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Einleitung

1 Einleitung

Verglichen mit anderen Haussdugetieren weisen die Equiden eine geringere Fertilitit auf.
Dieses Defizit versucht man durch eine biotechnologische Aufbereitung von Hengstsamen
und durch eine moderne instrumentelle Sameniibertragung und ein umfangreiches
Besamungsmanagement auszugleichen. Die Einfliisse von Besamungsdosis, -volumen,
-zeitpunkt sowie Frequenz und Intervall der kiinstlichen Sameniibertragung sind schon in
vielen verschiedenen Studien erortert worden. FEin Zusammenhang zwischen
Besamungstechnik und Konzeptionsrate konnte bis heute jedoch noch nicht eindeutig

nachgewiesen werden.

In den Gebidrmutterkorper eingebrachte Spermien erreichen schon nach relativ kurzer Zeit die
Uterushornspitze (KATILA et al. 2000) und stehen in einer spezifischen Anordnung zu den
epithelialen Strukturen der uterotubalen Verbindung (SCOTT et al. 2002). Deutlicher als
durch die individuelle Progressivitit der Spermien wird die Verteilung im weiblichen
Genitale jedoch durch eine Uterusmotilititssteigerung im Zuge der Interaktion mit dem
Inseminat beeinflusst (KATILA et al. 2000). Desweiteren konnen spezifische Anteile des
Inseminats moglicherweise Auswirkungen auf die Uberlebensfihigkeit der Spermien im
Reproduktionstrakt der Stute haben (CLAUS et al. 1992, TROEDSSON et al. 1998). Eine
zentrale Fragestellung ist, ob die Kolonisation der Samenzellen im kaudalen Isthmus in einem

Zusammenhang mit einer moglichst ovulationsnahen gerichteten Samendeponierung steht.

Die vorliegende Arbeit bezieht sich in erster Linie auf die Besamungstechnik, bei der
festgestellt werden soll, ob sich Unterschiede in Hinblick auf die Triachtigkeitsrate ergeben,
wenn die Besamung in den Gebdrmutterkorper mit der tiefintracornualen und der
hysteroskopischen Inseminationstechnik verglichen wird. Im Rahmen der Zuchtsaisons 2001
und 2002 standen am Niedersidchsischen Landgestiit in Celle Warmblutstuten fiir die
Sameniibertragung unter Verwendung reduzierter Dosen fliissigkonservierter —und
tiefgefrorener Spermien zur Verfiigung. Es ist das Anliegen in dieser Arbeit, unter
praxisnahen Bedingungen ohne kosten- und zeitintensive Laborarbeit mit einer moglichst
groBen Anzahl an Stuten eine wissenschaftlich begriindete Einschitzung des Einflusses der
Inseminationstechnik und der Spermiendosis auf die Fertilititsergebnisse von Warmblutstuten

auch hinsichtlich veschiedener vorberichtlicher Situationen zu erzielen.



Abkiirzungsverzeichnis

2 Abkiirzungsverzeichnis

a. ov. = ante ovulationem

BD = Besamungsdosis

BV = Besamungsvolumen

cAMP = zyklisches Adenosin-Monophosphat
FS = Frischsperma

FV = Franzosischer Verdiinner ( INRA 82 )
GnRH = Gonadotropin-Releasing-Hormon
GSZ = Gesamtspermienzahl

hCG = humanes Choriongonadotropin

HYSI = Hysteroskopische Insemination

ICPI = Intracorporale Insemination ( in den Gebarmutterkorper )

ID = Innendurchmesser

IU = Internationale Einheiten

k. A. = keine Angabe

KB = Kiinstliche Besamung

Mio. = Millionen

Mrd. = Milliarden

OV = Ovulation

PBS = Phosphate Buffered Saline

p.i. = post inseminationem

p.ov. = post ovulationem

p.m. = post mortem

PMN = Polymorphkernige Neutrophile
pms = progressiv motile Spermien
Tab. = Tabelle

TG = Tiefgefriersperma

TICNI = Tiefintracornuale Insemination
TR = Trichtigkeitsrate

TU = Tréchtigkeitsuntersuchung

US = Ultraschalluntersuchung

UTP = Uterotubalpapille
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3 Literaturiibersicht
3.1 Spermientransport

Nachdem die Spermiogenese in den ménnlichen Keimdriisen abgeschlossen ist, durchlaufen
die Spermien die posttestikulire Reifung im Nebenhoden. Bei der Ejakulation verlassen die
Spermien geschiitzt durch eine Proteinhiille das ménnliche Genitale iiber den Samenleiter und
die Harnrohre (TOPFER-PETERSEN et al. 1998). Im Natursprung sowie bei der
instrumentellen Sameniibertragung gelangen die Spermien direkt in die Gebdrmutter. Von
dort werden die Spermien durch aktive und passive Fortbewegungsmechanismen in die
Hornspitze transportiert. Nur wenige Spermien befinden sich nach Passage der uterotubalen
Verbindung in den Eileitern. Die Eileiterampulle, den Ort der Befruchtung, erreicht
schlieBlich nur ein sehr geringer Teil der urspriinglich in das weibliche Genitale verbrachten

Spermienanzahl (YANAGIMACHI 1994).

3.1.1 Aktive und passive Fortbewegung

Die Fihigkeit der Spermien zur aktiven Fortbewegung entwickelt sich wihrend der
Nebenhodenpassage (YANAGIMACHI 1994). Durch Wechselwirkungen mit den
sekretorischen Produkten des Nebenhodens kommt es zu komplexen Verdnderungen der
Lipid- und Proteinmuster der Spermienmembranen (TOPFER-PETERSEN et al. 1998).
YANAGIMACHI (1994) geht davon aus, dass eine Verdnderung im cAMP-modulierten
Proteinkinase-System sowie der Transfer einiger Substanzen, wie z.B. dem Forward-Motility-
Protein, aus der epididymalen Fliissigkeit an der Entstehung der Beweglichkeit der Spermien
beteiligt sind. Die Moglichkeit, die Calciumkonzentration intrazelluldr niedrig zu halten,
scheint fiir das Erreichen der Bewegungsfihigkeit von Bedeutung zu sein (YANAGIMACHI
1994).

Durch Schlagen des Flagellums bewegen sich die Spermien aktiv vorwirts. Hengstspermien
weisen die Besonderheit des paraxialen Schwanzansatzes auf. Thr Bewegungsablauf ist somit
durch mehr oder weniger grofle Kreisbewegungen gekennzeichnet (BIELANSKI 1982). Die
Spermienbewegung wird durch uterine Spaltraume, rheologische Umstinde der Sekrete und

die epitheliale Oberflichencharakteristik beeinflusst (KATZ et al. 1989).

11



Literaturiibersicht

Der passive Spermientransport beruht auf Myometriums- und Myosalpinxsaktivitit. Die
Auslosung von Kontraktionen ist unter anderem abhingig von dem sensorischen Stimulus
und dem Dehnungsreiz beim Deckakt (TROEDSSON et al. 1998). Dariiber hinaus konnte das
in den Uterus verbrachte Volumen einen kontraktilen Effekt auf die Gebédrmutter haben
(NIKOLAKOPOULOS u. WATSON 2000) und somit auf die Verteilung des Spermas

Einfluss nehmen.

BADER (1982) beobachtete, dass bei Stuten, die zwei Stunden nach Insemination mit
Tiefgefriersperma in den Gebarmutterkorper geschlachtet wurden, noch keine Spermien in
den Eileiterampullen nachzuweisen waren. Bei Frischsperma hingegen konnte BADER
(1982) bei zwei von fiinf Stuten zwei Stunden p.l. einige Spermien in den Ampullen
auffinden. Vier Stunden nach der KB hatte eine gro3e Anzahl die Uterotubalpapille erreicht.
In der Eileiterampulle kamen im besten Fall 1000 Spermien an. Nach sechs Stunden nahm die

Zahl der Spermien an der uterotubalen Verbindung und in den Eileitern schon wieder ab.

Angekommen in den Hornspitzen der Gebidrmutter, miissen die Spermien die Barriere der
uterotubalen Verbindung in den Eileiter iiberwinden. TROEDSSON (1998) geht davon aus,
dass einige der befruchtungsfihigen Spermien bis zur Ovulation im kaudalen Isthmus, dem
sogenannten Spermareservoir, verweilen, bis sie dann zur Befruchtung in die Ampulle des
Eileiters aufsteigen. Dass die Spermienmotilitit mit dem Erreichen der Eileiters in
Zusammenhang steht, konnten SCOTT et al. (1995) bestitigen, da bei Besamung mit Sperma
von subfertilen Hengsten signifikant weniger Spermien die FEileiter erreichen, als Spermien
von fertilen Hengsten. Motilitit allein verspricht allerdings keine erfolgreiche Befruchtung, da
eine zu groBe Abhingigkeit von den motilitdtsbeeinflussenden Faktoren des weiblichen

Genitals besteht (KATILA et al. 2000).

3.1.2 Uterusmotilitit und Interaktion mit dem Inseminat

3.1.21 Myometriumskontraktionen

TROEDSSON et al. (1998) stellten fest, dass durch den Deckakt bzw. durch die kiinstliche

Besamung koordinierte Kontraktionen der glatten Muskulatur in Gebdrmutter und Eileiter

12
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hervorgerufen werden konnen. Es wird vermutet, dass eine postcoitale Oxytocinausschiittung
den Transport der Spermien zum Ort der Befruchtung vereinfacht. Es ist erwiesen, das
sexuelle Stimulation bei rossigen Stuten zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von
Oxytocin fithrt (ALEXANDER et al. 1995). RIGBY et al. (1999) verabreichten den Stuten
kurz nach der Besamung Oxytocin intravends. Sie konnten mit dieser exogen zugefiigten

Oxytocingabe jedoch keinen entscheidenden Effekt auf die Trichtigkeitsraten erzielen.

Zur Untersuchung der Myometriumsaktivitit verwendeten TROEDSSON et al. (1998) die
Elektromyographie, um aufzuzeigen, dass es kurz nach Insemination mit Frischsperma zu
einer ersten Motilitditsphase mit einer Dauer von 30 Minuten kam. Eine zweite
Aktivitdtsphase des Myometriums setzte nach 4 Stunden ein und hielt fiir mindestens 12
Stunden an. Die Kontraktionswellen verliefen in beide Richtungen, zum einen vom
Uteruskorper bis zu den Eileitern und zum anderen von den Hornspitzen bis zur Zervix
(TROEDSSON et al. 1998). Dieses Phidnomen der Motilitétssteigerung war TROEDSSON et
al. (1993) in einer vorausgegangenen Versuchsreihe nach Inokulation einer Bakterieninfusion
in die Gebdrmutter bereits aufgefallen. Der Mechanismus dieser schnellen Reaktion des
Myometriums konnte nicht geklidrt werden. Durch das Einbringen einer dem Organismus
fremden Materie ist jedoch eine physiologische Abwehrreaktion der Gebdrmutter zu
Reinigungszwecken zu erwarten (TROEDSSON 1995). TROEDSSON et al. (1998)
vermuten, dass es bei der zweiten Motilitdtsphase eher um die Ausscheidung der in der
Gebidrmutter verbliebenen Reste des Inseminats geht als um den Spermientransport. Die
Autoren stellen fest, dass die Besamung sehr dhnliche Aktivitdtskurven des Myometriums
ergibt wie die Infusion einer Bakterienlosung in die Gebdrmutter. Dariiber hinaus konnte
folgender Unterschied festgestellt werden: Altere, zur Endometritis neigende Stuten
reagierten im Vergleich zu jiingeren, unempfindlichen Stuten mit dreistiindiger Verspétung
auf die Bakterieninokulation. Wie von SCOTT et al. (1995) demonstriert wurde, weisen
subfertile Stuten vier Stunden nach Insemination in den Gebdrmutterkérper weniger

Spermien im Ovidukt auf als fertile Stuten.

Die Uterusmotilitit der Probandinnen in einer Studie von KATILA et al. (2000) zeigte sehr
individuelle Schwankungen zwischen 5 und 65 Kontraktionen in der ersten halben Stunde
nach Insemination. Bei den meisten Stuten beobachteten die Autoren vier bis sieben zirkulédre
Kontraktionen, bei denen es zu einer relativ schnellen Vorwirtsbewegung des radioaktiv

markierten Spermas in die Hornspitze und einem nachfolgenden Riicklauf in das Corpus uteri
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kam. Separate Hornkontraktionen schienen fiir kurze Zeit das Uteruslumen komplett zu
verschlieBen. KATILA et al. (2000) rdumen ein, dass das zur Sedation eingesetzte
Detomidine laut SCHATZMANN et al. (1994) eine fiir 30 Minuten nach Verabreichung
positiv verstirkende Wirkung auf die Uterusmotilitdt besitzt. Ebenso ist es moglich, dass
durch die rektale Manipulation leicht vermehrt uterine Kontraktionen aufgetreten sein

konnten.

