 % MAS und ≥ 15 % Plasmatropfen wurden dieser Gruppe noch zu-

sätzlich zugeordnet.
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Abbildung 3 : Prozentualer Anteil morphologisch abweichender Spermien
(MAS) in den Ejakulaten 24 Stunden nach Verdünnung

                        ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

Abb. 4 : Prozentualer Anteil der Spermien mit Plasmatropfen in den Ejakulaten
24 Stunden nach Verdünnung      ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)
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Das Streuungsmaß bezieht sich mit Ausnahme der Eber Nr. 4, 30, 31, 41, 42, 43 u. 44  von
denen zwei Ejakulate untersucht wurden, für alle übrigen Eber auf drei Wiederholungen.

Die Gruppierung der Versuchseber orientierte sich alleine an den konventionellen

spermienmorphologischen Parametern. Die  Ergebnisse der modernen spermatolo-

gischen Untersuchungsmethode zur Membranintegrität (PI) fanden keine Berück-

sichtigung.

Dementsprechend teilten sich die 44 Versuchseber in 30 spermienmorphologisch

unauffällige Eber (muE) und 14 spermienmorphologisch auffällige Eber (maE) auf.

Die Ergebnisse der PI-Färbung sind der Abbildung 5 zu entnehmen.

Abb. 5 : Prozentualer Anteil der PI-positiven Spermien in den Ejakulaten 24
Stunden nach Verdünnung      ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

Das Streuungsmaß bezieht sich mit Ausnahme der Eber Nr. 4, 30, 31, 41, 42, 43 u. 44  von
denen zwei Ejakulate untersucht wurden, für alle übrigen Eber auf drei Wiederholungen.
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Mit 36 der 44 Eber wiesen 82 % einen Anteil membraninstabiler Spermien zwischen

10 und 25 % auf. Ein Eber besaß einen höheren und 7 Eber niedrigere Prozentsätze

PI-positiver Samenzellen.

4.1.2 Einfluß der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation auf spermatologische
Parameter

Die Durchführung der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation beeinflusste die sper-

matologische Qualität der separierten Spermienpopulation. Tab. 1 veranschaulicht

anhand einer Stichprobe von 28 Ejakulaten den Effekt auf bestimmte Qualitätspara-

meter und  gibt damit die spermatologische Zusammensetzung des mit den Explan-

ten inkubierten Spermienaliquotes wieder.

Tabelle 1: Einfluß der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation auf spermien-
morphologische Parameter             (n = 28 Ejakulate von 9 Ebern)

PARAMETER KONTROLLE PERCOLL- ZENTRIFUGIERT

Motilität [%] 76,4 a  ±   6,1 82,3 b  ±   5,4

MAS [%] 30,8     ±  17,6 25,1     ±  19,1

     NAR [%] 90,3     ±   5,3 92,1     ±   5,8

     Plasmatropfen [%] 13,1     ±  13,3 12,8     ±  14,9

     Andere [%]   8,0 c  ±   7,4   4,4 d  ±   4,8

PI-positiv [%]         17,2     ±   4,2 16,1     ±   3,4

MAS   : morphologisch abweichende Spermien
NAR   : Spermien mit normalem akrosomalen Rand
Andere: morphologisch abweichende Spermien ohne Spermien mit Plasmatropfen und ohne

akrosomendefekte Spermien
PI-positiv : membrandefekte Samenzellen; in der PI-Färbung rot gefärbt

a und b kennzeichnen hochsignifikant unterschiedliche Werte ( p ≤ 0,001)
c und d kennzeichnen signifikant unterschiedliche Werte ( p  ≤ 0,05)
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Im Vergleich zur Kontrolle ergab sich durch die Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation eine hochsignifikante (p ≤ 0,001) Steigerung der Moti-

lität.

Die morphologischen Parameter blieben, mit Ausnahme der Kategorie Andere, in der

alle morphologisch abweichenden Spermien, außer den akrosomendefekten und den

Spermien mit Plasmatropfen, zusammengefaßt wurden, unbeeinflußt. Letztere nahm

während der Zentrifugation signifikant ab ( p ≤  0,05).

Der Anteil PI-positiver Samenzellen wurde durch die Zentrifugation nicht signifikant

verändert.

4.2 ERGEBNISSE DES OVIDUKT-EXPLANT-ASSAY (OEA)

4.2.1 Beeinflussung der Spermienbindungskapazität durch die Herkunft des
Eileiters

Der größte Teil aller verwendeten Eileiter stammte von Altsauen im Interöstrus.

An 60 von 62 Versuchstagen wurden Ejakulate von 3 bis 6 Ebern mit je zwei Eileitern

von zwei verschiedenen Altsauen auf split-sample-Basis im OEA untersucht. Die üb-

rigen zwei Versuchstage wurden lediglich mit zwei verschiedenen Ebern durchge-

führt. Beide Versuchstage wurden aufgrund der geringen Eberzahl nicht in die Unter-

suchung des Eileitereinflusses einbezogen.

An 10 von 60 Versuchstagen mit ≥ 3 Ebern wurde ein signifikanter (p ≤ 0,05) Einfluß

des Eileiters auf die Spermienbindungsfähigkeit festgestellt.

Die Explantflächen variierten zwischen 2,7 und 9,8 mm², wobei 77,5 % der Eplantflä-

chen  im Bereich von 5 bis 9 mm² lagen. Die durchschnittliche Explantflächengröße

betrug 7,3 ± 1,2 mm².

Die mittlere Differenz zwischen den Explantflächen zweier verschiedener Eileiter für

identische Samenproben lag zwischen minimal 0 und maximal 2,2 mm²; in der Grup-

pe mit einem signifikanten Eileitereinfluß variierte diese Differenz lediglich zwischen

0,3 und 1,3 mm².
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Eine Korrelation der Explantfläche zur Anzahl gebundener Spermien konnte weder

auf der Basis aller Versuche (R = 0,01), noch bei isolierter Betrachtung der Gruppe

mit signifikantem Eileitereinfluß (R = 0,09) festgestellt werden.

4.2.2 Einfluß der Lagerung auf die Spermienbindung

Während der Lagerung der flüssigkonservierten Eberejakulate verringerte sich die

Explantbindungsfähigkeit porciner Spermien hochsignifikant (p ≤ 0,001).  Abb. 6 ver-

anschaulicht die Differenz des Bindungsniveaus zwischen den beiden Untersu-

chungszeitpunkten, dabei werden die über alle Versuchseber gemittelten Bindungs-

indizes miteinander verglichen.

Abb. 6:   Spermienbindung im OEA in Abhängigkeit von der Lagerungsdauer
flüssigkonservierten Ebersamens    ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

a,b kennzeichnen hochsignifikant unterschiedliche Werte  ( p ≤  0,001)
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Die Abbildung 7 stellt die Bindungsfähigkeit der Spermien aller 44 Eber für beide

Untersuchungszeitpunkte dar. In der Abbildung ist für jeden Eber der Mittelwert und

die Standardabweichung der Spermien-Explant-Bindung aus allen Untersuchungen

(2-3) und für jeden Untersuchungszeitpunkt (24 und 72 h nach Verdünnung) ange-

geben.

Abb. 7 zeigt für den Zeitpunkt 24 h eine Variation in der Bindungsfähigkeit an Eilei-

terexplante von minimal 12,1 (Eber Nr. 37) bis maximal 44,0 (Eber Nr. 30) gebunde-

nen Samenzellen pro 0,01 mm² Explantfläche; dabei befanden sich mit 21 Ebern fast

50 % in einem Bereich von 20 – 30 gebundenen Spermien. Einen Bindungsindex von

≥ 30 wiesen die Samenzellen von 12 Ebern auf und 11 Eber lagen bezüglich des

Bindungsniveaus  ≤ 20 gebundenen Samenzellen.

Nach einer Lagerung von 72 Stunden wurden Bindungsindizes zwischen minimal

11,6 (Eber Nr. 38) und maximal 31,6 (Eber Nr. 28) festgestellt. Mit 25 der 44 Ebern

hatten 57 % einen Spermienbindungsindex von ≤ 20. Bei 16 Ebern lag der Wert zwi-

schen 20 und 30 und für 3 Eber erreichten die Spermatozoen ein Niveau von ≥ 30

gebundenen Samenzellen pro 0,01 mm² Explantfläche.
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Abb. 7: Bindungskapazität im OEA für die Spermien aller Versuchseber 24 und
72 Stunden nach Verdünnung         ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

Das Streuungsmaß bezieht sich mit Ausnahme der Eber Nr. 4, 30, 31, 41, 42, 43 u. 44  von
denen zwei Ejakulate untersucht wurden, für alle übrigen Eber auf drei Wiederholungen.
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Die Bindung der Spermien im OEA war sowohl 24 Stunden nach Verdünnung, als

auch nach 72-stündiger Lagerungsdauer für die Versuchseber unterschiedlich; es

bestand ein hochsignifikanter (p ≤ 0,001) Ebereinfluß auf die Anzahl der gebundenen

Spermien.

Der Vergleich des Bindungsverhaltens der Samenzellen jedes Ebers für beide Zeit-

punkte zeigt für 36 (82 %) Eber eine lagerungsbedingte Abnahme. Diese Abnahme

war nicht für alle Probanden gleichmäßig. Mit 9 Ebern zeigten 20,5 % eine Abnahme

der Spermienbindung um 5 – 10, während jeweils 13 (29,5 %) Eber ein verringertes

Spermienbindungsniveau von ≤ 5 bzw.  ≥ 10 gebundenen Samenzellen pro 0,01 mm²

aufwiesen.

Es bestand eine signifikante ( p ≤ 0,05) Wechselwirkung zwischen den Samenzellen

der Versuchseber und der Lagerungsdauer, sowohl Eber als auch Lagerungszeit

hatten einen hochsignifikanten (p ≤ 0,001) Einfluß auf die Explantbindung der Sper-

matozoen.

4.2.3 Spermienbindung in Abhängigkeit von der morphologischen Qualität der
Ejakulate

Porcine Samenzellen aus spermienmorphologisch auffälligen Ejakulaten besaßen 24

und 72 Stunden nach Verdünnung ein hochsignifikant (p ≤ 0,001) niedrigeres Bin-

dungsvermögen an Oviduktepithelexplante als Spermatozoen aus spermienmorpho-

logisch unauffälligen Ejakulaten (Abb. 8).

In beiden Fällen nahm der Bindungsindex während der Lagerung ab. Diese Abnah-

me war relativ betrachtet mit 7,6 Samenzellen pro 0,01 mm² Explantfläche in der

Gruppe der unauffälligen Ejakulate mehr als dreimal so hoch wie die Abnahme um

2,4 Spermien in der auffälligen Gruppe.
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Abb. 8 : Spermienbindung im OEA nach 24 und 72 h Lagerungsdauer für Eber
mit spermienmorphologisch auffälligen (n = 39 Ejakulate von 14 Ebern)
und unauffälligen (n = 77 Ejakulate von 30 Ebern) Ejakulaten

muE : Gruppe der Eber mit spermienmorphologisch unauffälligen Ejakulaten
           MAS ≤ 30 % und Plasmatropfen  ≤  15 %    (n = 30)
maE : Gruppe der Eber mit spermienmorphologisch auffälligen Ejakulaten
           MAS ≥ 30 % und / oder Plasmatropfen  ≥ 15 %    (n = 14)

a, b  : hochsignifikant (p ≤  0,001) unterschiedliche Werte  zwischen 24 h und 72 h in der
gleichen spermienmorphologischen Gruppe

x, y :  hochsignifikant (p ≤ 0,001) unterschiedliche Werte  zwischen muE und maE bei
gleicher Lagerungsdauer
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Die lagerungsbedingte Abnahme der Spermien-Explant-Bindung innerhalb der Grup-

pen war für Spermatozoen aus unauffälligen Ejakulaten hochsignifikant  (p ≤ 0,001).