3.1.2.2 Verteilung der Spermien

KATILA et al. (2000) zeigten in einer Studie mit Hilfe der Scintigraphie, wie sich radioaktiv
markierte Spermien im weiblichen Genitaltrakt verhalten. Bei Besamung in den
Gebirmutterkorper konnten die ersten Spermien nach 8 bis 20 Minuten an der Hornspitze
identifiziert werden. Eine Stunde p.i. erreicht die Spermienansammlung im Uterus ihren
Hohepunkt, nach zweieinhalb Stunden haben jedoch die meisten Spermien die Gebidrmutter
iber die Vagina und Vulva schon wieder verlassen. Und nach viereinhalb Stunden sind so gut
wie keine motilen Spermien mehr im Uterus zu detektieren. KATILA et al. (2000) hatten
erhofft, radiomarkierte Spermien periovariell oder abdominal aufzuzeigen, um direkt

nachweisen zu konnen, ab wann sich die ersten Spermien im Eileiter befinden.

Die Verteilung des Spermas im weiblichen Genitale ist laut SCOTT (2000) von folgenden
Faktoren abhédngig: von der Lokalisation, an der das Sperma deponiert wird, von der
Morphologie und Motilitdt der Spermien, sowie von der Anatomie der Stute und dem
mikrobiologischen Milieu in Uterus und Eileiter. Auch Seminalplasmainhaltsstoffe kdnnten
indirekt Einfluss auf die Motilitit der Gebidrmutter haben — zum Beispiel die kontraktile
Wirkung des Prostaglandin, welches im Seminalplasma des Hengstes aber eher niedrig

konzentriert vorkommt (CLAUS et al. 1992).

MCcCUE et al. (2000) vermuten, dass einige Spermien nur wenige Minuten brauchen, um sich
an der uterotubalen Verbindung einzufinden. Laut BADER (1982) sind vier Stunden nach
intrauteriner Besamung max. 1000 Spermien in der Ampulle angekommen. SCOTT et al.
(1995) konnte vier Stunden nach der Besamung hochmotile Spermien aus den Eileitern

zuriickgewinnen.
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3.1.23 Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten

Nach BADER (1982), KATILA (1997), KOTLAINEN et al. (1994) TROEDSSON et al.
(1995), TROEDSSON et al. (1997) sind schon wenige Stunden nach der Besamung einige
Leukozyten in die Gebdrmutter gelangt. Aufgrund der Tatsache, dass sie stindig im Blut
zirkulieren, konnen sie sich auf ein chemotaktisches Signal hin sofort ohne Verzogerung in
der Gebirmutter einfinden (TROEDSSON et al. 1995). In einem Versuch von TROEDSSON
(1995) stellte sich heraus, dass die mit 700 Mio. Spermien in 50 ml PBS (Phosphate Buffered
Saline) besamten Stuten mit einer dhnlich heftigen PMN-Migration auf die eingebrachten
Spermien reagierten wie in einer anderen Versuchsreihe auf Streptococcus zooepidemicus. In
der Kontrollgruppe hingegen, in der nur 50 ml PBS in die Gebdrmutter verbracht wurden, war
eine deutlich geringere Einwanderung von PMN registriert worden. TROEDSSON et al.
(2001) gehen davon aus, dass die polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) iiber die
Komplementaktivierung angeregt werden, in die Gebdarmutter einzuwandern, um Spermien zu
phagozytieren. Dies ergab sich aus In-vitro-Studien, bei denen Spermien mit Blutplasma
inkubiert und hitzeinaktiviert wurden. Danach wurde fetales bovines Serum zugesetzt und mit
einem speziellen Medium verdiinnt. Die Proben wurden in die untere Etage einer
chemotaktischen Kammer verbracht, in der die PMN durch einen Polykarbonatfilter in
Richtung einer chemoattraktiven Substanz wandern sollten. Nach Inkubation wurden der
Filter auf einem Objektriger ausgestrichen, angefirbt und ausgezédhlt. Durch eine
Wirmebehandlung des Blutplasmas kam die Einwanderung der PMN vollstindig zum
Erliegen, was von TROEDSSON et al. (2000) auf die Inaktivierung des stark

hitzeempfindlichen Komplements zuriickgefiihrt wird.

TROEDSSON et al. (2000) haben festgestellt, dass sich im Gebdrmutterlumen regelrechte
Spermien-PMN-Aggregate bilden, die langsam umhertreiben und den Transport der Spermien
zum Ovidukt verhindern. TROEDSSON (1995) vermutet, dass die an Spermien gebundenen
Opsonine die Phagozytose vereinfachen. Wihrend dieses Prozesses wird PGF,, freigesetzt,

was zu Uteruskontraktionen fiihrt und den Reinigungsmechanismus vorantreibt.

Das Seminalplasma soll die Einwanderung, Chemotaxis, Phagozytose und Aggregation der
PMN unterdriicken (TROEDSSON et al. 1997). Somit wird den Spermien indirekt geholfen,
das Spermareservoir im kaudalen Isthmus der Eileiter zu erreichen (TROEDSSON et al.

2000). Die Autoren halten die Entziindungsreaktion nach der Bedeckung bzw. Besamung fiir
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eine physiologische Reinigungsreaktion, um ein geeignetes Milieu fiir den Embryo zu
schaffen (TROEDSSON et al. 1998). In diesem Zusammenhang fiel ihnen auf, dass nach
Besamung mit Tiefgefriersperma die Gebdrmutter im Vergleich mit Frischsperma sehr viel
heftiger reagiert. Ob die Ursache hierfiir das fehlende Seminalplasma ist oder ob es an den
besonderen Zusitzen im Tiefgefrierverdiinner oder an der veridnderten Spermienoberfliche
infolge der Kryokonservierung liegt, bleibt weiterhin ungeklart. KATILA (1997) deutet an,
dass bei Tiefgefriersperma die akrosomale Oberflidche so verdndert worden sein konnte, dass
die Spermien fiir die eingewanderten Leukozyten leichter zu phagozytieren sind.
Moglicherweise bleibt durch den Mangel an Seminalplasma die Stimulation der
Myometriumsaktivitdt aus. Dieses konnte eine mangelhafte Selbstreinigung der Gebiarmutter
von den Inseminationsprodukten zur Folge haben und wiirde so die vermehrte Neigung zur

Endometritis erkldaren (KATILA 1997).

KOTILAINEN et al. (1994) sind der Meinung, dass das Ausmal} der Neutrophilen-Migration
abhédngig von der Konzentration des Spermas ist. Ihre Versuchsgruppen waren signifikant
hoher mit Neutrophilen belastet als die Kontrollgruppe, die heftigsten Reaktionen ergaben
sich jedoch bei der Verwendung von Tiefgefriersperma und hochkonzentriertem
Frischsperma. KOTILAINEN et al. (1994) vermuten, dass die Neutrophilen eher durch die
Spermien als durch Bakterien chemotaktisch angelockt werden. In dhnlichen Experimenten
erhielten NIKOLAKOPUOLOS und WATSON (2000) durch eine uterine Lavage 48 Stunden
post inseminationem die hochste Anzahl an PMN bei vorhergegangener Inokulation von zwei
Milliarden Spermatozoen in 40 ml Phosphat gepufferter Kochsalzlosung (PBS). KATILA
(1995) beobachtete erste Polymorphkernige Neutrophile (PMN) dreiig Minuten nach
Besamung und stellte ein Maximum eingewanderter PMN nach 8 Stunden fest. Dieses
Maximum schien 24 Stunden erhalten zu bleiben, nach 48 Stunden waren jedoch alle PMN
mit phagozytierten Spermien eliminiert oder hatten iiber die Lymphbahnen ihren Abfluss

gefunden.

3.1.3 Passage der uterotubalen Verbindung

BOYLE et al. (1987) entnahmen mindestens 24 Stunden zuvor besamten oder bedeckten
Ponystuten (n = 10) die Hornspitzen und den kaudalen Isthmus teils prae- und teils
postovulatorisch. Im Elektronenmikroskop zeigten sich im Ostrus sowohl in den Hornspitzen

als auch radidr angeordnet auf der Uterotubalpapille und in dem kaudalen Isthmus tiefe,

16



Literaturiibersicht

O0dematose Longitudinalfalten, die post ovulationem deutlich abflachten und ihre sekundéren
Furchen verloren. Wihrend die Zellen in unmittelbarer Umgebung der Papille und zwischen
den radidr angeordneten Falten keine Besonderheiten an der Oberfldache besallen, waren die
Zellen auf den Faltenwiilsten mit den unterschiedlichsten Mikrovilli und Cilien besetzt, die
richtungsweisend orientiert zu sein schienen. In einigen Fillen waren Spermium und
Oberfliche der uterotubalen Verbindung mit einer schleimigen Schicht iiberzogen. Es wurden
jedoch weder Anzeichen fiir Phagozytose bemerkt, noch wurden Leukozyten gesichtet. Da bei
der Stute die Spermien allgemein intrauterin platziert werden und sich schnell bis in die
Hornspitze verteilen konnen, nehmen BOYLE et al. (1987) und YANAGIMACHI (1994) an,
dass die uterotubale Papille die Funktion einer Barriere einnimmt und somit einen wichtigen

Teil der Selektionsfunktion iibernimmt und dadurch vor Polyspermie schiitzt.

SCOTT et al. (1995) konnten vier Stunden nach Besamung in den Gebidrmutterkorper bei
subfertilen Stuten signifikant weniger Spermien in den Eileiter nachweisen als bei normalen
Stuten. Das Resultat einer Studie von SCOTT et al. (2000) ergibt , dass, selbst wenn sich ein
grofler Anteil teratogener Spermien in der Besamungsdosis befindet, an der UTP in situ mit
einem Elektronenmikroskop zu iiber 90 % morphologisch einwandfreie Spermien angetroffen
werden. Das veranlasst SCOTT et al. (2000) zu der Annahme, dass entweder missgebildete
Spermien die uterotubale Verbindung gar nicht erst erreichen, oder dass diese Spermien
keine normale Verbindung mit dem Epithel eingehen konnen. SCOTT et al. (2002) sind der

Meinung, dass die uterotubale Papille ein priovulatorisches Spermareservoir darstellt.

3.14 Aufgabe des kaudalen Isthmus

SCOTT et al. (1995) fanden heraus, dass sich das Sperma innerhalb von vier Stunden vor
allem an der Uterotubalpapille sammelt, und dass auch noch 18 Stunden (SCOTT et al. 2002)
nach der Besamung Spermien dort anzutreffen sind. Sie ordnen sich bevorzugt seitlich
zueinander an, wobei die Kopfe iiberwiegend an der luminalen Seite im Epithel verankert
sind und weniger in den Falten der Papille. Die Bindung ist scheinbar ausschlaggebend fiir
das Uberleben der Spermien. SCOTT et al. (2002) konnten 18 Stunden nach Besamung eine
Verschiebung der Spermienverteilung von der Papillen6ffnung auf uteriner Seite in Richtung
Papillenlumen beobachten. Das Reservoir soll den Spermien Schutz vor Phagozytose bieten.
Diese Vorginge konnen nur stattfinden, wenn die Spermien mit ihren membranstidndigen

Kohlenhydraten in einer komplexen Verbindung mit dem Eileiterepithel stehen (LEFEBVRE
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et al. 1995). LEFEBVRE et al. (1995) vermuten, dass bei dem Einsatz von TG-Sperma die
Bindungskapazitit reduziert sein konnte, da eine Interaktion der Kohlenhydrate mit dem
Verdiinner nicht ausgeschlossen werden kann. Auch der physikalische Stress, der durch das
Einfrieren und Auftauen auf die Spermien ausgeiibt wird, konnte zu einer Verdnderung der
Kohlenhydratkomposition fithren und somit die Bindung zum Eileiterepithel einschrinken.
THOMAS et al. (1995) zeigten, dass bei in-vitro-Versuchen mit Monolayer-Zellkulturen von
equinen Eileiterepithelzellen die Bindung von Hengstspermien am Eileiterepithel eine
qualitative und quantitative Veridnderung in der Proteinsekretion der Epithelzellen zur Folge
hat. THOMAS et al. (1995) vermuten, dass die Proteinsekretion Einfluss auf die Lagerung,
Reifung und Langlebigkeit der Spermien haben konnte.

HUNTER et al. (1987) und YANAGIMACHI (1994) konnten auch bei anderen
Haussédugetieren eine Akkumulation im kaudalen Abschnitt des Eileiteristhmus registrieren.
SCOTT (2000) geht davon aus, dass an jener Stelle reguliert wird, wie viele Spermien zur
Eileiterampulle aufsteigen. YANAGIMACHI (1994) vermutet, dass dieser Vorgang durch
hormonelle = Schwankungen zum Zeitpunkt der Ovulation iber ein direktes
GefiBBversorgungssystem beeinflusst werden konnte. SCOTT et al. (1995) konnten bei fertilen
Stuten signifikant hohere Konzentrationen an Spermien in dem kaudalen Isthmus registrieren
als im proximalen Isthmus oder der Ampulla. DOBRINSKI et al. (1997) stellten durch in
vitro-Versuche mit Monolayer-Zellkulturen fest, dass bei an den Eileiterepithelien
gebundenen Spermien die intrazelluldre Calciumkonzentration der Spermien niedriger ist als
bei den luminalen Spermien. Somit konnte eine vorzeitige Kapazitation in vivo verhindert
werden. Das wiirde bedeuten, dass der kaudale Isthmus dafiir verantwortlich ist, dass
rechtzeitig zur Ovulation geniigend befruchtungsfihige, kapazitationsbereite Spermien zur

Verfiigung gestellt werden.

Bei den bis zur Kapazitation in einer Art ,,Warteposition* verharrenden Spermien 16st sich
— auf ein bisher noch ungeklirtes Signal hin — die schiitzende Proteinschicht auf. Vermutlich
16sen sich die Spermien, deren Membran fiir Calcium permeabel geworden ist, vom Epithel
des kaudalen Isthmus und werden durch den Einstrom von Calcium in den Zustand der
Hyperaktivitit versetzt (HO u. SUAREZ 2001), durch den die Spermien unterstiitzt werden,
den Ort der Befruchtung, die Eileiterampulle, zu erreichen (YANAGIMACHI 1994). Durch
biochemische Vorginge und Umorganisation der Spermienmembran wird die

Bindungsfihigkeit des Spermiums an die Zona pellucida der Eizelle erreicht und somit die
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Akrosomenreaktion vorbereitet (TOPFER-PETERSEN et al. 1998). Die Eizelle ist von einer
Hiille aus Cumuluszellen umgeben, die von den Spermien durchquert werden muss, um an die
Zona pellucida zu gelangen. Diese schiitzt die Eizelle vor mechanischen Schédden, vollzieht

eine speziesspezifische Gametenerkennung, induziert die Akrosomenreaktion und baut eine

Polyspermieblockade auf (YANAGIMACHI 1994).

Die Akrosomenreaktion, die unter anderem durch einen intrazellularen Calciumeinstrom
initiiert wird, ist ein im Elektronenmikroskop morphologisch sichtbarer Vorgang, der die
Spermien auf die Penetration der Eizelle vorbereitet und die Fusion der Zellmembranen
beider Gameten erméglicht. Uber eine zuniichst punktformige Verschmelzung mit der
Plasmamembran unterzieht sich die duflere akrosomale Membran einer zunehmenden
Vesikulierung, bis nur noch der Ansatz des Aquatorialsegments bestehen bleibt, wihrend im
Ubrigen die innere akrosomale Membran freiliegt. Bei dem Vorgang induzieren exocytotisch
freigesetzte hydrolytische Enzyme einen Spalt in der Zona pellucida, durch den das Spermium

dann einzudringen vermag (YANAGIMACHI 1994).

3.2 Spermiendosis und Inseminationstechnik

3.2.1 Spermiendosis

3.2.1.1 Frischsperma

Die Tabelle 01 gibt eine Ubersicht iiber Studien, in denen unterschiedliche Besamungsdosen
bei der Verwendung von Frischsperma eingesetzt wurden. Erlduterungen zu den einzelnen

Studien folgen im anschlieBenden Text.

Legende der Tab. O1:

FS = Frischsperma

k. A. = keine Angaben

NS = Nativsamen, unbehandelt

Oxy. = Oxytocin

Palp. = TU durch transrektale Palpation
pms = progressiv motile Spermien
postov. = nach Ovulation

VS = Versandsperma (24 Std. alt)
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In vielen der hier erwihnten Studien betrug die Standardspermiendosis fiir Frischsperma 500
Mio. vorwirtsbewegliche Spermien. BEDFORD u. HINRICHS (1994) und GAHNE et al.
(1998) haben die Erfahrung gemacht, dass es keinen negativen Einfluss auf die
Trichtigkeitsergebnisse zu haben scheint, wenn anstelle der 500 Mio. mit 300 Mio. pms
besamt wird. Bei Besamung in den Gebarmutterkorper mit 250 bis 2000 Mio. pms wird bei
den hier erwidhnten Studien im Durchschnitt eine Trichtigkeitsrate von etwa 63 % erwartet. In
Frankreich wurden in einer umfangreichen Studie von VIDAMENT et al. (1999) Versuche
zum Einfluss des Spermienalters nach Samenentnahme auf die Fertilitit von Stuten
durchgefiihrt. Es ergab sich eine Trichtigkeitsrate pro Zyklus von 56% (n = 5300 Zyklen),
wenn die Insemination unmittelbar nach Gewinnung der Spermien stattfand. Bei Besamung
innerhalb von 12 Stunden nach der Samenentnahme lag die Befruchtungsrate bei 56%
(n = 2050 Zyklen), bzw. bet 49% (n = 4030 Zyklen), wenn innerhalb der 12 h nach

Gewinnung das Sperma zusitzlich noch transportiert wurde.

MCcKINNON (1994) erstellte eine wahrscheinliche Tréichtigkeitsrate anhand der Fertilitit von
Hengsten. Sie besagt, dass zwei sehr unterschiedlich fertile Hengste gleichwohl beide
Befruchtungsergebnisse von 75% erreichen konnten, der fertilere Hengst schon nach zwei,
der andere allerdings erst nach 6 Zyklen pro Stute. Statistisch geht McKINNON (1994)
davon aus, dass die Fertilititsergebnisse beim Einsatz von kryokonserviertem Sperma etwa an

50% der beim Einsatz von Frischsperma erzielten Trichtigkeitsraten heranreichen.

PICKETT und VOSS (1975) verglichen in ihrer Studie Besamungsdosen von 500 Mio. und
100 Mio. unbehandelten Spermien und erhielten Befruchtungsraten von 36 und 43 %, die sich
nichtsignifikant voneinander unterschieden. Wurde das Ejakulat jedoch mit Trisverdiinner
aufbereitet, unterschieden sich die Triachtigkeitsraten bei einer Dosis von 500 Mio. (72,2%)
bzw. 100 Mio. (27,8%) signifikant voneinander. In einer Studie von HOUSHOLDER et al.
(1981) stellten sich fiir die mit 500 Mio. pms (75%) besamten Stuten gegeniiber denen, die 50
Mio. pms (37,5%) erhielten, auch signifikant bessere Konzeptionsraten heraus. MANNING et
al. (1998) besamten 12 Stuten mit 100 Mio. progressiv motilen Spermien (pms) in den
Gebirmutterkorper und erhielten eine Trichtigkeitsrate von 33%. Mit 10 Mio. pms wurden

noch 17% (2/10) tragend.

BUCHANAN et al. (2000) erreichten bei Besamung in den Gebarmutterkorper mit 500 Mio.

Spermien und einem Besamungsvolumen von 20 ml eine Tréichtigkeitsrate von 90% (18/20),
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wihrend SAMPER et al. (1991) 521 Stuten alle 48 Stunden mit 500 Mio. motilen
Frischspermien versorgten und nach dem ersten Zyklus Tréichtigkeitsraten von
durchschnittlich 50% erhielten. JASKO et al. (1992) zeigten, dass das Besamungsvolumen
von 50 ml (Spermiendosis: 1250 Mio. pms) im Vergleich mit einem Besamungsvolumen von
10 ml (Spermiendosis: 250 Mio. pms) bei einer Konzentration von 25 Mio. pms/ml keinen
Einfluss auf die Ergebnisse besitzt. Es wurden jeweils 19 Embryonen von 24 bzw. 25 Stuten
zuriickgewonnen. Es stellte sich heraus, dass eine niedrige Spermienkonzentration (5 Mio.
pms/ml) bei groBem Besamungsvolumen (50ml) einen negativen Einfluss auf die Anzahl der

zuriickgewonnenen Embryonen hatte.

In einer Studie von WOODS et al. (1990) fiihrten die Autoren in ihren Untersuchungen
Einzelinseminationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch. Eine Gruppe von Stuten
wurde mit Erreichen eines Follikeldurchmessers von 35 mm besamt. Eine weitere wurde am
Tag der Ovulation und eine letzte Gruppe einen Tag nach der Ovulation besamt. Die
Inseminationsdosis betrug mindestens 400 Mio. bewegliche Spermien. Die daraus
resultierenden Tréachtigkeitsraten lagen bei 61, 52 und 6%. Demnach wiesen die am Tag nach
der Ovulation belegten Tiere signifikant schlechtere Ergebnisse auf. Die Stuten, die 1, 2 oder
3 Tage prae ovulationem besamt wurden, hatten signifikant bessere Ergebnisse als die 4, 5, 6
oder mehr Tage vor dem Eisprung besamten Tiere. WOODS et al. (1990) beobachteten bei
postovulatorisch besamten Stuten eine erhohte Embryosterblichkeit zwischen Tag 11 und Tag
40 der Trachtigkeit. Die Ergebnisse einer Studie von KOSKINEN et al. (1990) lagen bei
100% (10/10), wenn die Stuten mit 500 Mio. pms in einem Zeitraum von 6 bis 18 Stunden
post ovulationem besamt wurden. Im Zeitraum 18 bis 24 Stunden nach Ovulation sind es
noch 40% und nach 24 Stunden 0%. In einem zweiten Experiment wurden die Stuten O bis 27
Stunden nach Ovulationsfeststellung besamt. Dabei erreichten sie eine Konzeptionsrate von
46% (13/28).  Auffillig ist auch in dieser Arbeit die ungewohnlich hohe friihe
Embryomortalitdt. Vier der 13 Stuten verloren bis Tag 21 ihre Frucht und eine mit iiber 21

Tagen Trichtigkeit.

Die von BEDFORD und HINRICHS (1994) 18-30 Stunden nach Samengewinnung entweder
mit 30 ml oder 120 ml besamten Ponystuten wiesen keinen signifikanten
Trachtigkeitsunterschied auf (7/9 u. 10/10). Eine Spermiendosis von 250 Mio. pms wurde
zwei Tage nach Erreichen eines 30 mm Follikels im 48-Stunden-Intervall eingesetzt. GAHNE

et al. (1997) untersuchten an 64 Stuten, ob es einen signifikanten Unterschied in der
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Trichtigkeitsrate ergibt, wenn die Stuten anstelle der 500 Mio. pms mit 300 Mio. pms belegt
werden. Die im 48-Stunden-Intervall besamten Stuten beider Gruppen erreichten
Konzeptionsraten von 64% (23/36) und 75% (21/28) und unterschieden sich nicht signifikant.
SQUIRES et al. (1998) behandelten in einer Studie die Frage, ob es sinnvoller sei, beim
Versand von Sperma die zweite Portion der selben Charge mit dem ersten Besamungstermin
als Doppeldosis zu inseminieren oder diese am Folgetag, 48 Stunden nach der
Samenentnahme, einzusetzen. Das Versuchsschema bestand aus drei Gruppen; in der ersten
wurde mit einer Milliarde pms bei Anwesenheit eines pridovulatorischen Follikels von
mindestens 40 mm in den Gebarmutterkorper besamt. Zeitgleich bekamen alle Stuten 2500 IU
hCG und wurden am darauffolgenden Tag ein zweites Mal mit 1 Mrd. pms besamt. Um den
Versand zu simulieren war das bei 5°C gekiihlte Sperma schon bei der ersten Besamung 24
Stunden und bei der zweiten Sameniibertragung 48 Stunden alt. In Gruppe 2 und 3 wurden
die Stuten nur einmal nach 24 Stunden mit einer bzw. zwei Milliarden pms besamt. Die
Ergebnisse fielen folgendermaBen aus: In Gruppe 1 wurden 64% der Stuten tragend (16/25),
in Gruppe 2 waren es 31 % (9/29) und in der dritten Gruppe konzipierten 41% (12/29).
SQUIRES et al. (1998) folgerten aus diesen Resultaten, dass die Besamung in Ovulationsnéhe
einen entscheidenden Einfluss auf die Trichtigkeitsrate besitzt. Um bei den
Einzelbesamungen niher an den Ovulationszeitpunkt heranzukommen, miisse die hCG-Gabe
moglicherweise 24 Stunden vorverlegt werden. Hier merken die Autoren jedoch an, dass es
unter praktischen Gesichtspunkten sinnvoller sei, mit der Ovulationsinduktion bis zum

Eintreffen der Spermiendosis beim Ziichter zu warten.