Bezüglich der spermienmorphologisch auffälligen Ejakulate konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied ( p = n.s.) der Spermienbindung zwischen beiden Untersu-

chungszeitpunkten festgestellt werden.

Sowohl die Gruppe, als auch die Lagerungsdauer hatten einen hochsignifikanten (p ≤

0,001) Einfluß auf die Explantbindung der porcinen Spermatozoen. Darüber hinaus

bestand eine signifikante (p ≤ 0,05) Wechselwirkung zwischen den beiden Gruppen

und dem Lagerungseinfluß.

4.2.4 Korrelation der Spermienbindungsfähigkeit zu konventionellen und mo-
dernen spermatologischen Parametern

Die Fähigkeit von Eberspermatozoen an Explante aus Oviduktepithelien zu binden

wurde durch Korrelationsberechnungen mit den konventionellen Parametern Motili-

tät, Gesamtzahl morphologisch abweichender Samenzellen (MAS) und Prozentsatz

der Spermien mit Plasmatropfen (Plasmatropfen), sowie mit dem modernen sper-

matologischen Parameter  Membranintegrität (PI - positiv) verglichen.

Der Parameter Motilität ist vor und nach der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation

untersucht worden.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse dieser Korrelationsberechnungen angegeben, die

Daten beziehen sich auf Basis der Mittelwerte jedes Versuchsebers.
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Tab. 3: Korrelation von spermatologischen Parametern der Eberejakulate zur
Eileiterepithelbindung    (n = 44 Eber)

Qualitätsparameter

Korrelation mit dem Bin-

dungsindex

(Zeitpunkt 24 h)

Korrelation mit dem Bin-

dungsindex

(Zeitpunkt 72 h)

R p R p

Motilität vor Percoll [%]   0,12 n.s.    0,18 n.s.

Motilität nach Percoll [%]   0,46     ≤ 0,05    0,43     ≤ 0,05

MAS [%] - 0,52 ≤ 0,001 - 0,53 ≤ 0,001

       Plasmatropfen [%] - 0,51 ≤ 0,001 - 0,52 ≤ 0,001

PI – positiv [%]    0,25 n.s.   0,09 n.s.

Die Abkürzungen der Beurteilungsparameter beziehen sich auf den vorherigen Text.

n.s. : nicht signifikant
R : Pearsonscher Korrelationskoeffizient

Unabhängig vom Untersuchungszeitpunkt ergaben sich hochsignifikante (p ≤ 0,001)

negative Korrelationen des Bindungsindex mit der Gesamtzahl morphologisch ab-

weichender Samenzellen und mit der Anzahl der Spermien mit Plasmatropfen.

Ebenfalls signifikant (p ≤ 0,05) positive Korrelationen zeigten sich lagerungsunab-

hängig mit der Motilität nach der Percoll-Zentrifugation, während die Motilitätswerte

der unbehandelten Samenzellen nicht in einer Beziehung zum Bindungsindex stan-

den.

Bezüglich des modernen Beurteilungskriteriums Membranintegrität (PI - positiv) er-

gaben sich keine signifikanten Korrelationen  mit der Bindungsfähigkeit porciner

Spermatozoen im OEA.

Die Abb. 9 und 10 veranschaulichen graphisch die negative Korrelation des Bin-

dungsindex mit dem prozentualen Anteil morphologisch abweichender Samenzellen

bzw. der Spermien mit Plasmatropfen.
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Abb. 9 : Korrelation der Anzahl morphologisch abweichender Samenzellen
(MAS) im Ejakulat und der Menge der pro 0,01 mm² Explantfläche im
OEA gebundenen Spermatozoen nach 24 h Lagerungsdauer  (n = 44)

Abb. 10 : Korrelation der Anzahl von Spermien mit Plasmatropfen im Ejakulat
und der Menge der pro 0,01 mm² Explantfläche im OEA gebundenen
Spermatozoen nach 24 h Lagerungsdauer         (n = 44)
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4.3 ERGEBNISSE DES DUDFINDER SPERM-BINDING ASSAY
(SBA)

4.3.1 Einfluß der Lagerung auf die Spermienbindung

Ein Vergleich der Bindungsfähigkeit porciner Spermatozoen im SBA  in Abb. 11 zeigt

24 Stunden nach Verdünnung die Bindung von durchschnittlich 6,6 % der inkubierten

Samenzellen. Eine Lagerung über 72 Stunden verringerte die Bindung auf ein Ni-

veau von durchschnittlich 6,2 % gebundenen Spermien. Die Differenz von 0,4 %

stellt eine signifikante (p ≤ 0,05) lagerungsbedingte Abnahme des SBA-

Bindungsniveaus porciner Spermien dar.

Abb. 11 : Spermienbindung im SBA in Abhängigkeit von der Lagerungsdauer
flüssigkonservierten Ebersamens    ( n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

a,b kennzeichnen signifikant unterschiedliche Werte  ( p ≤  0,05)
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Abb. 12: Bindungskapazität im SBA für die Spermien aller Versuchseber 24
und 72 Stunden nach Verdünnung  (n = 116 Ejakulate von 44 Ebern)

Das Streuungsmaß bezieht sich mit Ausnahme der Eber Nr. 4, 30, 31, 41, 42, 43 u. 44  von
denen zwei Ejakulate untersucht wurden, für alle übrigen Eber auf drei Wiederholungen.
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Die Darstellung des eberindividuellen Spermienbindungspotentials im SBA (Abb. 12)

als Mittelwert der untersuchten Ejakulate, zeigt für den Zeitpunkt 24 Stunden nach

Verdünnung einen hochsignifikanten (p ≤ 0,001) Ebereinfluß auf den Prozentsatz der

gebundenen Spermien. Dabei variierte der Bereich des Anteils gebundener Spermi-

en zwischen minimal 2,4 % (Eber Nr. 23) und maximal 11,8 % (Eber Nr. 11). Mit ins-

gesamt 24 der 44 Eber lagen 54,5 % in einem mittleren Bindungsbereich von 4 – 8 %

gebundener Spermien, während 12 Ebern (27,3 %) ≥ 8 % und 8 Eber (18,2 %) ≤ 4 %

Spermienbindung im SBA aufwiesen.

Die Variation der Spermienbindung nach einer Lagerung von 72 Stunden wird in der

Abbildung mit minimal 1,6 % (Eber Nr. 35) und maximal 15,8 % (Eber Nr. 9) wieder-

gegeben. Der Ebereinfluß auf den Prozentsatz gebundener Spermien war ebenfalls

hochsignifikant (p ≤ 0,001). Die Verteilung in analoge Bindungsklassen wie nach 24-

stündiger Lagerung zeigt für 23 Eber (52,3 %) einen Anteil gebundener Spermien im

mittleren Bereich zwischen 4 – 8 %. Die Spermien von 10 der 44 Eber (22,7 %) hat-

ten eine SBA-Bindung  ≥ 8 % und 11 Eber (25 %) wiesen einen Prozentsatz von ≤  4

% gebundener Spermien auf.

Ein eberindividueller Vergleich der SBA-Bindung zwischen 24- und 72 Stunden gela-

gerten Spermien zeigte für 39 der 44 Versuchseber keinen signifikanten Unterschied,

für 5 Eber konnte ein signifikanter Unterschied der Spermienbindung zwischen bei-

den Untersuchungszeitpunkten berechnet werden, darunter wiesen die Spermien

von vier Ebern eine Abnahme der Bindungsfähigkeit auf.
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4.3.2 Spermienbindung in Abhängigkeit von der morphologischen Qualität der
Ejakulate

Abb. 13 : Spermienbindung im SBA nach 24 und 72 h Lagerungsdauer für Eber
mit spermienmorphologisch auffälligen (n = 39 Ejakulate von 14 Ebern)
und unauffälligen (n = 77 Ejakulate von 30 Ebern) Ejakulaten

muE : Gruppe der Eber mit spermienmorphologisch unauffälligen Ejakulaten
           MAS ≤ 30 % und Plasmatropfen  ≤  15 %    (n = 30)
maE : Gruppe der Eber mit spermienmorphologisch auffälligen Ejakulaten
           MAS ≥ 30 % und / oder Plasmatropfen  ≥ 15 %    (n = 14)

a, b  : signifikant (p ≤  0,05) unterschiedliche Werte  zwischen 24 h und 72 h in der gleichen
spermienmorphologischen Gruppe

x, y  : signifikant (p ≤ 0,05) unterschiedliche Werte  zwischen muE und maE bei gleicher
Lagerungsdauer
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Die Spermatozoen der beiden verschiedenen spermienmorphologischen Ebergrup-

pen unterschieden sich 24 Stunden nach Verdünnung nicht signifikant voneinander,

der errechnete Wahrscheinlichkeitswert (p = 0,06) beschreibt allerdings eine deutli-

che Tendenz. Nach 72 stündiger Lagerungsdauer war im Vergleich zu Spermien aus

morphologisch unauffälligen Ejakulaten, der Anteil gebundener Spermien aus auffäl-

ligen Ejakulaten mit 5,0 % gegenüber 6,7 % signifikant (p ≤ 0,05) geringer.

Der zeitpunktabhängige Vergleich innerhalb der beiden Gruppen ergab für die sper-

mienmorphologisch unauffälligen Eber keinen signifikanten Unterschied (p = n.s.)

des prozentualen Anteils gebundener Samenzellen zwischen 24- und 72-stündiger

Lagerungsdauer. Spermien von auffälligen Ebern nahmen dagegen in ihrer SBA-

Bindungskapazität bei steigender Lagerungszeit signifikant ab ( p ≤ 0,05).

4.3.3 Korrelation der Spermienbindungsfähigkeit zu konventionellen und mo-
dernen spermatologischen Parametern

Die Ergebnisse der Korrelationsberechnungen des Prozensatzes im SBA gebunde-

ner Spermien mit den untersuchten konventionellen und modernen spermatologi-

schen Parametern sind in Tab. 4 dargestellt. Es gelten die gleichen Erklärungen wie

in Kapitel 4.2.4.

Mit Ausnahme des Anteils an membrangeschädigten Spermatozoen (PI - positiv),

der nach einer Lagerung von 72 Stunden signifikant positiv (p= 0,02) mit der Sper-

mienbindung  korrelierte, ergab sich für keinen weiteren Parameter zu keinem Zeit-

punkt eine signifikante Korrelation zum Anteil der im SBA gebundenen Spermatozo-

en.
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Tab. 4: Korrelation von spermatologischen Parametern der Eberejakulate zur
Bindung im SBA   (n = 44 Ebern)

Qualitätsparameter

Korrelation mit dem Bin-

dungsindex

(Zeitpunkt 24 h)

Korrelation mit dem Bin-

dungsindex

(Zeitpunkt 72 h)

R p R p

Motilität vor Percoll [%] 0,09 n.s.      - 0,22 n.s.

Motilität nach Percoll [%] 0,27 n.s.   0,01 n.s.

MAS [%]     - 0,16 n.s. - 0,24 n.s.

       Plasmatropfen [%]     - 0,11 n.s. - 0,06 n.s.