RIGBY et al. (1999) besamten einmal pro Rosse mit 100 Mio. Frischspermien (BV: 4ml). Im
Anschluss an die Besamung wurde den Stuten 20 IU Oxytocin intravends verabreicht. Die
Verfasser hatten die Hoffnung, durch die Gabe von Oxytocin die Kontraktilitit von
Myometrium und Myosalpinx zu erhohen. So sollten mehr Spermien am Ort der Befruchtung
ankommen und sich daraus eine hohere Trichtigkeitsrate ergeben. Es stellte sich allerdings
heraus, dass das exogen zugefiigte Oxytocin keinen nachweisbaren Effekt auf die
Trachtigkeitsrate zu haben schien (30%). Das Resultat von 50% Trichtigkeit in der
Kontrollgruppe machte demgegeniiber deutlich, dass selbst mit einem Fiinftel der

Standarddosis noch akzeptable Trichtigkeitsraten erreicht werden konnen.

CLEMENT et al. (2000) besamten Stuten mit einem priovulatorischen Follikel von

mindestens 30 mm Durchmesser im 48-Stunden-Abstand. Die Besamungsdosis enthielt eine
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Gesamtspermienzahl von 200 Mio. in 10 ml. Bei den zwei- bis dreifach besamten Stuten
erhielten CLEMENT et al. (2000) eine Trichtigkeitsrate von 47% pro Zyklus. Dabei erwiesen
sich die Mehrfachbesamungen als nicht signifikant besser im Vergleich zu den
Einzelbesamungen, bei denen 4 von 11 Tieren konzipierten (36%). Auch in der Versuchsreihe
von SCHAFER (2001) erwiesen sich in der Frischsameniibertragung die Einzelbesamungen
in den letzten 24 Stunden vor und in den ersten 12 Stunden nach der Ovulation als @hnlich

erfolgreich wie die Mehrfachbelegungen im 24-Stunden-Intervall.

NIE et al. (2002) selektierten in ihrer Studie Ejakulate nach unterschiedlichen Charakteristika
(Vorwirtsbeweglichkeit, normale Morphologie, hyperosmotisches Schwellvermégen und
Gesamtspermienzahl) und verglichen sie hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Fruchtbarkeitsergebnisse. Die Stuten wurden mit 100 Mio. oder 500 Mio. Spermien besamt
und erreichten folgende Trichtigkeitsraten: 44 und 41%, 55 und 41%, 39 und 31% und 45
und 41%. Die Autoren bemerkten, dass keine der Evaluationsmethoden zur
Spermienselektion fiir die Trachtigkeitsrate von signifikanter Bedeutung ist. Demnach hitte es
also keinen Einfluss auf das Ergebnis, wenn anstelle des auf einen bestimmten Parameter
selektierten Ejakulats (z.B. Vorwirtsbeweglichkeit) ohne weitere Evaluation nur mit einer
spezifischen Gesamtspermiendosis besamt wiirde. NIE et al. (2002) vermuten daher, dass die
verwendeten Besamungsdosen iiber dem Schwellenwert des in dem 1983 von SAACKE
beschriebene Zusammenhangs von Spermiendosis und Fertilitdt liegen konnten, da man
andernfalls mit einem identifizierbaren, dosisabhingigem Fertilitdtsoptimum rechnen wiirde.
SAACKE (1983) beschreibt das Model von SALISBURY und VAN DEMARK (1961), das
besagt, dass die Anzahl an Spermien in einer Spermiendosis soweit angehoben werden kann,
bis sich die Fertilititsergebnisse nicht weiter verbessern. Hier ist der sogenannte
Schwellenwert erreicht, der die optimale Besamungsdosis darstellt. SAACKE (1983) weist
allerdings darauf hin, dass dieses Modell verschiedenen Einflussfaktoren unterliegt und der

Schwellenwert keine Konstante darstellt.

3.2.1.2 Tiefgefriersperma

In der folgenden Tabelle (Tab. 02) werden Studien zur Spermiendosis beim Einsatz von

Tiefgefriersperma in Kurzform zusammengefasst und im anschlieBenden Text erldutert.

25



Literaturiibersicht

Literaturvergleich zur Spermiendosis von Tiefgefriersperma
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Bei Besamungen mit Tiefgefriersamen werden iiblicherweise 800 Mio. bis 1 Mrd.
Gesamtspermien mit einer Vorwértsbeweglichkeit von mindestens 35% verwendet. Die
durchschnittliche Tréchtigkeitsrate beim Einsatz von 5 - 10 000 Mio. Spermien (iiberwiegend
pms nach dem Auftauen) liegt in den hier erwédhnten Studien (Tab. 02) bei etwa 38 %.

CHRISTIANELLI et al. (1984) besamten in einer mehrstufigen Versuchsreihe die Stuten mit
einer Dosis von 161 bis 340 vorwirtsbeweglichen Spermien nach dem Auftauen und
erreichten damit Trichtigkeitsraten von durchschnittlich 56%. In einer mehrjdhrigen Studie
von MULLER (1987) wurden von 959 Stuten 537 tragend (56%). Es zeichneten sich
Unterschiede bezogen auf die Fertilitidt der eingesetzten Hengste (29-62%) sowie individuelle
Erfolgsquoten der unterschiedlich angelernten Besamungstechniker (0-79%) ab. KLOPPE et
al. (1988) erreichten bei pra- bzw. postovulatorischer Besamung Trichtigkeitsraten von 60
und 55%. In einer Studie von SAMPER et al. (1991) wurden 177 Stuten innerhalb von 12
Stunden nach Ovulation mit 1 Milliarde Spermien insgesamt besamt. Die durchschnittliche

Befruchtungsrate lag bei 50% nach dem ersten Zyklus.

LEIPOLD et al. (1998) verglichen Spermienkonzentration und Spermienanzahl in
Tiefgefriersamen in Hinblick auf die Trichtigkeiten. Unterteilt in vier Besamungsgruppen
wurden die Stuten einmal mit einer geringen Spermienkonzentration (400 Mio. Spermien/ml)
und Dosis (320 Mio. pms), einmal mit einer geringen Spermienzahl bei hoher Konzentration
(1600 Mio. Spermien/ml) und umgekehrt einmal mit groBer Spermienanzahl (800 Mio. pms)
in niedriger Konzentration und in der letzten Gruppe mit groer Spermienanzahl und hoher
Konzentration besamt. Die Trichtigkeitsergebnisse lagen bei 15% (4/26), 40% (10/25), 28%
(7/25) und 33% (8 /24).

In einer Feldstudie von VIDAMENT et al. (1997) zur Gefrierfdahigkeit und Fertilitit von
Tiefgefriersperma wurden Besamungsdosen von 300 oder 150 Mio. Gesamtspermien
eingesetzt. Bei Stuten, die zweimal pro Ostrus besamt wurden, ergaben sich gegeniiber den
Einzelbesamungen (34%, n = 1576 vs 26%, n = 626; P < 0,001) signifikante Unterschiede.
Wenn man nur die Einzelbesamungen betrachtet, die innerhalb von 24 Stunden vor Ovulation
vorgenommen wurden, so erhilt man fiir die mit 300 Mio. Spermien belegten Stuten (26%,
n = 508) keine signifikant besseren Ergebnisse als fiir die Stuten die nur 150 Mio. Spermien

bekamen (21%, n = 71). Die Trichtigkeitsraten (pro Zyklus) fiir Maiden-, Fohlen- und giiste
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Stuten sowie Stuten, die abortiert hatten, waren gleich: 31% (n = 281), 33% ( n = 1326), 29%
(n=611)und 28% (n = 123).

KATILA et al. (1996) besamten die Stuten mit 200 bis 400 Mio. pms alle 48 Stunden bis zur
Ovulationsdetektion. Von den priovulatorisch besamten Stuten erwiesen sich am Tag 15 nach
Ovulation 30% als tragend, wihrend in der Gruppe der postovulatorisch besamten die
Triachtigkeitsrate bei 18% lag. NEWCOMBE (1999) fiihrte Einzelbesamungen mit
Tiefgefriersperma in den ersten zwolf Stunden nach Ovulationsfeststellung durch, und
erreichte eine Trichtigkeitsrate von 40%. In den Saisons 1996-1999 erreichten VIDAMENT
et al. (1999) mit Tiefgefriersperma bei Besamung mit 400 Mio. Spermien in einem Intervall
von 24 Stunden eine Tréichtigkeitsrate von 49% (n = 4190). In einer Studie von SCHAFER
(2001) wurden die Stuten mit 800 Mio. pms in den Gebidrmutterkdrper besamt. Wenn die
Stuten 12 Stunden vor bis 12 Stunden nach Ovulation besamt wurden, ergaben sich keine

signifikanten Trachtigkeitsunterschiede gegeniiber Mehrfachbesamungen.
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Inseminationstechni

3.2.2

In Tabelle 03 werden Studien zur Besamungstechnik in Kurzform zusammengefasst und im

anschlielenden Text erldutert.
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Fortsetzung der Tab. 03
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3.2.21 Frischsperma

In einer Studie von MANNING et al. (1998) zur endoskopisch geleiteten Sameniibertragung
in den Eileiter wurden die Stuten der ersten beiden Gruppen mit Frischsperma in den
Gebirmutterkorper besamt, wobei Stuten der Gruppe 1 mit 100 Mio. PMMN ( Progressiv-
motile, morphologisch normale) Spermien in ca. 12 ml und Stuten der Gruppe 2 mit 10 Mio.
PMMN Spermien in 2,5 ml besamt worden waren. In den Gruppen 3 und 4 wurden
hysteroskopisch einmal 10 Mio. PMMN Spermien in 0,25 ml sowie 1 Mio. in 0,16 ml im
ipsilateral zur Ovulation liegenden Eileiter abgesetzt. Bei einem priovulatorischen Follikel
von >35mm & bekamen die Stuten zeitgleich mit der Besamung 2000 IU hCG verabreicht
und wurden fiir die Hysteroskopie mit Detomidine® und Butorphanol® sediert. Das Endoskop
wurde durch die Zervix in die Gebdrmutter eingefiihrt und anschlieBend Luft insuffliert.
Nachdem der Besamungskatheter die Hornspitze erreicht hatte, wurde er durch die Offnung
der uterotubalen Papille in den Eileiter eingefiihrt. Die Tréachtigkeitsraten fiir die Gruppen
1 - 4 fielen wie folgt aus: 1. Gruppe 4/12 Stuten (33%), 2. Gruppe 2/12 Stuten (17%),
3. Gruppe 0/11 Stuten (0%) und 4. Gruppe 2/9 Stuten (22,2%). Drei Stuten der 4. Gruppe
hatten nach 3 Tagen noch nicht ovuliert. Zwei der hysteroskopisch besamten Stuten reagierten

mit einer postinseminatorischen Fliissigkeitsansammlung in der Gebdrmutter.

VAZQUEZ et al. (1998) besamten 10 Stuten mit 3,8 Mio. vorwirtsbeweglichen
Frischspermien in 0,20 ml durch ein Hysteroskop direkt auf die Uterotubalpapille. Die Stuten
wurden 24 Stunden nach Gabe von 2500 IU humanem Choriongonadotropin besamt. Die
MindestgroBe des dominanten Follikels lag mit Applikation von hCG bei 35mm . Es wurde
eine Trichtigkeitsrate von 33% erreicht. Bei sechs Stuten hatte sich nach der Besamung

Fliissigkeit in der Gebdrmutter angesammelt.

In einer 1999 durchgefiihrten Studie verglichen LINDSEY et al. (2002 a) die
hysteroskopische Besamung mit der tiefintracornualen Insemination. Die Stuten wurden mit
5 Mio. motilen Spermien je zur Hilfte mit einem Videoendoskop direkt auf die
Uterotubalpapille bzw. mit Hilfe einer flexiblen Pipette unter Ultraschallkontrolle in die
Hornspitze besamt. In der hysteroskopisch besamten Gruppe wurden fiinf von zehn Stuten
tragend (50%), in der tiefintracornualen keine. Warum das zweite Ergebnis so unbefriedigend
ausfiel, konnten sich die Autoren nicht erklidren; denn immerhin erreichten BUCHANAN et

al. (2000) mit dieser Technik und gleicher Dosis eine Trichtigkeitsrate von 35%. In einer
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weiteren Gruppe von LINDSEY et al. (2002 a) wurde bei 5 von 20 Stuten, die mit 5 Mio.
gesextem Frischspermien hysteroskopisch inseminiert wurden, eine Trichtigkeit festgestellt

(25%).

WOODS et al. (2000) iiberpriiften den Effekt einer tiefintracornualen Prostaglandingabe
(0,25mg PGE,) zwei Stunden vor Insemination auf die Trichtigkeitsergebnisse. Die Stuten
wurden in eine corporale und eine tiefintracornuale Besamungsgruppe eingeteilt. Bei der
tiefintracornualen Insemination bzw. zur Applikation der PGE,-Gabe wurde eine flexible
Pipette unter manueller rektaler Kontrolle bis in die Hornspitze vorgefiihrt. Die
Besamungsdosis betrug 25 Mio. Gesamtspermien (BV: 1ml) von einem Hengst mit anerkannt
guter Fertilitit oder einem zweiten Hengst mit geringerer Fertilitit. WOODS et al. (2000)
erreichten Befruchtungsergebnisse von 59 und 29 %. Die Prostaglandin-Gabe wirkte sich nur
bei dem fertilen Hengst signifikant positiv auf die Triachtigkeitsrate aus. Die Ergebnisse fiir
die unterschiedlichen Besamungstechniken waren jedoch gleich: 56% der Stuten wurden mit
der herkommlichen Besamung und 63% mit Hilfe der tiefintracornualen Insemination

tragend.