PI – positiv [%] 0,18 n.s.    0,34 ≤ 0,05

Die Abkürzungen der Beurteilungsparameter beziehen sich auf die Erklärungen in Kapitel
4.2.4.

n.s. : nicht signifikant
R : Pearsonscher Korrelationkoeffizient
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4.4 VERGLEICH DER BINDUNGSFÄHIGKEIT VON EBERSPER-
MIEN IM OEA UND IM SBA

Der Vergleich der beiden verwendeten Assays miteinander ist in Form einer weiteren

Korrelationsberechnung durchgeführt worden.

Die Korrelation der Bindungsfähigkeit der Spermien im OEA und SBA ist auf Basis

der Mittelwerte unabhängig von der Lagerungsdauer in Abb. 14 dargestellt.

Der Korrelationskoeffizient betrug 0,31 (p ≤ 0,05).

Abb. 14 : Korrelation der Bindungsfähigkeit von Eberspermien im OEA und im
SBA unabhängig von der Lagerungsdauer      (n =  44 Ebern)

Die angegebenen 88 Datenpunkten sind dadurch zu erklären, dass der Vergleich unabhängig
von der Lagerungsdauer berechnet wurde. Für 44 Eber ergaben sich bei einer wiederholenden
Untersuchung dementsprechend 88 Werte.
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4.5 Spermatologische Diagnostika in Anwendung für subfertile
Eber

Fertilitätsergebnisse, die in Form eines Fruchtbarkeitsmonitorings von einer der be-

teiligten Besamungsstationen ausgewertet wurden, standen für 5 der 44 Eber zur

Verfügung. In Tab. 5 sind die Werte der Eber 36 – 40 dargestellt. Alle fünf Eber wur-

den als subfertil eingestuft, da sie in den Non-Return-Raten und / oder in der Anzahl

lebend geborener Ferkel negativ vom Stationsdurchschnitt abwichen.

Das Fruchtbarkeitsmonitoring beschreibt die Daten der stationseigenen Eber in Be-

zug auf die Non-Return-Rate und die Anzahl der lebend geborenen Ferkel in Relati-

on zum Durchschnitt aller Eber der Station. Die Non-Return-Rate errechnet sich aus

allen Sauen, die bis zum 60. Tag nach der Belegung nicht umgerauscht haben und

nicht gemerzt wurden und ist damit der Trächtigkeitsrate am Tag 60 p.i. vergleichbar.

Für eine Auswertung der Daten eines Ebers müssen ca. 50 Belegungen bzw. Würfe

vorliegen.

Die Auswertungszeiträume, die den Daten der Tab. 5 zugrunde liegen überschnei-

den sich nicht mit dem Zeitraum der in vitro-Versuche mit den Ejakulaten dieser fünf

Eber (14. – 30.11.01). Die Station hat zunächst das Fruchtbarkeitsmonitoring ausge-

wertet und dann nachweislich subfertile Eber für den Versuch zur Verfügung gestellt.
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Tab. 5 : Ergebnisse des Fruchtbarkeitmonitorings einer Besamungsstation für
5 Eber

Eber Auswertungs-
zeitraum

Anzahl  aus-
wertbarer
Belegungen

Abweichung
Non-Return-
Rate zum
Durchschnitt

Anzahl aus-
wertbarer
Würfe

Abweichung
leb. geb. Ferkel
pro Wurf vom
Durchschnitt

36 22.03.00  -
30.08.01 92 - 17,00 56 -  0,13

37 01.01.98  -
30.08.01 125 -   7,87 101 + 0,32

38 20.10.99  -
30.08.01 105 -   0,44 85 -  2,97

39 20.04.99  -
30.08.01 389 +  3,13 335 -  1,31

40 22.06.99  -
30.08.01 120 +  5,50 101 -  2,03

Tab. 6 beschreibt für diese fünf subfertilen Eber die Ergebnisse aller im Versuch er-

hobenen konventionellen und modernen spermatologischen Qualitätsparameter, so-

wie die Ergebnisse der beiden Bindungsassays. Dabei sind positive ( ⇑ ) und negati-

ve ( ⇓ ) Abweichungen zum Durchschnitt der gesamten Versuchseberpopulation ge-

kennzeichnet.
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Tab. 6 : Spermatologische Diagnostik bei subfertilen Ebern

Ebernummer

Parameter
36 37 38 39 40

Motilität vor

Percoll [%]
83,3 ⇑ 78,3 76,7 75,8 72,5

Motilität nach

Percoll [%]
87,5 ⇑ 79,2 77,5 81,7 70,0 ⇓

MAS [%] 29,0 42,0 ⇓ 44,2 ⇓ 40,8 ⇓ 32,2

     NAR [%] 91,3 92,7 86,7 ⇓ 91,8 92,0

     Plasmatr. [%] 4,2 20,5 ⇓ 14,3 28,0 ⇓ 18,2 ⇓

     Andere [%] 16,2 ⇓ 14,2 ⇓ 16,5 ⇓ 4,7 6,0

PI – positiv [%] 10,0 ⇑ 10,3 ⇑ 11,8 7,7 ⇑ 9,3 ⇑

OEA [BI] 25,9 14,9 ⇓ 14,5 ⇓ 15,0 ⇓ 16,7 ⇓

SBA [%] 10,4 ⇑ 4,3 5,1 7,5 7,3

In der Tabelle sind die Werte für jeden Eber als Durchschnitt aller untersuchten Ejakulate und
als Mittelwert beider Untersuchungszeitpunkte angegeben.

⇑ : Kennzeichnet ein Ergebnis, welches um mehr als eine Standardabweichung vom Mittel-
wert zugunsten der spermatologisch besseren Werte abweicht

⇓ : Kennzeichnet ein Ergebnis, welches um mehr als eine Standardabweichung vom Mittel-
wert zugunsten der spermatologisch schlechteren Werte abweicht



Ergebnisse72

Von den 5 subfertilen Ebern mußten vier Eber (Nr. 37-40) nach den in Kapitel 4.1.1

beschriebenen Kriterien in die Gruppe der spermienmorphologisch auffälligen Tiere

gruppiert werden. Bezüglich des spermatologischen Parameters der PI-Anfärbbarkeit

zeigten vier Eber (36, 37, 39, 40) um mehr als eine Standardabweichnung bessere

Werte als der Populationsdurchschnitt, d. h. die Spermien dieser Tiere waren weni-

ger stark membranbeschädigt.

Der Bindungsindex des OEA wies für die Spermien von vier der fünf Eber (37-40)

Werte auf, die mehr als eine Standardabweichung unter dem Durchschnittswert

porciner Samenzellen der untersuchten Population lagen. Der Bindungsindex des

Ebers 36 lag mit 25,9 gebundenen Spermien pro 0,01 mm² Explantfläche ungefähr

im Bereich des Mittelwertes von 23,2.

Der Anteil prozentual im SBA gebundener Spermien zeigte für den Eber 36 ein um

mehr als eine Standardabweichung besseres Bindungsniveau, die übrigen vier diffe-

rierten nicht entscheidend von den 6,3 % gebundenen Spermien des Populations-

mittels.
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5 DISKUSSION

5.1 SPERMIENBINDUNGSFÄHIGKEIT IM OVIDUKT-EXPLANT-
ASSAY

Seit dem Wissen um die Existenz eines Spermienreservoirs im Eileiter bei verschie-

denen Säugetieren ist die Charakterisierung der Spermien-Eileiter-Bindung zuneh-

mend in das Interesse internationaler reproduktionsmedizinischer Arbeitsgruppen

gerückt. Während bei Mäusen (SUAREZ 1987) und Hamstern (SMITH u.

YANAGIMACHI 1991) die anatomische Beschaffenheit des Eileiters eine direkte

transilluminatorische Beobachtung der Spermienbindung erlaubt, bleibt das Studium

der Spermien-Eileiter-Interaktion bei den meisten anderen Haussäugetierarten in vi-

tro-Modellen vorbehalten. Neben der Verwendung von Oviduktepithelzellkulturen

(OEC) hat sich der Ovidukt-Explant-Assay (OEA) als weiteres Modellsystem in den

letzten 15 Jahren etabliert. Die Bedingungen des OEA können als eine Art Mittelweg

zwischen der Situation in vivo und in vitro verstanden werden, da die aus den Ovi-

duktepithellängsfalten gewonnenen Explante unmittelbar nach der Gewinnung aus

Schlachtorganen ohne Kultivierung und damit einhergehender Entdifferenzierung des

Gewebes verwendet werden. Mit Hilfe von Explanten konnten in der Vergangenheit

weitreichende Erkenntnisse über die Beteiligung verschiedener Kohlenhydrate in der

Spermien-Eileiter-Bindung, u.a. beim Hamster (DEMOTT et al. 1995), Rind

(LEFEBVRE et al. 1995b, 1997) und Schwein (GREEN et al. 2001; WAGNER et al.

2002), gewonnen werden.

In der Arbeit von PETRUNKINA et al. (2001a) gibt es erstmals Hinweise auf quanti-

tative Bindungsunterschiede im OEA zwischen Ebern in Abhängigkeit von morpholo-

gischen Spermienparametern. Daraus wurde die Bedeutung der Spermienbindung

an das Eileiterepithel zur Selektion intakter, befruchtungskompetenter Spermien ab-

geleitet.
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Diese lediglich an einer kleinen Tierzahl gewonnenen Zusammenhänge sollten an

einer größeren Anzahl im Besamungseinsatz stehender Eber überprüft werden.

Besonderes Gewicht wurde auf den Bezug der Ergebnisse des Ovidukt-Explant-

Assays zu konventionellen und modernen spermatologischen Parametern, sowie zu

den Ergebnissen des DudFinder Sperm-Binding Assays, einem kommerziellen

Testsystem zur Ermittlung der Spermienbindungsfähigkeit an ein Substrat der peri-

vitellinen Membran aus Hühnereiern, gelegt. Die Anwendung des in vitro-Modells

OEA zur Untersuchung physiologischer fertilitätsrelevanter Zusammenhänge sollte

durch Prüfung der Bindungsfähigkeit in Abhängigkeit der Lagerung flüssigkonser-

vierten Eberspermas und exemplarisch für einige nachweislich subfertile Eber unter-

sucht werden.

Die Bedeutung der Herkunft des Eileiters (Alt- / Jungsau, Zyklusstand, anatomische

Lokalisation, etc. ) und der Explantgröße für die Ergebnisse des Ovidukt-Explant-

Assays werden in der Literatur kontrovers diskutiert (LEFEBVRE et al. 1995b;

THOMAS et al. 1994a; SUAREZ et al. 1991; RAYCHOUDHURY u. SUAREZ 1991;

RAYCHOUDHURY et al. 1993; WALTER u. BAVDEK 1997; DE PAUW et al. 2000).

Um einen möglichen Eileitereinfluß zu minimieren, wurde in den eigenen Versuchen

jede Samenprobe auf split-sample-Basis mit Explanten aus Eileitern von zwei ver-

schiedenen Sauen untersucht.

Für 17 % der verwendeten Eileiterpaare konnte ein signifikanter Einfluß des Eileiters

auf die Bindungsfähigkeit festgestellt werden, dessen Ursachen in der vorliegenden

Studie nicht eindeutig geklärt werden können.

Der anatomische Ursprung der Explante ist verschiedentlich für Bindungsunterschie-

de verantwortlich gemacht worden. In einer Explantstudie mit equinen Spermien

(THOMAS et al. 1994a) war der Anteil gebundener Spermien an Explanten aus der

Isthmus-Region höher als an solchen, die aus der Ampullen-Region gewonnen wur-

den. Gleiche Zusammenhänge zeigten RAYCHOUDHURY und SUAREZ (1991) für

die Bindung von Eberspermien an Oviduktepithelzellkulturen, während SUAREZ et

al. (1991) in einer Explantstudie keinen Einfluß der Region der Entnahme auf die An-

zahl gebundener porciner Samenzellen feststellen konnte. Durch die einheitliche
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Gewinnung der Explante aus dem Eileiteristhmus sind regional bedingte Bindungs-

unterschiede in der eigenen Studie auszuschließen. Ebenso ist ein Einfluß des Zy-

klusstandes auf die Spermienbindung unwahrscheinlich, da fast ausschließlich Alt-

sauen im Interöstrus als Spendertiere verwendet wurden. DE PAUW et al. (2000)

zeigten eine signifikant negative Korrelation der Anzahl gebundener boviner Spermi-

en zur Größe der Explante in einer Studie mit Oviduktepithelzellkulturen. Die Über-

tragbarkeit auf das Modell des porcinen Ovidukt-Explant-Assays ist zweifelhaft, denn

die vesikelartig geformten bovinen Explante der Zellkulturen entstehen aus ausge-

streiftem Zellmaterial von Isthmus und Ampulle und unterscheiden sich somit von

porcinen Explanten. In der eigenen Studie konnten keine Korrelationen der Explant-

flächengröße mit dem Bindungsindex festgestellt werden. Darüber hinaus ergab sich

auch an den Versuchstagen mit signifikantem Eileitereinfluß keine größere Differenz

zwischen den Explanten der verwendeten Eileiter.

Die in den verschiedenen in vitro-Assays zum Studium der Spermien-Eileiter-

Interaktion gezeigten Einflußfaktoren wie Zyklusstand des Spendertieres oder  ana-

tomische Lokalisation der Materialentnahme unterstreichen deren Bedeutung für die

in vivo-Situation. Die vor allem von HUNTER (1995) und HUNTER et al. (1998) be-

schriebenen Zusammenhänge zwischen Ovulation und Spermienablösung vom Ovi-

duktepithel weisen auf eine sensible Regulation der Spermien-Eileiter-Interaktion in

vivo durch hormonelle Einflüsse, insbesondere durch zyklusabhängige Unterschiede

in der Zusammensetzung des Sekretes, sowie Veränderungen der Kontraktionsfä-

higkeit der glatten Muskulatur und andere lokale Mediatoren hin.

Mit dem OEA können keine Aussagen über die Aufrechterhaltung der Spermienvita-

lität, der Kapazitation oder über andere funktionelle Spermieneigenschaften getroffen

werden. Aufgrund der von PETRUNKINA et al. (2001a) gezeigten linearen Abhän-

gigkeit der Anzahl der inkubierten Samenzellen und der Anzahl der gebundenen

Spermien ist der OEA als Modellsystem geeignet, die initiale Bindungsfähigkeit von

Spermien an Oviduktepithel zu untersuchen. Mit der Untersuchung der Spermienbin-

dung auf der Basis von zwei verschiedenen Eileitern ist versucht worden, den mögli-

chen Einflußfaktor der Herkunft des Eileiters zu minimieren und dadurch die Reprä-

sentativität der Ergebnisse zu steigern.
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Abweichend von der bei PETRUNKINA et al. (2001a) beschriebenen Methodik wur-

den in der eigenen Studie motile, gewaschene Spermien durch die Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation anstelle der „swim up-Methode“ separiert.

Beide Methoden  sind in der Literatur eingehend beschrieben worden und dement-

sprechend anerkannt. Sie unterscheiden sich in Bezug auf Temperatur und Dauer

des Separationsvorganges; beides kann prinzipiell den Kapazitationszustand der

separierten Spermienpopulation beeinflussen. Der 60-minütige Aufenthalt im 39°C

temperierten Wasserbad während des „swim up-Prozesses“ stellt kapazitationsför-

dernde Bedingungen dar, die während der 30-minütigen Zentrifugation bei 20°C mit

Percoll eingeschränkt werden können. Der Begriff „Kapazitation“ bezeichnet eine

Abfolge von Zell- und Membranveränderungen, die ein Spermatozoon aktivieren und

nachfolgend die Akrosomreaktion ermöglichen (AUSTIN u. CHANG 1952). In bishe-

rigen Studien konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass kapazitierte Sper-

mien ein vermindertes Bindungspotential an Eileiterepithel besitzen (LEFEBVRE u.

SUAREZ 1996; FAZELI et al. 1999). HUNTER (1995) wies zum Zeitpunkt der Ovula-

tion bei den an Epithelzellen des Ovidukts gebundenen Spermien verschiedene

Membranveränderungen nach, die im Sinne der Kapazitation gedeutet werden

konnten und machte dieses für die Ablösung der Spermien verantwortlich.

Im Hinblick auf diese Ergebnisse wurde für die vorliegende Arbeit die Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation angewendet, um eine eventuell auf Kapazitationspro-

zesse zurückzuführende verminderte Spermienbindung minimieren  zu können.

Bei der Interpretation der Zusammenhänge zwischen Spermaqualität und Bindungs-

fähigkeit in vitro ist daher zu beachten, dass eine selektierte Spermienpopulation mit

den Explanten (OEA) oder dem Substrat (SBA) koinkubiert wurde, die sich qualitativ

von der Spermienpopulation  der Ausgangsprobe unterschieden hat. Diese Unter-

schiede betreffen vorrangig die Motilität. Damit geht dieses Ergebnis mit vielen vor-

herigen Percoll-Beschreibungen  konform, einschließlich der Studie von GRANT et

al. (1994) über porcine Spermien.

Die signifikant positive Korrelation zwischen  Motilität und Bindungsindex ist in dieser

Studie insofern beachtlich, als dass die Motilität bei allen Percoll-zentrifugierten
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Spermienpopulationen in einem engen, hohen Bereich zwischen 70 und 90 % lag.

Zudem ist in dem in vitro-System des Ovidukt-Explant-Assays eine hohe Motilität

nicht zwangsläufig von Vorteil, da die Inkubation von Spermien und Explanten in ei-

nem kleinen Tropfen erfolgt und im Gegensatz zur in vivo-Situation die Spermien

keine physiko-chemischen Barrieren zu überwinden haben. Es ist daher anzuneh-

men, dass nicht die Motilität per se für eine höhere Bindungsfähigkeit verantwortlich

ist, sondern sie einen Indikator für eine vitale und bindungsfähige Spermienpopulati-

on darstellt.

Die nachgewiesene Korrelation bezieht sich auf die Motilität von durch Percoll zen-

trifugierten Spermien und nicht auf die Motilität der Ausgangsejakulate. Dieses Er-

gebnis stellt einen Gegensatz zur Studie von PETRUNKINA et al. (2001a) dar, die

auf der Grundlage einer kleinen Eberanzahl (n = 5) weder eine Korrelation der nati-

ven Motilität noch der Motilität nach „swim up“ beschreibt. Durch die ausschließliche

Verwendung von Ausgangsejakulaten mit Motilitätswerten ≥ 70 % wurde bereits

grundsätzlich eine  hohe Motilität der Samenzellen gewährleistet, die in unterschied-

lichem Maße durch die Percoll-Dichtegradientenzentrifugation zu steigern war.

Bezüglich der weiteren untersuchten morphologischen Qualitätsparameter konnten,

mit Ausnahme des Parameters „Andere morphologische Abweichungen“, der fast

ausschließlich schleifenförmig veränderte Spermien beschrieb, keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Spermienpopulationen vor und nach Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation ermittelt werden. Im Gegensatz zu den Beobachtun-

gen von HARRISON et al. (1982) unterschied sich damit in der eigenen Arbeit der

Prozentsatz von Spermien mit Plasmatropfen vor und nach Percoll-Zentrifugation

nicht, so dass die nachgewiesene Korrelation zwischen Bindungskapazität der

Spermien im OEA und dem Prozentsatz morphologisch abweichender Formen vor-

rangig dem Plasmatropfenanteil zugeschrieben werden konnte.

Die vorliegende Studie bestätigt an einer größeren Besamungseberpopulation die

Beobachtungen von PETRUNKINA et al. (2001a), dass Ejakulate mit einem erhöhten

Prozentsatz an Plasmatropfen eine verminderte Bindungsfähigkeit an das Ovidukte-

pithel in vitro haben. Im Videoimaging zeigte sich prinzipiell eine existierende Bin-

dung von plasmatropfenbehafteten Samenzellen an die Oviduktexplante. Diese rein
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deskriptive Feststellung konnte allerdings nicht quantifiziert werden. Es ist derzeit

nicht klar, ob und in welchem Umfang Spermien mit Plasmatropfen unter in vivo-

Bedingungen in den Eileiter gelangen und an der Formierung des Spermienreser-

voirs beteiligt sind. HUNTER et al. (1991) untersuchten elektronenmikroskopisch die

Morphologie boviner Spermatozoen im unteren Eileiter und entdeckten keine abnor-

malen Formen, ohne jedoch eine Aussage über Plasmatropfen zu treffen. Die bereits

sehr lange bekannten Plasmatropfen (RETZIUS 1909) gelten als klassisches Kenn-

zeichen einer Reifungsstörung von Spermien mit begrenzter fertilitätsprognostischer

Bedeutung beim Eber (KAPLAN 1984). Besamungsstudien lassen allerdings den

Schluß zu, dass ein Anteil > 15 % von Spermien mit Plasmatropfen mit einer Fertili-

tätsminderung einhergeht (WABERSKI et al. 1994). Die eigenen Ergebnisse lassen

vermuten, dass Plasmatropfen offensichtlich mit einer herabgesetzten Bindungsfä-

higkeit porciner Samenzellen an das Oviduktepithel einhergehen und  dass der Anteil

von Spermien mit Plasmatropfen eine Indikatorfunktion für das gesamte Ejakulat be-

sitzt.

Die Abhängigkeit der Anzahl im OEA gebundene Spermien zum Anteil der Spermien

mit Plasmatropfen und zur Gesamtzahl morphologisch abweichender Spermien

(MAS) unterstreicht die Ergebnisse von PETRUNKINA et al. (2001a) und steht im

Einklang mit Arbeiten über bovine (HUNTER et al. 1991) und equine Spermien

(THOMAS et al. 1994b; THOMAS u. BALL 1996). Diese negative Korrelation mor-

phologischer Abweichungen mit der Anzahl im OEA gebundener Spermien läßt den

Schluß zu, dass morphologische Veränderungen die Spermienbindungsfähigkeit an

Oviduktepithel  einschränken. Grundsätzlich sprechen diese Beobachtungen damit

für eine Selektionsfunktion des Eileiters in Bezug auf morphologisch und funktionell

intakte Samenzellen.

Bezüglich der Selektionsfähigkeit des Eileiters für membraninstabile Samenzellen

geben die eigenen Ergebnisse keine ausreichende Auskunft. Die fehlende Korrelati-

on des Bindungsindex zur Anzahl PI-positiver Spermien, die unabhängig vom Einfluß

der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation betrachtet werden kann, da diese Färbung

nur nach dem Separationsvorgang erfolgte, zeigte, dass die Anzahl membrange-
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schädigter Spermien keinen Einfluß auf die Bindungsfähigkeit der Spermienpopulati-

on hatte. Dieses Ergebnis ist insofern verwunderlich, als dass die Bindungstellen für

die Spermien-Eileiter-Bindung auf der Spermienmembran vermutet werden und

demnach membranbeschädigte Spermien nicht mehr bindungsfähig sein dürften.