In einer Studie von RIGBY et al. (2000) wurden die Stuten wiederum jeweils 2 Stunden vor
Insemination tiefintracornual mit einer Dosis von 0,25mg/ml Prostaglandin E, in
physiologischer Kochsalzlosung behandelt. Die Stuten der einen  Gruppe wurden
hysteroskopisch mit einem Videoendoskop direkt auf die Uterotubalpapille besamt, wihrend
bei der anderen Gruppe das Sperma mit Hilfe transrektaler Palpationskontrolle in der
Hornspitze abgesetzt wurde. In zwei weiteren Gruppen wurde zur Kontrolle je ein Milliliter
Kochsalzlosung zwei Stunden vor Sameniibertragung in die Uterushornspitze eingebracht.
Bei priovulatorischen Follikeln von >33mm Durchmesser wurde 2500 IU hCG i.v.
verabreicht und 24 Stunden spiter besamt. Die Besamungsdosis wurde auf eine
Gesamtspermienzahl von 5 Mio. festgelegt und das Besamungsvolumen betrug 0,20 ml. Vor
der Besamung wurde das Sperma 24 Stunden in einem Equitainer, einem speziell fiir
Hengstsperma konzipierten Lagerungsbehiltnis, gelagert, anschlieBend zentrifugiert und mit
Milch-Glucose-Verdiinner auf die gewiinschte Dichte eingestellt. Zwischen den Gruppen, die
PGE, bekommen hatten, und denen, die keines bekommen hatten, gab es im Hinblick auf die
Befruchtungsergebnisse (55% u. 57%) keinen Unterschied. Bei den hysteroskopisch besamten
Stuten lag die Konzeptionsrate bei 62% (13/21), bei der TICNI wurden 10 von 20 Stuten

tragend (50%). Eine signifikante Differenz war bei keiner der Gruppen festzustellen.
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BUCHANAN et al. (2000) besamten 20 Stuten mit 500 Mio. Frischspermien (20 ml) in den
Gebidrmutterkdrper und in einer zweiten Gruppe 21 Stuten mit 25 Mio. pms/ml
tiefintracornual, wobei der Sitz des flexiblen Katheters transrektal sonographisch kontrolliert
wurde. In einer weiteren Gruppe wurden 20 Stuten mit 5 Mio. pms in 0,2 oder 1,0 ml
tiefintracornual inseminiert. Bei allen Stuten wurde die Ovulation mit einem GnRH-Analoga
(Deslorelin®) eingeleitet und 34 Stunden spéter mit Frischsperma besamt. Von den 20 Stuten,
die mit 500 Mio. Spermien besamt worden waren, wurden 18 Tiere tragend (90%); 12 von 21
Stuten wurden tragend, nachdem sie mit 25 Mio. Spermien besamt worden waren (57%), und
in der dritten Gruppe, in der mit 5 Mio. Spermien besamt wurde, wurden 7 von 20 Stuten

tragend (35%).

In einer Studie von McCUE et al. (2000) wurde die Spermiendosis von 50 000 frischen pms
operativ per Flankenschnitt direkt in den Eileiter verbracht und eine Trichtigkeitsrate von
21,4 % erzielt. Die intrauterine Kontrollgruppe unterschied sich mit einer Tréachtigkeitrate

von 40 % nicht signifikant von der Versuchsgruppe.

MORRIS et al. (2000) machten hysteroskopische Besamungsversuche mit unterschiedlicher
Spermienanzahl. Ab einer FollikelgroBe von 35mm O leiteten sie die Ovulation mit hCG oder
GnRH ein. Mittels eines elektronischen Videoendoskops wurde das Sperma nach
transzervikaler Insufflation von Luft direkt in kleinen Bldschen auf der Uterotubalpapille
abgesetzt. Wihrend der 45-60 Minuten andauernden Aufbereitung des Spermas wurde es im
verdiinnten Zustand durch die Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation konzentriert und
anschlieend anhand eines Densimeters auf die gewiinschte Dichte eingestellt. MORRIS et al.
(2000) verwendeten ein Besamungsvolumen von je etwa 100ul. Die Versuchsgruppen 1 - 6
dieser Studie wurden mit den nachfolgenden Konzentrationen an Frischsperma besamt: 10
Mio., 5 Mio., 1 Mio., 0,5 Mio., 0,1 Mio und 0,001 Mio. Spermien. Bei der hysteroskopischen
Besamung wurde ein equiner GIFT-Katheter (Gamete-Intrafallopian-Transfer, Fa. Cook
Veterinary Products, Brisbane) und ein Videoendoskop (Pentax EPM 3000, Fa. Pentax UK
Ltd, Slough) verwendet. Die Trichtigkeitsergebnisse stellen sich wie folgt dar: Sechs von
zehn Stuten (60%) wurden in Gruppe 1 tragend, in Gruppe 2 waren es 75% (6 von 8 Stuten)
und in Gruppe 3 waren es 64% (16/25). In den Gruppen 4, 5 und 6 nimmt die TR deutlich ab:
In Gruppe 4 wurden noch 29% erreicht und in den Gruppen 5 und 6 waren es nur noch 22%

bzw. 10% Trichtigkeit. Sechs der Stuten der ersten drei Gruppen wurden zwei bis drei Tage
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nach der Ovulation getotet, um die Eileiter zu spiilen und die befruchteten Eizellen zu

bestimmen. Alle 6 Stuten waren tragend und besaBen Embryonen im 4 - bis 8-Zellstadium.

Bei einer Vergleichsstudie von RIGBY et al. (2000) kam heraus, dass sich 18 Stunden nach
der Besamung eine signifikant hohere Anzahl von Spermien im ipsilateralen Ovidukt
befinden, wenn man anstatt der Insemination in den Uteruskorper tiefintracornual besamt. Der
Sitz der Besamungspipette wurde durch transrektale Palpation an der Hornspitze kontrolliert.
Zur Besamung wurde eine Dosis von 500 Mio. pms in 10 ml verwendet. 18 Stunden post
inseminationem wurden die 20 Versuchstiere ovariohysterektomiert, die Eileiter gespiilt und
die zuriickgewonnenen Spermien quantitativ ausgewertet. Bei der Hilfte der Stuten war im
Voraus eine verzogerte Clearancefunktion der Gebidrmutter festgestellt worden. Es sollte
geklért werden, ob durch die herabgesetzte Uterusmotilitéit dieser Stuten weniger Spermien im
Ovidukt anzutreffen waren als bei normal fertilen Stuten. Die Anzahl der Spermien im
Ovidukt war jedoch bei beiden Gruppen gleich. RIGBY et al. (2000) vermuten, dass nach 18
Stunden post inseminationem selbst den Stuten mit verzogerter Reaktion geniigend Zeit
gelassen wurde, die Spermien zum Eileiter zu befordern, und sich so die Unterschiede zu
anderen Studien, die im kiirzeren Abstand nach Besamung die Anzahl der Spermien im

Ovidukt untersucht hatten, erkldren lieBen.

LINDSEY et al. (2002 b) fiihrten verschiedene Besamungsversuche durch. Nach
hysteroskopischer Insemination von je 5 Mio. gesexten und nicht sortierten Spermien
erhielten LINDSEY et al. (2002 b) Trichtigkeitsraten von 37,5 und 40%. Da es offensichtlich
Schwierigkeiten bereitet, gesextes, kryokonserviertes Sperma erfolgreich einzusetzen, suchten
LINDSEY et al. (2001) nach folgender Alternative: Sie besamten 20 Stuten mit 20 Mio.
Frischspermien, welche sofort nach der Samenentnahme per Flowzytometrie gesext wurden.
In einer zweiten Versuchsgruppe lieBen sie das Sperma vor dem Sexen fiir 18 Stunden bei
20°C Raumtemperatur stehen. Beide Gruppen erhielten Ergebnisse um die 30-35 %.
LINDSEY et al. (2001) verfolgten die Uberlegung, anstelle des gesexten Gefrierspermas
vorzugsweise Frischsperma an Reproduktionszentren zu schicken, die in der Lage sind
Sperma zu sexen, um die Stuten dann vor Ort zu besamen. In einer weiteren Versuchsreihe,
die sich mit derselben Problematik befasste, besamten LINDSEY et al. (2002 c) jeweils 25
und 22 Stuten hysteroskopisch mit 20 Mio. durch Flowzytometrie gesexten Frischspermien.
Im ersten Fall wurde das Sperma bei 15 °C und in der zweiten Gruppe bei 5 °C fiir 18

Stunden gelagert. In einer dritten Gruppe wurde eine Dosis von 20 Mio. gesexten
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Frischspermien nach 18 Stunden Verwahrung bei 5 °C mittels rektal geleiteter
tiefintracornualer Besamung direkt an die Hornspitze verbracht. Die Triachtigkeitsergebnisse
fielen mit 72, 55 und 38% in der Tendenz besser fiir die hysteroskopisch besamten Stuten

aus, bei denen das Sperma bei 15 °C gelagert wurde.

Bei einer hysteroskopischen Versuchsreihe von KOENE et al. (2002) wurden drei Hengste
mit unterschiedlicher Reproduktionsgeschichte eingesetzt: Ein Hengst hatte mit nur einem
Hoden nach Orchidektomie einen verminderten Spermienausstof3, der zweite Hengst besal3
eine gute Fertilitit und wurde aufgrund der starken Nachfrage in die Untersuchungsreihe mit
aufgenommen und der dritte war ein Junghengst. Die eingesetzten Spermiendosen variierten
zwischen 6 und 200 Mio. motilen Spermien. KOENE et al. (2002) erreichten bei 71 tragenden

Stuten insgesamt — bezogen auf die Anzahl an Stuten — eine Tréichtigkeitsrate von 39,9%.

3.2.2.2 Tiefgefriersperma

In zwei dhnlichen Studien zeigten FEO et al. (1992), dass zwar die Spermienanzahl im
jeweiligen Uterushorn nach postmortaler Spiilung bei der tiefintracornualen Besamung hoher
war als bei der Besamung in den Gebidrmutterkorper, die Anzahl der Spermien in den p.m.
gespiilten Eileitern jedoch durch die verschiedenen Techniken kaum beeinflusst wurden.
Allerdings stellten sich in einer zweiten Studie, in der 48 Stuten mit 250 - 350 Mio. motilen
Spermien tiefintracornual (66,7%) und 25 Stuten in den Uteruskorper (32%) besamt wurden,
die Trichtigkeitsraten der intracorporal besamten Stuten signifikant schlechter dar. MORRIS
et al. (2000) verwendeten in ihren Versuchen jeweils 5 Mio. vorwirtsbewegliche
Tiefgefrierspermien bei einmaliger Besamung. Es wurden 34 Stuten hysteroskopisch besamt
und acht Stuten in den Gebarmutterkorper. Die Trichtigkeitsrate lag fiir die uterotubale

Insemination bei 47 und in der Kontrollgruppe (n = 8) bei 25%.

In der Studie von LINDSEY et al. (2002 b) verglichen sie die Trichtigkeitsraten nach
hysteroskopischer Insemination von je 5 Mio. gesexten Frisch- und Tiefgefrierspermien mit je
5 Mio. nicht sortierten Spermien. Laut LINDSEY et al. (2002 b) kdnnen maximal 15 Mio.
Spermien pro Stunde durch Flowzytometrie nach X- oder Y- tragenden Chromosomen
getrennt werden. Eine erfolgreiche Besamungstechnik mit reduzierter Spermiendosis wiirde

den Finsatz von gesextem Sperma erheblich erleichtern. Die Trichtigkeitsraten fiir die
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Gruppen mit TG-Sperma und gesextem Tiefgefriersperma lagen bei 37,5 und 13 %. Das
schlechtere Ergebnis fiihren die Autoren darauf zuriick, dass durch das Sexen und die

Einfrier- und Auftauprozesse das Sperma zu starkem Stress ausgesetzt wurde.

ALVARENGA und LEAO (2002) machten die Erfahrung, dass, wenn mit 10 Mio.
vorwirtsbeweglichen, kryokonservierten Spermien hysteroskopisch besamt wurde, es
hinsichtlich der Fertilisation keinen Unterschied ergab, ob die Spermien eine Percoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation erfahren hatten oder nicht (33,3%). Bei Insemination von
400 Mio. pms in den Gebdrmutterkérper wurde von 12 Stuten keine tragend. In der Summe
unterschieden sich die Ergebnisse der Hysteroskopien signifikant von denen der

intracorporalen Besamung.