Zwei Studien mit porcinen (MBURU et al. 1996) und humanen (ELLINGTON et al.

1999) Eileitern haben gebundene und abgelöste Spermien mit nicht-bindungsfähigen

Samenzellen der gleichen Ausgangspopulation verglichen und deutlich höhere An-

teile membrandefekter Samenzellen im ungebundenen Teil gefunden, allerdings

wurden auch in der zuvor gebundenen Population membrandefekte Spermien nach-

gewiesen und damit die grundsätzliche Bindungsfähigkeit membraninstabiler Sper-

mien gezeigt.

Eine mögliche Erklärung der fehlenden Korrelation zwischen PI-Färbung und dem

Prozentsatz gebundener Spermien könnte darin zu sehen sein, dass der Membran-

defekt ein kompensierbarer Mangel ist, der durch andere spermatologische Kriterien

wie Motilität und Morphologie überlagert wird. Für  Membranschädigungen, die gene-

rell als gleichbedeutend mit dem Tod der gefärbten Samenzelle eingeschätzt wer-

den, würde dieses bedeuten, dass die PI-Färbung nicht als Indikator einer ungenü-

genden Bindungsfähigkeit am Oviduktepithel dienen kann.

Betrachtet man dieses Ergebnis allerdings mehr von einer methodischen Perspektive

aus, könnte eine andere Ursache für dieses relativ unerwartete Ergebnis in der unzu-

reichenden Genauigkeit der PI-Färbung liegen, die durch die manuelle Auswertung

unter dem Fluoreszenzmikroskop sicherlich noch gesteigert werden dürfte.

Eine morphologisch einwandfreie Samenzellpopulation ist Grundlage für eine nume-

risch hohe Bindung porciner Samenzellen im OEA. Damit kann der OEA als Assay

betrachtet werden, der nicht nur die Spermien-Explant-Bindungsfähigkeit untersucht,

sondern gleichzeitig morphologisch intakte Spermatozoen rekrutiert. Der OEA besitzt

dadurch in der Betrachtungsweise von AMANN und HAMMERSTEDT (1993) bzw.

HAMMERSTEDT (1996) eine Schlüsselfunktion. Er testet eine einzelne funktionelle

Fähigkeit der Spermien, schließt damit aber indirekt die Diagnostik morphologischer

Defekte ein. Solche Testsysteme sind besonders geeignet, das grundlegende Ziel
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der andrologischen Diagnostik, die Vorhersage der Fruchtbarkeit eines Individuums

zu erreichen (AMANN u. HAMMERSTEDT 1993). In umfangreichen Veröffentlichun-

gen haben beide Autoren außerdem darauf hingewiesen, dass das Ziel der Fertili-

tätsprognostik mit spermatologischen Testsystemen auf die Erkennung subfertiler

Vatertiere präzisiert werden sollte. Dieses Ziel kann allerdings nur unter Verwendung

sogenannter „robuster“ Fertilitätsdaten erreicht werden.

Die für den eigenen Versuch vorliegenden Fertilitätsdaten aus dem Fruchtbarkeits-

monitoring einer Besamungsstation können in diesem Sinn nicht als robust bezeich-

net werden. Sie lassen aber zumindest Tendenzen bei fünf nachweislich subfertilen

Ebern erkennen. Interessanterweise zeigten vier der fünf Eber ein Spermienbin-

dungsniveau im OEA, welches um mehr als eine Standardabweichung unter dem

durchschnittlichen Bindungsindex der untersuchten Eberpopulation lag. Dieses Er-

gebnis unterstützt damit die diagnostische Aussagekraft des Assays. Von einem

physiologischen Standpunkt aus scheint die Subfertilität dieser Tiere in der gemin-

derten Fähigkeit zur Formierung des Spermienreservoirs begründet, so dass weniger

befruchtungskompetente Samenzellen  für die ovulierten Eizellen zur Verfügung ste-

hen.

Eine Ausnahme stellt der Eber 36 dar. In diesem Fall konnte kein vermindertes

Spermienbindungsniveau festgestellt werden, so dass eine Klassifizierung als sub-

fertiler Eber allein mit den Ergebnissen des OEA nicht möglich ist. Der Eber 36 wur-

de mit 29 % morphologisch abweichenden Spermien zwar nicht in die Gruppe der

morphologisch auffälligen Eber eingeordnet, aber die Ejakulate zeigten einen hohen

Anteil von schleifenförmig veränderten Samenzellen. Diese Veränderungen wurden

durch die Percoll-Dichtegradientenzentrifugation signifikant verringert. Vermutlich

waren die Ergebnisse des OEA  aus diesem Grund unauffällig. Nimmt man diese

Tatsache als Anlaß zur kritischen Überprüfung der Spermienselektion mit Percoll, so

wäre es durchaus denkbar, ohne einen Selektionsprozess vermeindlich bessere Er-

gebnisse bezüglich der Erkennung subfertiler Individuen erhalten zu können. Auf die

Spermienselektion in einem in vitro Test zu verzichten ist allerdings gleichbedeutend

mit einer weiteren Entfernung von der Situation in vivo, wo eine Selektion der inse-

minierten Samenportion auf jeden Fall stattfindet. Der ursprüngliche Gedanke der



Diskussion 81

eigenen Versuchsanordnung war es, mit einem in vitro Testsystem theoretisch eine

möglichst nahe in vivo Vergleichbarkeit zu erreichen. Als zweiter Schritt folgte dann

die Betrachtung der Ergebnisse für eine eventuelle Fertilitätsdiagnostik. Der OEA ist

nicht als absolutes Fertilitätskriterium zu verstehen, denn dafür ist dieser Vorgang zu

komplex und immer noch zu unverstanden, er ist aber durchaus geeignet einen Teil

des gesamten Puzzels repräsentativ wiederzugeben. Dass der nachweislich subfer-

tile Eber 36 nicht als solcher erkannt wurde, ist mit den fast 30 % schleifenförmig

veränderten Spermien zu erklären, die in vivo bereits vor der Eileiterbindung auf-

grund der stark eingeschränkten Eigenmotilität zu einer starken Reduzierung der

bindungsfähigen Population führen werden. Die Inkubation der Spermien und Ex-

plante in einem kleinen Tropfen während der Durchführung des OEA  erfordert für

die Bindung nicht zwangsläufig eine Eigenmotilität der Spermatozoen, hier ist allein

die potentielle Bindungsfähigkeit entscheidend und nur diese wird getestet.

Mit den Ergebnissen der eigenen Arbeit wird erstens die Indikatorfunktion der Sper-

mienmorphologie für die Befruchtungskompetenz des gesamten Ejakulates und die

Bedeutung der Einhaltung von bisher beschriebenen Grenzwerten unterstrichen.

Zweitens manifestieren die Ergebnisse die Funktion des Eileiters zur Selektion be-

fruchtungskompetenter Spermien. Wird der mittlere Bindungsindex der in der eige-

nen Arbeit untersuchten Eberpopulation minus einer Standardabweichung als eine

Art Cut-off-Level betrachtet, würden acht der 44 Testeber als auffällig eingestuft wer-

den. Sechs dieser acht Eber mit reduziertem Bindungsindex sind aus der Gruppe der

morphologisch auffälligen Eber, so dass der Verdacht nahe liegt, dass sie subfertil

sind. Bei zwei (Nummer 32 und 44) dieser acht Eber, sind die Ursachen für die ver-

minderte Eileiterbindungsfähigkeit weder in der Motilität noch in der Morphologie zu

vermuten. Damit gewinnt der OEA ein hohes diagnostisches Potential, da er offen-

sichtlich über die klassische Spermatologie hinausgehende Informationen über die

Spermaqualität liefert. Leider konnten von den betreffenden Stationen für diese bei-

den Eber keine aussagefähigen Fertilitätsdaten bezogen werden, die diese Vermu-

tung verifizieren könnte.
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Einschränkend ist anzumerken, dass der vergleichsweise hohe Aufwand des Ovi-

dukt-Explant-Assays einen Einsatz in der spermatologischen Routinediagnostik in

der derzeitigen Form unwahrscheinlich macht, möglicherweise aber in speziellen

Fällen der idiopathischen Sub- oder Infertilität eine aufschlußreiche weiterführende

Methode ist.

Die Sensitivität und die Fertilitätsrelevanz des Ovidukt-Explant-Assays zeigt sich ins-

besondere durch die Abnahme des Bindungsindex während einer dreitägigen Kon-

servierung des flüssigverdünnten Ebersamens.

Verschiedene Autoren beschreiben eine signifikante Abnahme der Befruchtungslei-

stung flüssigkonservierter und länger als 48 Stunden gelagerter Eberspermien

(JOHNSON et al. 1982; WABERSKI et al. 1994). Diese Abnahme  der Befruch-

tungsleistung ist eberindividuell verschieden und läßt sich bislang nicht zufrieden-

stellend durch Veränderungen der konservativen spermatologischen Parameter er-

klären. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung einer um im Mittel

25 % reduzierten Spermienbindungsfähigkeit im OEA bei 72 Stunden gelagerten im

Vergleich zu 24 Stunden konservierten Ejakulaten. Ähnlich wie von in vivo-

Befruchtungsergebnissen mit langzeitkonserviertem Ebersperma bekannt, waren

auch im OEA große individuelle Eberunterschiede hinsichtlich der Bindungsfähigkeit

an das Eileiterepithel in vitro festzustellen.

Diese Beobachtungen geben Hinweise auf den möglichen Grund für die lagerungs-

bedingte Abnahme der Befruchtungsleistung von flüssigkonserviertem Ebersperma.

Aufgrund der verminderten Fähigkeit porciner Samenzellen an Oviduktepithel zu bin-

den, rekrutieren mehr als 48 Stunden gelagerte Ejakulate bei unveränderter Insemi-

nationsdosis eine kleinere Population befruchtungskompetenter Spermien im kau-

dalen Isthmus des Eileiters. Für das polyovulatorische Schwein könnte dieses zu ei-

ner abnehmenden Befruchtungswahrscheinlichkeit aller ovulierten Oozyten und zu

einer nachfolgend kleineren Abferkelrate und/oder Wurfgröße führen. Unterstützt

wird diese Theorie durch die Beobachtung, dass die Abnahme der Befruchtungslei-

stung über 48 Stunden gelagerter Eberejakulate durch Steigerung der Inseminati-

onsdosis vermieden bzw. abgeschwächt werden kann (JOHNSON et al. 1988).
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Die individuell unterschiedliche Abnahme des Bindungsindex während der Lagerung

erklärt sich auch durch die Beobachtung, dass Spermien aus morphologisch auffälli-

gen Ejakulaten und mit einem vergleichsweise niedrigen Bindungsniveau nach 24-

stündiger Lagerung keine weitere lagerungsabhängige Reduzierung der Bindungsfä-

higkeit aufwiesen. Die Bedingung für eine Verringerung der Bindungsfähigkeit schien

also eine hohe initiale Spermien-Ovidukt-Bindung zu sein. Demnach wäre die gra-

phische Darstellung der lagerungsabhängigen abnehmenden Bindungsfähigkeit bei

Ebern mit bereits niedrigen Bindungseigenschaften frischer Samenzellen nicht linear,

sondern wahrscheinlich eine exponentiell fallende Kurve, die sich asymptotisch ei-

nem unteren Schwellenwert annähert.

Nachfolgend werden zwei denkbare Theorien für eine lagerungsbedingte Abnahme

der Bindungsfähigkeit porciner Spermien an das Oviduktepithel angeführt :

• Verschiebungen in der Zusammensetzung der Fettsäuren in der Plasmamem-

bran: CEROLINI et al. (2000) konnten in einer Studie über den Nutzen des Anti-

oxidants α -Tocopherol als Bestandteil eines Verdünnermediums Veränderungen

des Fettsäuremusters der Spermienmembran während der Lagerung feststellen.

Beginnend ab einer Lagerungsdauer von etwa 48 Stunden wurde eine signifi-

kante Abnahme mehrfach ungesättigter Fettsäuren zugunsten gesättigter Fett-

säuren  nachgewiesen. Diese Lipidperoxidation durch freie Sauerstoffradikale ist

ein unvermeidbarer Vorgang des physiologischen Metabolismus einer Zelle.

Durch die Veränderungen des Fettsäuremusters kann es zu Beschädigungen der

porcinen Plasmamembran kommen und einem damit verbundenen Verlust bzw.

einer Inaktivierung der Bindungsstellen auf der äußeren Spermienmembran.

• Unterschiedliche Verteilung bestimmter Seminalplasmaproteine in Abhängigkeit

zur morphologischen Qualität eines Eberejakulates: Die Bindung porciner Sper-

mien an Oviduktepithelien wird wahrscheinlich durch eine Lektin-Kohlenhydrat-

Bindung vermittelt. Diese Lektine werden beim Schwein durch bestimmte Semi-

nalplasmaproteine (z.B. AQN-1) repräsentiert, die ähnlich einem Mantel die äuße-

re Spermienmembran umhüllen und während des Kapazitationsvorganges ent-

fernt werden (TÖPFER-PETERSEN 1999; JANSEN et al. 2001). Denkbar wäre
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eine zunehmende Inaktivierung dieser Proteine während der Lagerung und ein

damit verbundener Verlust der Bindungsfähigkeit. Die stärkere Abnahme der Bin-

dungsfähigkeit für Spermien aus morphologisch unauffälligen Ejakulaten könnte

mit einem höheren Gehalt dieser Proteine im Seminalplasma solcher Ejakulate

bzw. mit einem höheren Proteingehalt der Spermien aus unauffälligen Ejakulaten

erklärt werden, deren Inaktivierung aufgrund der größeren Ausgangskonzentrati-

on schneller erfolgt als die Inaktivierung von geringeren Proteinausgangskonzen-

trationen in spermienmorphologisch auffälligen Ejakulaten, deren Abbau eher ei-

ner Gleichgewichtsreaktion entsprechen würde. Diese Ansicht wird unterstützt

durch eine nachgewiesene Beziehung zwischen der Menge zweier sogenannter

„High fertility proteins“ im porcinen Seminalplasma und dem Anteil der Nach-

kommen dieser Eber in heterospermen Besamungsversuchen (FLOWERS 1998).

Neben diesen voneinander unabhängigen Theorien wäre auch ein Zusammenspiel

von beiden Ansätzen denkbar.

5.2 Spermienbindungsfähigkeit im DudFinder Sperm-Binding

Assay

Mit dem DudFinder Sperm-Binding Assay (SBA) stand ein zweites Testsystem zur

Überprüfung der Spermienbindungsfähigkeit zur Verfügung. Bei diesem kommerziell

verfügbaren Assay wird die Bindung von Spermien an ein Peptid aus dem Extrakt

der perivitellinen Membran von Hühnereiern getestet. Dieses Peptid hat bestimmte

substantielle Homologien zur Zona pellucida von Säugetieren.

Es konnten keine Beziehungen der SBA-Ergebnisse zu anderen konventionellen und

modernen spermatologischen Parametern erzielt werden, was nicht zwangsläufig

eine negative Bewertung des SBA als spermatologisches Testsystem impliziert. Der

Nutzen neuer spermatologischer Diagnostika definiert sich unter anderem darin,

dass sie neue Informationen liefern, die über die Aussagen bestehender Informatio-

nen hinausgehen.
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Auffällig war jedoch, dass keiner der spermatologischen Parameter, einschließlich

des Ovidukt-Explant-Assays, in signifikanter Beziehung zum SBA stand. Unter dem

gleichen Gesichtspunkt ist auch der Einfluß einer zunehmenden Lagerungsdauer auf

das Bindungsverhalten im SBA zu sehen. Es wird eine signifikante Abnahme der

Bindungsfähigkeit porciner Spermien im SBA zwischen 24- und 72-stündiger Lage-

rungsdauer angegeben. Diese beschreibt aber lediglich einen Zahlenwert von 0,4 %

(von 6,6 % auf 6,2 %) und scheint biologisch nicht relevant. Auch der Vergleich der

Bindungswerte zwischen den Ebern läßt keinen Lagerungseinfluß erkennen, denn

mit 39 der 44 untersuchten Eber zeigten fast 90 % bei zunehmender Lagerungsdau-

er keine unterschiedliche Spermienbindung im SBA.

Mit Mittelwerten von ca. 6 % gebundener Spermien liegt die absolute Anzahl der ge-

bundenen Spermien auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau, welches mögli-

cherweise vorhandene Unterschiede nur eingeschränkt sichtbar lassen werden kann.

Im Vergleich dazu binden im OEA, der zweifelsfrei aufwendiger in der Durchführung,

aber der physiologischen Situation im Eileiter vergleichbar ist, durchschnittlich 35 %

der inkubierten Spermienpopulation. Die relativ geringe Spermienbindung im SBA

könnte eventuell in Zusammenhang mit der 18-stündigen Erwärmung bei 60 °C vor

dem Versand stehen (s. 3.2.5). Die Erfahrung der Firma BioPore, Inc. mit der Aus-

wertung dieses Assays machen diese Annahme allerdings sehr unwahrscheinlich.

Die Tatsache, dass nicht einer der fünf nachweislich subfertilen Eber im SBA unter-

durchschnittlich abgeschnitten hat – im Gegenteil, Eber 36 zeigte sogar eine um

mehr als eine Standardabweichung bessere Spermienbindung - läßt jedoch Zweifel

über die Eignung dieses Testsystems aufkommen, bei Ebern sog. Duds (engl.: „Ver-

sager“) ausfindig machen zu können. Hierzu sind weitere Untersuchungen mit einer

größeren Anzahl zuverlässiger Fertilitätsdaten notwendig.

In der Literatur finden sich bisher zwei Studien, die eine mögliche Identifizierung po-

tentiell subfertiler Vatertiere mit Hilfe des Sperm-Binding Assays für Hähne

(BRABATO et al. 1998) und Truthähne (GILL et al. 1999) beschreiben. In beiden Ar-

beiten sind qualitativ hochwertige Fertilitätsdaten verwendet worden, die geeignet

scheinen, die beschriebenen Ergebnisse zu verifizieren. Die Übertragbarkeit dieser
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Annahme auf Säugetierspezies scheint allerdings nicht ohne weiteres möglich, zumal

der Mechanismus der Spermienbindung an das im SBA vorgelegte Substrat noch

nicht bekannt ist. Trotz der substantiellen Homologie zur Zona pellucida von Säuge-

tieren vermuten sowohl BRABATO et al. (1998) als auch AMANN et al. (1999a) eine

Bindung , die durch ein Protein vermittelt wird, welches in der Literatur als Prosapo-

sin (HAMMERSTEDT et al. 1997) bzw. SPG-1 (KISHIMOTO et al. 1992) beschrieben

ist. Das speziesübergreifende Vorkommen einer homologen 10-Aminosäuresequenz

dieses Proteins im Reproduktionstrakt von Hähnen, Ratten, Mäusen und Männern

scheint auf die Bedeutung von SPG-1 für das Fortpflanzungsgeschehen  hinzuwei-

sen. Eine Reihe von Autoren (BRABATO et al. 1998; AMANN et al. 1999a, 1999b,

1999c) haben nachfolgend den Umkehrschluß vollzogen, dass dieses Protein eben-

so in die Spermien-Eizellbindung der Säugetiere involviert ist. Sie wurden mögli-

cherweise durch SBA-Ergebnisse mit Säugetierspermien bestätigt:

Der Zusatz dieses Proteins zu bovinen und humanen Samen resultierte in einer si-

gnifikant höheren Bindungsfähigkeit im SBA (AMANN et al. 1999a) und bei zwei von

drei Bullen konnte eine Fertilitätssteigerung beobachtet werden (AMANN et al.

1999b).

Über die Bindung porciner Spermien im SBA beschreiben AMANN et al. (1999a) un-

einheitliche Ergebnisse, die nicht direkt auf den Nutzen des Prosaposins schließen

lassen. Die für andere Spezies vermuteten Bindungsmechanismen im SBA scheinen

zumindest für Eberspermien dementsprechend nicht übertragbar zu sein.

Der SBA scheint damit beim Schwein keinen Vorteil gegenüber Zona- oder Hemi-

zonabindungsassays zu besitzen, die sich – obwohl sie physiologisch näher an der in

vivo-Situation sind - ebenfalls als unzureichend für eine zuverlässige Fertilitätspro-

gnose zur Identifizierung subfertiler Vatertiere erwiesen haben (BERGER et al. 1996;

HARRISON 1997; MENDOCA FEREIRRA 1998).
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5.3 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Bindung von porcinen Spermien an das Oviduktepithel erfolgt selektiv und ist

eine eberspezifische Eigenschaft, die in engem Zusammenhang mit der morphologi-

schen Beschaffenheit der Samenzellen steht. Jedoch können auch Spermien aus

morphologisch unauffälligen Ejakulaten herabgesetzte Bindungseigenschaften auf-

weisen, so  dass der OEA trotz eines hohen methodischen Aufwandes, als nützlicher

Test für die andrologische Diagnostik bewertet werden kann.

Die bei zunehmender Lagerungsdauer eberindividuell abnehmende Bindungsfähig-

keit kann als ein Grund für eine lagerungsbedingt abnehmende Befruchtungsleistung

betrachtet werden, dessen molekulare Ursachen noch nicht bekannt sind.

Um gesicherte Aussagen über die Validität des OEA als diagnostischen Assay ma-

chen zu können, müßten weitere Studien folgen, die insbesondere darauf zielen „ro-

buste“ Fertilitätsdaten zu erheben.

Die Aussagefähigkeit von Ergebnissen des Sperm-Binding Assays ist unsicher.

Wahrscheinlich wird die Spermienbindungsfähigkeit mehr von nicht-

spermienassoziierten Faktoren beeinflußt, als dass ein bestimmtes Spermienfunkti-

onsmerkmal wiedergegeben wird. Auch hier ist eine Absicherung durch zuverlässige

Fertilitätsdaten notwendig.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Frank Karl Magnus

Untersuchung der in vitro Bindungsfähigkeit porciner Spermien im Ovidukt-

Explant-Assay und im DudFinder Sperm-Binding Assay und deren Beziehung
zu spermatologischen Qualitätsparametern

Ziel dieser Arbeit war es, das Bindungsverhalten porciner Spermien im Ovidukt-

Explant-Assay (OEA) und im DudFinder Sperm-Binding Assay (SBA) in Relation zu

konventionellen spermatologischen Qualitätsparametern und zur Lagerungsdauer

flüssigkonservierten Samens zu untersuchen.