In einer Studie von PETERSEN et al. (2002) wurde ein Besamungsschema fiir
Tiefgefriersperma mit einem Besamungsschema fiir Frisch- bzw. gekiihltes Versandsperma
verglichen. Alle Stuten wurden einer Ovulationsinduktion mit hCG unterzogen. In der ersten
Gruppe wurden die Stuten zwolf und 36 Stunden nach hCG-Gabe mit je 50 Mio.
vorwirtsbeweglichen Tiefgefrierspermien tiefintracornual besamt. In einer zweiten Gruppe
erhielten die Stuten zwolf Stunden nach hCG 500 Mio. frische, progressiv motile Spermien
(pms) in den Gebidrmutterkorper und 24 Stunden nach hCG-Gabe 500 Mio. pms des
Vortages. Die anhand nichtoperativer Embryonenzuriickgewinnung auf 64% fiir Besamungen
mit TG-Sperma und 37% fiir die Besamung mit gekiihltem Frischsperma festgelegten

Fertilisationsergebnisse unterschieden sich nicht signifikant.

Bei den Besamungsschemata, die SQUIRES et al. (2002) miteinander verglichen, wurden die
Stuten der einen Gruppe mit 800 Mio. Tiefgefrierspermien nach dreimaliger
Ultraschallkontrolle nach hCG-Gabe bis spitestens sechs Stunden post ovulationem in den
Gebidrmutterkorper besamt. Die  Vergleichsgruppe erhielt nach nur einmaliger
ultrasonographischer Kontrolle 24 und 40 Stunden nach hCG-Gabe jeweils eine Dosis von
400 Mio. Spermien/0,5ml intracorporal. Die beiden Schemata unterschieden sich im Hinblick
auf ihre Tréachtigkeitsraten nicht voneinander. In einem zweiten Experiment wurden die
Stuten beider Versuchsgruppen mit jeweils 24 und 40 Stunden nach Einleitung der Ovulation
mit 200 Mio. Tiefgefrierspermien besamt. In der einen Gruppe wurde das Sperma in den
Gebidrmutterkdrper (n = 20) und in der anderen tiefintracornual (n = 20) abgesetzt. Die

hieraus resultierenden Konzeptionsergebnisse von 50 und 20 % wurden durch die
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Embryonenzuriickgewinnung am Tag 7-9 post ovulationem festgelegt und fielen fiir die

tiefintracornual besamten Stuten schlechter aus.

3.3 Diagnostisch-therapeutische Hysteroskopie

Schon 1983 setzte WILSON (1983 a) ein flexibles Glasfiberendoskop fiir die Hysteroskopie
ein. Die leicht sedierten Stuten waren in einem gepolsterten Untersuchungsstand fixiert. Zur
Distension des Uterus verwendete er eine Infusion von 3-4 1 sterilen Wassers. Als anatomisch
auffillig erwiesen sich die Longitudinalfalten, die sich durch Gebiarmutterkdrper und Horner
ziechen. WILSON (1983 b) stellt die Bifurcation als einen Orientierungspunkt dar, von dem
aus die Eileiterpapillen, die in ihrer Form und Gro8e variieren, an den Hornspitzen aufgesucht
werden konnen. BRACHER und ALLEN (1992) fiel auf, dass sich die Papille vom Aussehen,
Relaxation und Offnungsgrad dhnlich der Cervix verhilt. Das Aussehen erschien pink-
odematos im Ostrus und blass-protuberant im Didstrus. WILSON (1983 a) wendet die
Hysteroskopie zur Diagnose und Therapie von Endometriumszysten, Adhisionen, sowie zur
direkten Biopsie und Zytologie an. Durch einen Zulauf und eine Absaugpumpe konnen zum
Beispiel Gewebeanteile und Entziindungsprodukte entfernt werden. Bei ihren Hysteroskopien
verwendeten BRACHER und ALLEN (1992) ein Videoendoskop, welches dem
Glasfiberendoskop gegeniiber den Vorteil besitzt, robuster zu sein und eine bessere
Bildqualitét zu liefern. Der Vorgang konnte direkt auf einen Monitor iibertragen werden. Die
Distension erfolgte durch gefilterte Luft, die nach Beenden der Hysteroskopie wieder
abgesogen wurde. So untersuchten BRACHER und ALLEN normal fertile, subfertile und
tragende Stuten. Auch MERKT et al. (1991) behandelten Endometriumszysten durch den
hysteroskopischen  Eingriff unter FEinsatz eines Nadelpapillotoms oder einer

Polypektomieschlinge.

Die Hysteroskopie wird bisher vor allem als minimalinvasiver Eingriff zur Entfernung von
Gebirmutterzysten und zur visuellen Uberpriifung der Uterusbeschaffenheit eingesetzt. Dabei
empfiehlt SCHIEMANN (2001) die Insufflation von Luft mit einem durchschnittlichen
Arbeitsdruck von 20 mmHg, der zur vollstindigen Distension der Gebarmutter ausreicht. Ein
maximaler Druck von 40 mmHg sollte nicht iiberschritten werden, um eine iibermifBige
Kreislaufbelastung zu vermeiden. SCHIEMANN konnten feststellen, dass sich die
Herzfrequenz unter der Hysteroskopie wihrend der Insufflation von Luft signifikant erhohte,

ohne dass sich der Zustand der Versuchsstuten sichtbar veridnderte. Es wurden acht klinisch
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gesunde und negativ getupferte Stuten im Andstrus und Interdstrus untersucht. Auffillig war
eine bakterielle Besiedlung von Pseudomonas aeruginosa bei drei Stuten vier Tage nach der
Hysteroskopie. Obwohl die Stuten nach dem darauffolgenden Zyklus klinisch gesund

erschienen, konnten bei zwei Stuten die Keime noch nachgewiesen werden.
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4 Eigene Untersuchungen
4.1 Material und Methoden
4.1.1 Versuchstiere

4.1.1.1 Hengste

Fiir die Spermagewinnung standen alle Landbeschiler des Niedersidchsischen Landgestiits
Celle zur Verfiigung, die 2001 und 2002 in der Samengewinnung aktiv waren. In der
vorliegenden Arbeit kamen in den Versuchen mit Frischsamen 25 Hengste und bei den
Tiefgefrierspermagruppen 22 Hengste zum Einsatz. Die Ejakulate aller eingesetzten Hengste
sind von gepriifter Fertilitit, wie auch dem saisonalen Endergebnis fiir die Saison 2001

(79,5%) des Niedersichsischen Landgestiits Celle zu entnehmen ist.

4.1.1.1.1  Frischsperma

Das Sperma wurde in einem Zeitraum von 6.00 - 7.00 Uhr morgens im Rahmen des
routineméfigen Stationsbetriebes gewonnen. Die Entnahme erfolgte an einem Phantom mit
kiinstlicher Scheide ,,Modell Hannover*, unter Anwesenheit einer rossigen Stute, die in einem
vor dem Phantom installierten Untersuchungsstand fixiert wurde. Es wurde
Einmalschlauchfolie (Fa. Minitiib, Landshut) in die kiinstliche Scheide eingezogen. Als
Auffanggefille dienten sterile graduierte Glasflaschen, die mit einem Gazefilter (Fa. Minitiib,
Landshut) versehen waren, um grobe Verunreinigungen und ggf. die abgegebene schleimige

Fraktion des Ejakulats abzutrennen.

Jedes Ejakulat wurde sofort nach der Entnahme auf Aussehen, Volumen, Dichte,
Gesamtspermienzahl, = Motilitdit und Morphologie untersucht und mit modifiziertem
Magermilchverdiinner (INRA 82, IJAZ und DUCHARME 1995) auf eine Dichte von 25
Millionen vorwirts bewegliche Spermien pro Milliliter im Auffangglas verdiinnt. Der so
verdiinnte Frischsamen wurde abgedeckt und bis zur Verwendung bei +5°C im Kiihlschrank

aufbewabhrt.
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4.1.1.1.2  Tiefgefriersperma

Die Herstellung des im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiefgefrierspermas
erfolgte in der Pferdebesamungsstation des Landgestiits wihrend des routinemiBig fiir diese
Zwecke vorgesehenen Zeitraums (Oktober bis Ende Januar des Folgejahres). Hierzu wurden
die Hengste auf einen 48-stiindigen Entnahmerhythmus eingestellt (Montag, Mittwoch,

Freitag). Die Samengewinnung erfolgte analog der unter 4.1.1.1.1 beschriebenen Methode.

Nach Vorverdiinnung des Spermas mit modifiziertem Magermilchverdiinner (INRA 82, [JAZ
und DUCHARME 1995) auf eine Spermienkonzentration von 50 Mio. Spermien/ml erfolgte
die Zentrifugation (10 min, 700 g). Der anschlieBenden Dekantierung des Uberstandes folgte
die Resuspension des spermienreichen Retentats nach Zusatz von Tiefgefrierverdiinner
(INRA 82 + 2,0% Eidotter + 2,5% Glycerol). Nach der Resuspension wurde die
Spermienkonzentration mittels Himozytometerverfahren (Thoma neu®, Hecht, Sontheim)
ermittelt und unter weiterem Zusatz von Tiefgefrierverdiinner auf eine Dichte von 200 Mio.
Spermien/ml justiert. Die Abfiillung in 0,5 ml Pailletten (Fa. Minitiib, Landshut) erfolgte
automatisiert. Nach einer zweistiindigen Temperaturanpassung der Pailletten im Kiihlschrank
(+5°C) erfolgte die Tiefgefrierung im Gefrierautomaten (MRS-1°, Fa IMV, L Aigle,
Frankreich) mit einer Einfriergeschwindigkeit von 60°C/min. Bei Erreichen von -160°C
wurde das Gefriergut in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt und bis zur Verwendung in
entsprechenden Lagerungsbehiltnissen aufbewahrt. Das Auftauen erfolgte im Wasserbad bei
37°C fiir 30 Sekunden. Als Mindestanforderung fiir die Besamungstauglichkeit von
Tiefgefriersperma  galt eine  mikroskopisch  ermittelte  Auftaurate von 235%

vorwirtsbeweglichen Spermien.

Eine Inseminationsdosis (Kontrollgruppe) bestand aus 8 x 0,5ml Pailletten; somit lag folglich
eine Gesamtspermienzahl von 800 Mio. Spermien vor. In den Versuchsgruppen (TG-1 bis 3)
ist jeweils nur eine 0,5 ml Paillette verwendet worden. Die Besamungsdosis dieser Gruppen

belief sich somit auf eine Gesamtzahl von 100 Mio. Spermien.
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4.1.1.2 Stuten

In diesem Inseminationsprogramm wurden Warmblutstuten (n = 331) im Alter von 3 bis 21
Jahren eingesetzt, die in der Zuchtsaison (Januar - Juli) der Jahre 2001 und 2002 zur
Besamung stationdr in der Zentralen Pferdebesamungsstation des Niedersidchsischen
Landgestiits Celle eingestellt waren. Die Besamung der Stuten erfolgte entweder mit

Frischsperma (FS, n = 172) oder mit kryokonserviertem Sperma (TG, n = 159).

4.1.1.2.1 Untersuchung der Stuten

Die Linge des Aufenthaltes der Stuten im Landgestiit variierte: Je nach Entscheidung des
Besitzers betrug die Aufenthaltsdauer eine Rosseperiode oder erstreckte sich bis zum
Zeitpunkt der Triachtigkeitsfeststellung 15 - 18 Tage post ovulationem.

Bei der Eingangsuntersuchung wurde der Vorbericht der Stute aufgenommen und ihr
Rosseverhalten am Hengst tiberpriift. Nach einer kurzen klinischen Allgemeinuntersuchung
wurde der Reproduktionsstatus mittels transrektaler Palpation und Ultrasonographie erhoben.
AnschlieBend wurden die Befunde in Anlehnung an den gyniékologischen Schliissel von

KLUG (1999) protokolliert.

4.1.1.2.1.1 Zeitschema der Besamung / Ovulationsinduktion

Um moglichst vergleichbare Versuchsbedingungen zu erreichen, wurden zwei
Besamungsschemata angewandt (s. Abb. 01). Danach erhielten die Stuten in den
Frischspermagruppen (s. 4.1.2) 24 Std. (~10.00 h) vor Besamung 1500 IU
Choriongonadotropin (Choriolutin 5000®, Fa. Albrecht, Aulendorf) intravenss. Die Stuten der
TG-Spermagruppen hingegen wurden 30 Std. (~16.00 h) nach Applikation von 1500 IU hCG

i.v. einmalig besamt.