116 verdünnte Samenproben von 44 verschiedenen Ebern aus vier verschieden Be-

samungsstationen wurden nach 24- und nach 72-stündiger Lagerungsdauer unter-

sucht. Es wurde eine konventionelle spermatologische Untersuchung von Motilität

und morphologisch abweichenden Samenzellen sowie eine Vitalitätsuntersuchung

(PI-Färbung) durchgeführt. Eine Selektion motiler Spermien erfolgte mit der Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation. Die Bindungsfähigkeit der Spermien wurde auf split-

sample-Basis im OEA an 124 frischen, aus Schlachtorganen von Altsauen gewonne-

nen Eileiterepithelexplanten, sowie im kommerziellen SBA an ein Proteinsubstrat aus

der perivitellinen Membran von Hühnereiern untersucht. Für fünf nachweislich sub-

fertile Eber wurde die Beziehung zwischen Befruchtungsleistung und der Spermien-

bindungsfähigkeit in vitro ermittelt.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

Die Motilität der Spermien lag bei allen Ebern mit ≥ 70 % über den Mindestanforde-

rungen. Hinsichtlich der Spermienmorphologie und hinsichtlich der Plasmatropfen als

häufigste morphologische Abweichung  wurden morphologisch auffällige Eber (Ge-

samtzahl morphologisch abweichender Spermien ≥ 30 % und / oder Spermien mit
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Plasmatropfen ≥ 15 %) und morphologisch unauffällige Eber (Gesamtzahl morpholo-

gisch abweichender Spermien ≤ 30 % und Spermien mit Plasmatropfen  ≤ 15 %)

klassifiziert.

Die Bindung porciner Spermien im OEA war für beide Untersuchungszeitpunkte zwi-

schen den Ebern unterschiedlich und lag mit einer durchschnittlichen Abnahme des

Bindungsindex von 25 % nach 72-stündiger Lagerungsdauer hochsignifikant (p ≤

0,001) unter dem Niveau des 24 Stunden konservierten Samens. Der Bindungsindex

im OEA korrelierte lagerungsunabhängig hochsignifikant negativ mit morphologi-

schen Parametern, d.h. mit der Gesamtzahl morphologisch abweichender Formen

(R = -0,52; p  ≤ 0,001) und mit dem Prozentsatz der Spermien mit Plasmatropfen

(R = -0,52; p ≤ 0,001) und signifikant positiv zur Motilität der durch Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation selektierten Samenzellen (R = 0,45; p ≤ 0,05). Zur

Motilität der unbehandelten Spermien, zum Vitalitätsparameter nach Propidiumio-

didfärbung und zur Stabilität der Spermienchromatinstruktur ergaben sich keine si-

gnifikanten Korrelationen.

Die Spermienbindungsfähigkeit im SBA nahm zwischen 24- und 72-stündiger Lage-

rungsdauer von 6,6 % auf 6,2 % gebundene Spermien signifikant ab (p ≤ 0,05). Es

waren keine Korrelationen zu anderen spermatologischen Parametern einschließlich

des Ovidukt-Explant-Assays festzustellen.

Fünf subfertile Eber hatten spermienmorphologisch auffällige Ejakulate. Spermien

aus Ejakulaten von vier der fünf Eber wiesen eine gegenüber dem Populationsdurch-

schnitt um mehr als eine Standardabweichung niedrigere  Bindungsfähigkeit im OEA

auf, während der Samen von keinem dieser Eber eine verminderte Spermienbindung

im SBA zeigte.

Anhand dieser Ergebnisse wird geschlußfolgert, dass der OEA geeignet ist, die

eberspezifisch selektive Bindungseigenschaft porciner Spermien an das Oviduktepit-

hel in vitro zu untersuchen, während die Aussagekraft des Sperm-Binding Assays

fraglich erscheint.

Die molekulare Ursache abnehmender Oviduktbindung bei gelagerten Spermien be-

darf weiterer Untersuchungen.
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7 SUMMARY

Frank Karl Magnus

In vitro binding capacity of boar spermatozoa in relation to sperm quality pa-

rameters using the Oviduct-Explant-Assay and in the DudFinder Sperm-
Binding Assay

The objective of this study was to investigate the binding ability of porcine spermato-

zoa in the Oviduct-Explant-Assay (OEA) and in the DudFinder Sperm-Binding As-

say (SBA) in relation to conventional parameters of sperm quality and in relation to

storage time of liquid semen.

116 diluted semen samples of 44 boars from four different insemination centres were

examined after 24 h and after 72 h of cold-storage. The conventional assessment of

sperm motility, of morphological abnormal forms and of sperm viability (PI-staining)

was performed in the diluted ejaculates. Motile spermatozoa were selected by Percoll

gradient centrifugation. Binding of sperm was investigated using explants from 124

fallopian tubes of sows obtained at the local abattoir in the OEA and using heat-

solubilized extract of perivitelline membranes from hens eggs in the commercial SBA

on a split-sample-basis. The relation between sperm-binding ability in vitro and fertil-

ity was investigated in five boars proved as being subfertile.

Following results were achieved:

Sperm motility of all boars was ≥ 70 %. Concerning sperm morphology and cyto-

plasmic droplets as being the most frequent morphological abnormal form, boars

were classified as being morphologically conspicuous (morphologically abnormal

spermatozoa ≥ 30 % and / or spermatozoa with cytoplasmic droplets ≥ 15 %) or as

being morphologically inconspicuous (morphologically abnormal spermatozoa  ≤ 30

% and spermatozoa with cytoplasmic droplets  ≤ 15 %).
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At both times of investigation binding of porcine sperm in the OEA differed highly sig-

nificant  between boars (p ≤ 0,001) and decreased highly significant during storage

time (p ≤ 0,001) about 25 %. Regardless of storage time the binding index showed a

highly significant negative correlation with both the percentage of morphologically

abnormal spermatozoa (R =  -0,52; p ≤ 0,001)  and the percentage of spermatozoa

with cytoplasmic droplets  (R = -0,52; p ≤ 0,001). There was also a significant positive

correlation between the binding index and the motility of Percoll-selected sperm

(R = 0,45; p ≤ 0,05). No correlation was found between the binding index and either

motility of untreated sperm or the viability after Propidiumiodid-staining or the stability

of the sperm chromatin structure.

Sperm binding in the SBA decreased significantly (p ≤ 0,05) from 6,6 % to 6,2 %

bound sperm during storage of the extended semen. There were no correlations

between % bound sperm in the SBA and any other parameter of sperm quality in-

cluding the results of the OEA.

The ejaculates of five boars classified as being subfertile were morphologically con-

spicuous. Spermatozoa from the ejaculates of four out of five boars showed a binding

index in the OEA more than one standard deviation lower than the mean of the in-

vestigated population while none of those boars had spermatozoa showing a dimin-

ished binding ability in the SBA.

It can be concluded that the OEA is an useful approach to investigate the boar spe-

cific and selective  character of porcine sperm binding to oviductal epithelium in vitro.

In contrast, the validity of the SBA must be considered as being questionable.

Further research activities in this field are mandatory and should focus on the mo-

lecular basis of the observed reduced binding ability of long-term stored boar sper-

matozoa to oviductal epithelium.
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9 ANHANG

9.1 LABORBEDARF

Aqua dest. Aufbereitungssystem, Umkehr-
Osmose-Anlage

Fa. Kloos, Langenhagen, Hannover

Deckgläser (50 x 24 mm) und (18 x 18 mm) Interessengemeinschaft der Laborfach-
händler GmbH & Co KG (IDL), Nidder-
au

Ethanol (96%) Fa. CG Chemikalien, Laatzen
Einmalfilter, 0,2 µm (Minisart) Fa. Sartorius GmbH, Göttingen
Eppendorf-Reaktionsgefäße, 1,5 ml Fa. Greiner, Frickenhausen
Fluoreszenzmikroskop mit Phasenkontrast-
einrichtung

Fa. Zeiss (Axioskop), Jena

Glaszentrifugenröhrchen mit konischem Bo-
den (10 ml)

Fa. Sarstedt, Nümbrecht

Kühlschrank Fa. Liebherr, Nürnberg
Laborflaschen mit Gewinde, 250 u. 1000 ml Fa. Jürgens (9.072 0025), (9.072 010),

Hannover
Laborwaage, Typ L310 Fa. Sartorius GmbH, Göttingen
Laborzentrifuge (Megafuge 2.0 R) Fa. Heraeus Instruments, Hamburg
Objektträger (76 x 26 mm) Interessengemeinschaft der Laborfach-

händler GmbH & Co KG (IDL), Nidder-
au

Parafilm Fa. American National Can™, USA
Phasenkontrastmikroskop mit Heiztisch Fa. Zeiss (1697), Jena
Phasenkontrastmikroskop ohne Heiztisch Fa. Zeiss, Jena
Pipetten, einstellbar (100-1000 µl, 20-200 µl,
1-20 µl)

Fa. Abimed, Langenfeld

Pipettenspitzen, gelb und blau Fa. Greiner (685290 und 686290),
Frickenhausen

Wärmeplatte (Hotplate SH 2 D) Fa Stuart Scientific, England
Wasserbad mit Temperaturregelung (Typ
1008)

Gesellschaft für Labortechnik mbH
(GFL), Burgwedel

Wasserstrahlpumpe (Haake) Fa. Landgraf Laborgeräte, Langenha-
gen

Zählkammern nach Thoma Fa. Glaswarenfabrik Hecht, Sontheim
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9.2 MEDIKAMENTE UND REAGENZIEN

BSA  (Cohn’s Fraktion V) Fa. Merck (1.12018.0025), Darmstadt
Calciumchlorid (CaCl2) Fa. Merck (1.02382.0500), Darmstadt
EDTA Fa. Merck (1.08418.0100), Darmstadt
Gentamycinsulfat Fa. Serva (22185.02), Heidelberg
Glucose Fa. Merck (1.04074.0500), Darmstadt
Hepes Fa. Merck (1.10110.0250), Darmstadt
Kaliumchlorid (KCl) Fa. Merck (1.04938.0500), Darmstadt
Kaliumhydroxid (KOH) Fa. Merck (1.05033.0500), Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Fa. Merck (1.04873.0250), Darmstadt
Magnesiumchlorid (MgCl2) Fa. Merck (1.05833.1000), Darmstadt
Natriumbikarbonat (NaHCO3) Fa. Merck (1.06329.0500), Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) Fa. Roth (9265.2), Karlsruhe
Natriumcitrat Fa. Merck (1.06448.0500), Darmstadt
Natriumlaktat Fa. Fluka AG, Schweiz
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Fa. Merck (1.06346.0500), Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Fa. Merck (1.06586.0500), Darmstadt
Natriumpyruvat Fa. Merck (1.06619.0500), Darmstadt
Penicillin (1 Mega I.E.) Fa. Jenapharm GmbH & Co KG, Jena
Percoll Fa. Sigma-Aldrich (P-1644), Deisen-

hofen
Propidiumiodid (PI) Fa. Calbiochem Novabiochem GmbH,

(537059), Bad Soden / Taunus
Streptomycin (Strepto-Hefa) Fa. Hefa Pharm GmbH & Co KG, Wer-

ne
tri-Natriumcitrat Fa. Merck (1.06448.1000), Darmstadt

9.3    PUFFER, LÖSUNGEN, MEDIEN UND VERDÜNNER

Puffer und Lösungen

Natriumchloridlösung 10%

NaCl                                                                      1,7 M

Aqua dest. ad.                                                1000 ml
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Formolcitrat

4 Teile einer 37%igen Formalinlösung werden mit 96 Teilen einer

2,9%igen Natriumcitratlösung gemischt.

Diese Lösung eignet sich zur Flüssigfixation von Spermatozoen.

(Methode modifiziert nach HANCOCK 1956)

Percoll -Lösungen [35 % und 70 %] (Zusammensetzung nach HARRISON et al.

1982)

I. 10-fach konzentrierte Saline-Hepes-Stammlösung:

NaCl                                                                     1,4 M

Hepes                                                               200 mM

Glucose x H2O                                                    90 mM

KOH         (1 M)                                                    2,5 ml

Alle Chemikalien werden in 70 ml Aqua dest. gelöst.  PH-Wert auf 7,4

einstellen. Nachfolgend wird mit Aqua dest bis auf 100 ml aufgefüllt und

der pH-Wert auf 7,6 eingestellt.

Die Saline-Hepes-Stammlösung kann eingefroren gelagert werden.

II. Lösung M

10,8 g der Lösung I (Saline-Hepes-Stammlösung) werden sterilfiltriert

und mit sterilfiltriertem Aqua dest. auf 100 ml aufgefüllt. Nachfolgend

250 µl Gentamycinsulfat (Konz.: 20mg/ml) zugeben.

PH-Wert auf 7,4 einstellen und Osmolarität messen. Messwert ⇒ m

(in Formel s. V.).

(sollte ∼ 295 mOsm/kg betragen)

III. Percoll - unverdünnt –

Aus dem Kühlschrank nehmen und Osmolarität bestimmen.

Messwert ⇒ p (in Formel s. V.)   (sollte ∼ 15 mOsm/kg betragen)
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IV. Lösung 1 + 9

5,4 g der Lösung 1 (Saline-Hepes-Stammlösung) werden sterilfiltriert

und mit 50,9 g unverdünntem Percoll aufgefüllt.

 Osmolarität messen: Messwert ⇒ dp (in Formel s. V.)  (sollte ∼ 350

mOsm/kg betragen)

V. Rechnung

1.) Oa = 0,1 x (10m + 9p)

           =  ∼ 310

2.) R = [Oa – (0,1 x dp)]  / (0,9 x dp)

         =  ∼ 0,85

3.) Vp = (10m – 295) / [R x (295 – p)]

           = ∼ 11

VI. Percoll -Gebrauchslösungen

1.) 100 %ige Percoll -Gebrauchslösung:

= (Vp – 9) x 1,13 x 5g Percoll + Lsg 1 + 9

= (Vp – 9) x 5,65g Percoll + Lsg 1 + 9

Vorsichtig schwenken

Osmolarität messen   (sollte ∼ 295 mOsm/kg betragen)

2.) 35 %ige Percoll -Gebrauchslösung:

• Eine Hälfte (ca. 33 ml) der 100 % -Lösung nehmen (entspricht V1)

• Mit Lösung M auf V2 auffüllen

• V2  = V1 x 100 / 35

• Vorsichtig schwenken

3.) 70 %ige Percoll -Gebrauchslösung:

• Andere Hälfte (ca. 33 ml) der 100 % -Lösung nehmen (entspricht V1)

• Mit Lösung M auf V3 auffüllen

• V3  = V1 x 100 / 70

• Vorsichtig schwenken
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Die Gebrauchslösungen können bei 4°C im Kühlschrank gelagert  und

ungefähr zwei Wochen verwendet werden.

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS)

NaCl                                                                      1,5 M

Na2HPO4 x 2H2O                                                  91 mM

KH2PO4                                                                27 mM

Aqua dest. ad.                                                  1000 ml

Dieser Ansatz entspricht einer 10-fach konzentrierten Stammlösung.

Für die Gebrauchslösung ist die Stammlösung entsprechend 1 : 10 zu

verdünnen und wird auf pH 7,4 und 280-320 mOsm/kg eingestellt.

100 ml der Gebrauchslösung werden für einen Versuchstag sterilfiltriert

und danach erfolgt die Zugabe von 50 mg Streptomycin und 75 mg Pe-

nicillin.

Medien

TALP-Medium [Tyrode-Albumin-Laktat-Pyruvat-Medium (Zusammensetzung nach

PARRISH et al. 1988)]

a) Stammlösungen (Ansatz von jeweils 100 ml):
NaCl                                                                     2,3 M

KCl                                                                    158 mM

NaHCO3                                                            150 mM

NaH2PO4 x H2O                                                  35 mM

CaCl2 x 2H20                                                      200 mM

MgCl2 x 6H2O                                                    100 mM

Die Stammlösungen werden bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt.

Gentamycinsulfat                                                 50 mg/ml

Natriumpyruvat                                                     2,2 mg/ml
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Die Stammlösungen von Gentamycinsulfat und Natriumpyruvat werden

in 1 ml Aliquoten eingefroren und pro Versuchstag wird jeweils ein Ali-

quot verbraucht.

b) Gebrauchslösung :

NaCl (21,7 ml der Stammlsg.)      99 mM

KCl ( 9,8 ml der Stammlsg.)       3,1 mM

NaHCO3 (50   ml der Stammlsg.)      15 mM

NaH2PO4 x H2O ( 5    ml der Stammlsg.)       0,4 mM

CaCl2 x 2H2O ( 5    ml der Stammlsg.)       2 mM

MgCl2 x 6H2O ( 5,5 ml der Stammlsg.)       1,1 mM

Hepes       9,2 mM

Natriumlaktat     21,6 mM

Aqua dest. ad.   500 ml

Die 500 ml des Talp-Mediums werden auf einen pH-Wert von 7,4 ein-

gestellt, sterilfiltriert und in 15 ml-Portionen eingefroren.

Am Versuchstag werden nach dem Auftauen des Mediums hinzugege-

ben:

Gentamycin (150   µl der Stammlsg.)

Natriumpyruvat ( 16,5 µl der Stammlsg.)

BSA (Cohn’s Fraktion V)        90 Mg

Die Osmolarität der Gebrauchslösung sollte zwischen 280-320 mOsm /

kg liegen.
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Verdünner

Androhep (Zusammensetzung nach WEITZE 1990)

Glucose x H2O                                                  144 mM

tri-Natriumcitrat x 2 H2O                                     27,2 mM

NaHCO3                                                             14,3 mM

Hepes                                                                  37 mM

EDTA x 2H2O                                                       6,5 mM

BSA  (Cohn’s Fraktion V)                                     0,25 g

Gentamycinsulfat                                                26 mg

Aqua dest. ad.                                                   100 ml

Die Androhep-Lösung wird eingestellt auf pH 7,4 und 280-320

mOsm/kg und in Portionen von 100 ml ohne BSA abgefüllt. BSA wird

am Versuchstag nach dem Auftauen frisch zugesetzt.

Androhep ohne EDTA (mod. Androhep, Zusammensetzung nach WABERSKI et al.

1994)

Glucose x H2O                                                  144 mM

tri-Natriumcitrat x 2 H2O                                     27,2 mM

NaHCO3                                                             14,3 mM

Hepes                                                                  37 mM

BSA  (Cohn’s Fraktion V)                                     0,25 g

Gentamycinsulfat                                                26 mg

Aqua dest. ad.                                                   100 ml

Die Androhep-Lösung ohne EDTA wird eingestellt auf pH 7,4 und 280-

320 mOsm/kg und in Portionen von 50 ml ohne BSA abgefüllt. BSA

wird am Versuchstag nach dem Auftauen frisch zugesetzt.
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BTS (Beltsville-Thawing-Solution) – (Zusammensetzung nach JOHNSON et al. 1988)

Glucose x H2O                                                  186,7 mM

Natriumcitrat x 2H2O                                          20,4 mM

NaHCO3                                                             15,5 mM

EDTA x 2H2O                                                       3,5 mM

KCl                                                                      10,7 mM

Gentamycinsulfat                                                25 mg

Aqua dest. ad.                                                   100 ml

Einstellung der Lösung auf pH 7,4 und 280-320 mOsm/kg.

Lösung kann eingefroren werden.

9.4  MATERIALIEN FÜR DEN OVIDUKT-EXPLANT-ASSAY

Anatomische Pinzette Fa. TBH GmbH, Langenhagen, Han-
nover

Arterienklemme Fa. Aesculap, TBH GmbH, Langenha-
gen, Hannover

Brutschrank mit CO2 Begasung (CO2-Auto-
Zero)

Fa. Heraeus, Hamburg

Computer mit angeschlossenem Monitor
(Triniton)

Fa. Dell, USA
Fa. Sony, Japan

Computergestütztes Flächenmeßprogramm
„Aida“

Fa. Mika medical GmbH (Bildanalyse
Vers. 2.0, Copyright 1992), Rosenheim

Einmalspritzen (2 ml) Fa. Heiland, Hamburg
Glaspetrischale mit Paraffin gefüllt Eigene Herstellung
Inversmikroskop (IM 35) mit aufgesetzter
Videokamera (Kappa, CF 8 / 1)

Fa. Zeiss, Jena

Kanülen Gr. 12 (0,7 x 30 mm) Fa. Heiland, Hamburg
Mikropinzette (Dumont forceps 45°) Fa. Fine Science Tools GmbH, Heidel-

berg
Mikroschere mit einer Schnittfläche von drei
Millimetern und zwei spitzen Schenkeln (Mi-
ni-Vannas)

Fa. Fine Science Tools GmbH, Heidel-
berg

Monitor (WV-3M 1400) Fa. Panasonic, Japan
Overheadprojektorfolie + -folienschreiber
Petrischalen, groß (100 x 15 mm) Fa. Greiner GmbH, Frickenhausen
Petrischalen, klein (35 x 10 mm) Fa. Greiner GmbH, Frickenhausen
Petrischalen, klein (35 x 10 mm) für Zellkul-
turen

Fa. Greiner GmbH, Frickenhausen
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Schere mit zwei spitzen Schenkeln Fa. Aesculap, TBH GmbH, Langenha-
gen, Hannover

Silikon (Silicone Stopcock Grease, Dow
Corning)

Fa. Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Skalierung  (OT, 0,01mm) Fa. Olympus, Japan
Stereomikroskop Fa. Zeiss (475003), Jena
Videokassetten (300 min) Fa. Sony, Japan
Videorecorder (SLV-E 720, VHS) Fa. Sony, Japan
Wärmeplatte (HT 200) Fa. Minitüb GmbH, Heidelberg

9.5  MATERIALIEN FÜR DEN DUDFINDER SPERM-BINDING
ASSAY

Arbeitsvordrucke für die Beschriftung der
Mikrotiterplatten

Fa. BioPore Inc., USA

DudFinder Sperm-Binding Assay Mikroti-
terplatten (8 x 12 well)

Fa. BioPore Inc., USA

Heizinkubator (Slide Warmer, 581 A Mod 1
37°C) mit Aluminiumträgern

Fa. Animal Reproduction Systems,
USA

Klebeband (Tesa), weiß  (10mm Breite) Fa. Beiersdorf, Hamburg
Pipettenspitzen, gelb (20-200 µl) mit einer
weiten Öffnung (Big-Mouth-Pipettes)

Fa. BioPore Inc., USA

Styroporbehälter
Wärmeschrank (Typ B 5042 E) Fa. Heraeus, Hamburg
Zellstoff (Industriewischtuch 4-lagig / A-
Tork™-Soft)

Fa. SCA Hygiene Products, Germany

8-Kanal-Multipipette Fa. Brand GmbH & Co, Wertheim
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