Grundvoraussetzung fiir den FEinsatz von hCG waren deutliche &duBlere und innere
Rosseanzeichen und ein praovulatorischer Follikel mit einem Durchmesser von mindestens 40
mm. Das Untersuchungsintervall betrug 12 Stunden, bzw. 6 Stunden (24 h, 30 h und 36 h
nach hCG-Applikation) beim Einsatz von Tiefgefriersperma.
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Ovulationsfeststellung:

US - Kontrolle FS (Std. zur KB): -24 -12 0 12 24
US - Kontrolle TG (Std. zur KB): 24 -12 -6 0 6 18
Besamung: FS TG

J J
Zeit (Std. post hCG): 0 12 24 30 36 48
Uhrzeit: 10740 1 22°° 10°°7,.0 16°°  22°° 10°°740 3

Abb. 01: Schematische Darstellung der Zeitgestaltung von Untersuchungsintervall (US-
Kontrolle), Ovulationsinduktion (hCG) und Besamungszeitpunkt bei Einsatz von
Frischsperma (FS) und Tiefgefriersperma (TG)

4.1.1.2.1.2 Klinisch-gynékologische Parameter

Nach Kontrolle der dueren Rossemerkmale unter Anwesenheit eines Hengstes (nach KLUG
1999) wurde bei den Stuten der Zyklusstand der inneren Geschlechtsorgane anhand rektaler
Palpation und Ultrasonographie erhoben. Es kam dabei ein Gerit (Aloka Echo Camera SSD-
210 DX, Fa. Hellige, Hamburg) zum Einsatz, welches mit einem 5 MHz-Linearschallkopf
ausgestattet war. Bei vaginalen Untersuchungen wurde ein Spreizspekulum nach POLANSKI

(Fa. Hauptner, Hannover) verwendet.

Es wurde der Zustand der Gebidrmutter vor der Besamung sowie die postinseminatorische
endometriale Reaktion klinisch-gynikologisch erfasst. Mit einbezogen in die Beurteilung der
Fertilitdtsprognose wurden: Alter, Vorbericht, FollikelgroBe, Follikelanzahl, Anzahl
ovulierter Follikel, Ovulationsintervall, Besamungsdauer, endometriale Odemausbildung zum

Zeitpunkt der hCG-Gabe und ultrasonographisch detektierte Gebiarmutterzysten.
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Vorbericht

Die Stuten wurden vorberichtlich nach folgenden Kriterien klassifiziert: 1 = Fohlen bei Fuf3,
2 = giist, 3 = Maiden, 4 = letzte Saison nicht gedeckt, 5 = Resorption der Fruchtanlage,
6 = Abort der Fruchtanlage, 7 = Tot-/ Fehlgeburt, 8 = unbekannt.

Follikelgrofle und Anzahl

Die FollikelgroBe wurde zum Zeitpunkt der hCG-Gabe festgehalten, wobei vom groften
sonographisch darstellbaren Standbild jeweils der lidngste Durchmesser und die dazu
senkrecht verlaufende groffte Strecke gemessen wurden. Die Entscheidung zur
Ovulationsinduktion bei Ostrischen Stuten erfolgte nach Erreichen eines Follikeldurchmessers
von = 40 mm. Alle weiteren Follikel, die zu diesem Zeitpunkt eine Gro3e von mind. 35 mm
erreichten, wurden notiert. Auerdem wurde vermerkt, ob die Follikel auf dem linken oder

dem rechten Ovar ausgebildet waren.

Ovulationsintervall und Ovulationsmittel

Zum einen wurde registriert, in welchem Zeitraum nach der hCG-Gabe die Stuten ovulierten,
und zum anderen, wie viele Stunden nach der Besamung die Ovulation festzustellen war.
Hierzu wurden die Stuten in einem zwolfstiindigen Intervall (bzw. sechsstiindig bei den TG-
Gruppen) transrektalen palpatorischen und sonographischen Kontrollen unterzogen und aus
dem Intervall zwischen dem Zeitpunkt der letzten Sonographiekontrolle vor und nach

Ovulationsfeststellung wurde ein Ovulationsmittel gebildet.

In den Frischspermagruppen (FS-1 bis FS-5) wurden nur solche Stuten beriicksichtigt, die
zum vorausgegangenen Untersuchungszeitpunkt, zwolf Stunden vor der Besamung, noch
nicht ovuliert hatten. Bei den Inseminationen mit Tiefgefriersperma (TG-1 bis TG-4) wurden
nur solche Stuten einbezogen, die sechs Stunden vor der Besamung noch nicht ovuliert hatten.
Andererseits wurden Stuten, die zum der KB vorausgegangenen Untersuchungszeitpunkt
noch nicht ovuliert hatten, bei denen jedoch zum Zeitpunkt der Insemination die Ovulation

festgestellt wurde, bei der Auswertung beriicksichtigt.

Uterusodem
Die Beurteilung des Odematisierungszustandes des Endometriums im Bereich der Bifurcation
mit Hilfe der ultrasonographischen Untersuchung erfolgte unter Anwendung des nachfolgend

angegebenen Protokolls.
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Einteilung:

(+++) = sehr gut ausgepriigtes endometriales Odem, sehr deutliche
apfelsinenscheibenartige Struktur

(++ (+)) = gut ausgeprigtes endometriales Odem, Radspeichenstruktur deutlich

(++ -) = ausgepriigtes endometriales Odem, deutlich sichtbar

(+(+#)-) = wenig ausgeprigtes Odem

(+ - -) = aufgelockerte endometriale Struktur,

((+)- -) = geringgradig aufgelockerte endometriale Struktur, Ostrusbeginn / - Ende

Intrauterine Fliissigkeitsansammlungen
Intrauterine Ansammlungen von Fliissigkeit wurden nach sonographischer Diagnose

entsprechend dem Beurteilungsschliissel von RASCH et al. (1996) klassifiziert:

Flk. Grad 0 = keine intraluminale Fliissigkeitsansammlung

Flk. Grad1 = 1,0- 1,5 cm, anechogene, intraluminal angesammelte, kleine
Fliissigkeitsmenge

Flk. Grad I = 1,5-2,0 cm, anechogene, intraluminal angesammelte, moderate
Fliissigkeitsmenge

Flk. Grad [l = > 2,0 cm , anechogene, intraluminal angesammelte, grofle Fliissigkeitsmenge

Die Beurteilung erfolgte 18-24 Std. nach der Sameniibertragung.

Inseminationsdauer

Bei den hysteroskopischen Besamungen wurde mit transvaginaler Einfithrung des Endoskops
die Zeit gemessen bis zum Zeitpunkt an dem das Endoskop aus dem weiblichen Genitaltrakt
zuriickgezogen wurde. In den anderen Besamungsgruppen wurde die Zeit vermerkt, wenn die
Besamung vom Einfiihren der Pipette bis zum verlassen des Genitals ldnger als eine Minute

dauerte.

Endometriumszysten
Die bei der ultrasonographischen Untersuchung aufgefundenen Zysten in der Gebidrmutter

wurden nach Lokalisation, GroBe und Anzahl beschrieben.

Morphologie der uterotubalen Papille
Wihrend den hysteroskopischen Besamungen wurde das Aussehen und die Form der
Uterotubalpapille und ihrer unmittelbaren Umgebung registriert. Es wurde zwischen dem

flachen Komplex, der hiigeligen Erscheinung und der Zapfenform unterschieden.
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Gynikologische Untersuchung zur Feststellung von Trichtigkeit

Die Untersuchung erfolgte bei einem Grofteil der Stuten (83%) durch transrektale,
palpatorische und sonographische Kontrolle zwischen dem 15. und 18. Tag nach der
Ovulationsfeststellung auf der Station. Die iibrigen Ergebnisse (17%) wurden im gleichen

Zeitraum durch die Haustierdrzte erfasst und telefonisch erfragt.

Resorptionsrate

Nach Feststellung einer Trichtigkeit am 15. Tag nach Ovulation wurde eine Fruchtresorption
bereits am Tag 18 nach Ovulation diagnostiziert, weitere wurden am 25. Tag p.ov. bis zum
43. Trachtigkeitstag durch transrektale Palpation und Ultrasonographie festgestellt. Zwei

Resorptionen wurden durch den Haustierarzt bekanntgegeben.

4.1.2 Versuchsgruppen

In vorliegender Studie wurden verschiedene Besamungstechniken und Spermiendosen unter
praxisnahen Bedingungen miteinander verglichen. Damit die FErgebnisse statistisch
vergleichbar blieben, wurden alle Stuten einem konstanten Sameniibertragungsmanagement
(s. 4.1.1.2.1.1) unterzogen. Daraus ergaben sich neun Versuchsgruppen, die im folgenden

schematisch festgehalten sind (s. Tab. 04).
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Tab. 04: Schematische Darstellung der Inseminationsgruppen

Gruppe Stuten Inseminations- Sperma Inseminations- Inseminations-
technik volumen dosis
(n) (ml) (x 10%)
FS-1 36 Intracorporal* Frischsperma 12 50 pms
FS-2 33 Tiefintracornual 12 50 pms
FS -3 30 Hysteroskopisch 12 50 pms
FS-4 35 Hysteroskopisch 2 50 pms
FS-5 38 Intracorporal * 12 300 pms
(konventionell)
TG -1 39 Intracorporal * TG-Sperma 0,5 100 total
TG-2 42 Tiefintracornual 0,5 100 total
TG-3 52 Hysteroskopisch 0,5 100 total
TG -4 26 Intracorporal * 12 800 total
(konventionell)

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

n = Stutenanzahl

pms = progressive motile Spermien
total = Gesamtspermienzahl

* in den Gebarmutterkorper

4.1.2.1 Vorbereitung zur Insemination

Rossigen Stuten mit einem préaovulatorischen Follikel von mindestens 40 mm & auf einer
gemessenen Strecke wurde am Tag ; morgens um 10.00 Uhr 1500 IU hCG (Choriolutin®, Fa.
Albrecht, Aulendorf) intravenos verabreicht. Die Stuten wurden anschlieBend in den
folgenden 24 Stunden zwei- bis dreimal (Frischspermagruppen 1-5) bzw. in den nichsten 30
Stunden drei- bis viermal (Tiefgefrierspermagruppen 1-4) transrektal palpatorisch und
ultrasonographisch untersucht. Um 10.00 bzw. 16.00 Uhr des folgenden Tages (Tag ;) wurde
die jeweilige Stute fiir die Besamung in einem Untersuchungsstand fixiert und die Vulva mit

Zellstoff trocken gereinigt.
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4.1.2.2 Methoden der Sameniibertragung

Die Durchfithrung der Sameniibertragung wurde in allen Versuchen von den gleichen

Personen vor genomimen.

4.1.2.2.1 Intracorporale Insemination (ICPI)

Zur Besamung in den Gebdrmutterkorper wurde nach dem Auftauen bei 37°C im Wasserbad
fiir 30 Sekunden und anschlieBender griindlicher Abtrocknung eine 0,5 ml-Paillette (Fa.
Minitiib, Landshut) mit Tiefgefriersamen an der versiegelten Seite mit einem Scherenschlag
erdffnet und in eine Seminette (,,Pferdebesamungspipette Universal®, 65 cm, Fa. Minitiib,
Landshut) eingefiihrt. Ein zur Pipette passender Metallmandrin (Fa. Minitiib, Landshut) schob
die Paillette vorsichtig in der Pipette so weit vor, bis die Spitze des Mandrins Kontakt zum
Verschlusstopfen der Paillette erhielt und das erdffnete Paillettenende im spezifisch

konzipierten Seminettenvorderende arretiert werden konnte.

Bei dem Einsatz von verdiinntem Frischsamen wurde das jeweilige Besamungsvolumen kurz
vor der Sameniibertragung aus dem Auffanggefdl im Kiihlschrank in eine 20 ml fassende
sterile Einmalspritze (Norm-Ject, Luer, Fa. Henke-Sass, Wolf GMBH, Tuttlingen)
aufgezogen. Nach Entnahme der vorgesehenen Spermiendosis beim Frischspermaeinsatz von
50 Mio. vorwirtsbeweglichen Spermien wurden folglich 2 ml entnommen, wonach diese
unmittelbar vor der Besamung mit dem oben erwihnten Magermilchverdiinner (INRA 82) auf

das konstante Besamungsvolumen von 12 ml aufgefiillt wurden.

Die Pipette wurde mit einer behandschuhten Hand durch die gespreizte Vulva transvaginal bis
an den duBleren Muttermund vorgefiihrt. Unter digitaler Fithrung wurde die Seminette
vorsichtig in der Zervix vorgeschoben, so dass das Sperma ca. 5 cm kranial des inneren
Muttermundes entweder durch Druck auf den Spritzenkolben oder den Mandrin abgesetzt

werden konnte.

4.1.2.2.2 Tiefintracornuale Insemination (TICNI)

Die vorbereitenden MaBnahmen fiir die TICNI entsprechen denen der ICPL. Zur

tiefintracornualen Insemination wurde eine im Vergleich zur Universalpipette biegsamere und
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langere (75cm) Seminette (Fa. Minitiib, Landshut) mit einem dazu passenden, flexiblen
Mandrin verwendet, um die Einfithrung bis in die Uterushornspitze zu ermoglichen. Nach
dem Vorschieben der Pipette bis in den Uteruskorper suchte die zuvor vaginal eingefiihrte
Hand von rektal die Pipettenspitze auf. Das Erreichen der jeweiligen Hornspitze wurde durch
vorsichtige rektale Manipulation und Drehbewegung der Pipette erleichtert. Nachdem das
Seminettenvorderende in der ipsilateral zum periovulatorischen Follikel gelegenen Hornspitze
palpiert werden konnte, wurde das Sperma an der Hornspitze abgesetzt. Anschlieend wurde

die Seminette vorsichtig zuriickgezogen.

4.1.2.2.3 Hysteroskopische Insemination (HYSI)

Endoskop

Bei den nachfolgend beschriebenen hysteroskopischen Besamungen ist ein elektronisches
Videoendoskop der Firma Videomed (Videomed GmbH, Miinchen) zum Einsatz gekommen.
Das 180 cm lange, flexible Endoskop war mit zwei Lichtkanélen, einer Kamera, einer
Spiileinrichtung fiir die Optik und einem Arbeitskanal mit 2,8 mm Innendurchmesser
ausgestattet. Die Kamera (Pentax EPM-3000) war iiber einen Prozessor mit einem Computer
verbunden. Die visuelle Ubertragung erfolgte auf einem Monitor. Gleichzeitig konnte die
Besamung iiber einen Videorecorder (Panasonic VCR Model AG-MDS83SE, Panasonic,
Osaka, Japan) aufgezeichnet oder ein per ,,Freezetaste* festgehaltenes Bild gespeichert und zu
einem spdteren Zeitpunkt auf speziellem Fotopapier ausgedruckt (Sony Digital Color Printer
UP-D2500) oder per Computer ausgewertet werden. An der Steuerungseinheit des Endoskops
befanden sich zwei Rider, mit denen sich die Endoskopspitze in alle vier Richtungen
bewegen lieB3, und zwei Feststellfunktionen, mit denen eine bestimmte Position fixiert werden
konnte. Es durfte maximal ein Winkel von 180° eingestellt werden. Weitere wichtige
Funktionen, die per Knopfdruck an der Einheit bedient werden konnten, waren das
Insufflieren von Luft, die Spiilung der Optik mit Fliissigkeit und das Absaugen von Luft oder
Fliissigkeiten iiber eine Absaugpumpe (Kleinsauger Atmolit 12, Atmos Medizintechnik

GmbH & Co, Lenzkirch).

Das Endoskop wurde nach jeder Besamung zur Reinigung und Desinfektion in ein U - Rohr

mit einer speziellen Desinfektionslosung fiir Endoskope (Gigasept F®, Fa. Schiilke & Mayr,
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Norderstedt) gehingt. Aus hygienischen und funktionellen Griinden wurde darauf geachtet,

die Optik, sowie den Spiil - und Arbeitskanal von uterinen Sekreten frei zu halten.

Besamungsvorgang

Die hysteroskopische Sameniibertragung erfolgte am unsedierten Pferd in einem
Untersuchungsstand. Wihrend eine Person das Rektum ausrdumte, bereitete eine zweite
Person das Videoendoskop vor. Der Stute wurde der Schweif in einen
Untersuchungshandschuh einbandagiert und die Vulva mit Zellstoff trocken gereinigt. Ein
zuvor bemessenes Stiick Polyethylenschlauch (1,52 mm AD/ 0,86 mm ID, Fa. Kleinfeldt,
Gehrden) wurde mit einer gekiirzten und abgeschliffenen Kaniile (Neolus, 19G, 1,1 x 40 mm,
Luer 6%, Fa. Terumo, Leuven, Belgien) versehen und durch den Zugang in den Arbeitskanal
eingeféddelt, bis das Schlauchende an der Spitze des Endoskops ca. 5 cm hervorstand. Bei
Tiefgefriersperma wurde das geringe Besamungsvolumen (0,5 ml) direkt in die
Schlauchspitze aufgezogen. Die zwei bzw. zwolf Milliliter Frischsperma wurden in einer

Spritze auf den Kaniilenkonus am Schlauchende aufgesteckt.

Nach transvaginaler FEinfithrung des Endoskops in den Gebédrmutterkorper, wurde das
Endoskop unter rektaler Kontrolle bis in die jeweilige Hornspitze vorgeschoben.
Anschlieend wurde durch die zweite Person an der Steuerungseinheit des Endoskops solange
gefilterte Luft in die Uterushornspitze insuffliert, bis die Uterotubalpapille fokussiert werden
konnte. AnschlieBend wurde der Polyethylenschlauch vorgefiihrt, durch vorsichtige
Navigation an der Steuerungseinheit ein direkter Kontakt des Schlauchendes und der
Uterotubalpapille hergestellt und das Sperma langsam auf der Papille abgesetzt. Bei kleinen
Inseminationsvolumina (0,5 ml und 2 ml) erfolgte - soweit moglich - die Applikation der
gesamten Fliissigkeitsmenge auf die Papille. Bei groBem Inseminationsvolumen (12 ml)
wurde die Papille vorsichtig umspiilt. AnschlieBend wurden zur Entleerung des an der Wand
des Polyethylenschlauches haftenden Spermas 2 ml Luft durch den Schlauch insuffliert.
Wihrend des Zuriickziehens des Endoskopes wurde die Verteilung des Spermas beobachtet.

Die verbleibende Luft entwich selbstindig durch die Ostrusbedingt geweitete Zervix.
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4.1.3 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem SAS®-Programm (,,statistical analysis system*)
im Rechenzentrum der Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Die Beratung fand im Institut

fiir Biometrie und Epidemiologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover statt.

Die Trichtigkeitsergebnisse wurde mit dem xz—Homogenit'atstest verglichen. Ab einer

PriifgroBBe von weniger als fiinf Stuten fand der Fisher’s Exact Test Anwendung.

Zur statistischen Auswertung von Altersverteilung (s. 5.1), Uterusodem (s. 5.7),
Inseminationsdauer (s. 5.11) und der Ovulationszeitpunkte nach hCG-Applikation sowie der
Ovulationszeitpunkte nach Besamung (s. 5.12) wurde die einfaktorielle Varianzanalyse nach

Wilcoxon eingesetzt.
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5 Ergebnisse

Bei der Auswertung der Versuche wurden in erster Linie die Ergebnisse der verschiedenen
Besamungstechniken an Hand der Trichtigkeitsraten miteinander verglichen. Einbezogen in
die Beurteilung wurden das Alter, der Reproduktionsstatus der Stuten, das
Besamungsvolumen, die Besamungsdosis, die Konzentration des Inseminats, die
FollikelgroBe, die Follikelanzahl, die Seitenverteilung der praovulatorischen Follikel und die
Anzahl ovulierter Follikel sowie deren Seitenverteilung zwischen linkem und rechtem Ovar.
Desweiteren wurde das Ovulationsmittel in Bezug zur hCG-Gabe und zum
Besamungszeitpunkt ausgewertet, sowie die Besamungsdauer, die endometriale
Odemausbildung zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion und die mittels Ultrasonographie
aufgezeigten Gebdrmutterzysten innerhalb der Gruppen verglichen. Der sonographisch
erfasste Zustand des Uterus vor der Besamung sowie die postinseminatorische endometriale
Reaktion wurden in Hinblick auf die Trachtigkeitsraten dargestellt. Bei den hysteroskopischen
Besamungen wurde die Uterotubalpapille morphologisch eingeteilt. Neben der Resorptions-
und der Zwillingstrichtigkeitsrate wurde die Tréachtigkeitsrate der gesamten
Versuchspopulation gegeniiber den Befruchtungsergebnissen aus singuldren Ovulationen

dargelegt. Die Trichtigkeitsangaben beziehen sich jeweils auf die Anzahl an Zyklen.

Von 342 Versuchsstuten ovulierten elf Stuten gar nicht oder spiter als 72 Stunden nach
Ovulationsinduktion. Diese Stuten wurden von den Berechnungen ausgeschlossen. Die

Anzahl der ausgewerteten Stuten lag somit bei 331.

5.1 Gruppen- und Altersverteilung

Es wurde fiir die fiinf Frischspermagruppen (FS-1 bis FS-5) und fiir jede der vier
Tiefgefrierspermagruppen (TG-1 bis TG-4) die Summe der an dem Versuch teilnehmenden
Stuten gebildet und deren Altersdurchschnitt pro Gruppe mit der dazugehdrigen
Standardabweichung errechnet (Tab. 05). Die Altersdurchschnittswerte der Gruppen

unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Tab. 05: Ubersicht iiber die Altersverteilung (in Jahren) in den Versuchsgruppen

Gruppe Stutenanzahl Altersverteilung

(n) Mittelw. +SD
FS-1 36 7.4 4,75
FS-2 33 8,2 3,99
FS-3 30 9,3 3,96
FS-4 35 8,8 3,92
FS-5 38 8,6 4,64
Y FS 172 D 8,4
TG-1 39 8,6 4,37
TG-2 42 8,6 3,68
TG-3 52 8,6 3,29
TG-4 26 9,3 4,44
XTG 159 D 8,7
YFS+X TG 331 D 8,6

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

Mittelw. = Altersdurchschnitt der Stuten in Jahren
+ SD = Standardabweichung

5.2 Saison und Jahr

Die Einfliisse von Saison und Jahr bleiben in der vorliegenden Arbeit ohne besondere
Bedeutung. Aus diesem Grund wird auf eine Darlegung der saisonalen und annualen

Verteilung verzichtet.

53 Vorbericht / Reproduktionsstatus

Die Stuten wurden — wie in Tabelle 06 dargestellt — anhand ihres aktuellen
Reproduktionsstatus in acht Vorberichtsgruppen unterteilt (VB 1 - VB 8). Nach dem
Vorbericht fiihrten 155 Warmblutstuten (46,8%) zur Zeit der FEinstellung in die

Besamungsstation ein Fohlen bei Ful}, 47 waren Maidenstuten (14,2%) und 80 Stuten
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konzipierten aus den Belegungen des Vorjahres nicht (giiste Stuten: 24,2%). Bei fiinf Stuten
wurde eine bestehende Trachtigkeit durch Resorption (1,5%) unterbunden, bei weiteren fiinf
Stuten kam es zum Abort (1,5%), und acht Stuten hatten eine Tot- oder Fehlgeburt (2,4%). In
der vorangegangenen Saison waren 21 Stuten (6,3%) nicht gedeckt worden, bei 10 Stuten

(3%) blieb der Vorbericht unbekannt.
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Ubersicht iiber die Verteilung der Vorberichte in den Versuchsgruppen

Tab. 06
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Legende zu Tab. 06: VB 4 = letzte Saison nicht gedeckt

FS = Frischsperma VB 5 = Resorption

TG = Tiefgefriersperma VB 6 = Abort

VB = Vorbericht VB 7 = Tot-/ Fehlgeburt

VB 1 = Fohlen bei Fuf3 VB 8 = unbekannt

VB 2 = giist n = Stutenanzahl

VB 3 = Maiden X 1.g = Stutenanzahl mit VB 1 bis VB 8

In der Tabelle 07 wurden die fruchtbaren Vorberichtsgruppen VB 1 und VB 3
zusammengefasst, um sie mit VB 2, VB 5, VB 6 und VB 7, den Gruppen mit einer eher
ungiinstigen Fruchtbarkeitsprognose zu vergleichen. Die Stuten, die in der vorangegangenen
Saison nicht belegt worden waren, und diejenigen mit unbekanntem Vorbericht wurden in der
nachfolgenden  Tabelle (Tab. 07) nicht beriicksichtigt. Die  dargestellten

Trichtigkeitsergebnisse beziehen sich auf die Gesamtpopulation.

Bei Betrachtung des Vorberichts in Bezug auf die Triachtigkeitsrate konnte festgestellt
werden, dass in der Summe bei den Stuten der Gruppen VB 2, VB 5, VB 6 und VB 7 im
Vergleich zu den mit Tiefgefriersperma besamten Stuten ein signifikanter Unterschied zu
Gunsten der Besamung mit Frischsperma bestand. In den Gruppen der Fohlen- und
Maidenstuten (VB 1 und VB 3) war dies nicht der Fall. Hier zeigte sich innerhalb der
Frischspermagruppen ein signifikanter Vorteil fiir die mit 50 Mio. pms/2ml hysteroskopisch
besamten Stuten gegeniiber der Kontrollgruppe. Umgekehrt verhielt es sich bei den
Problemstuten, hier resultierten aus der Besamung mit Frischsperma in den
Gebirmutterkorper (300 Mio. pms/12ml) signifikant bessere Trichtigkeitsraten als aus den
hysteroskopischen Besamungen (50 Mio. pms/12ml). Es ergab sich bei den Stuten mit VB 2,
VB 5, VB 6 und VB 7 ein statistisch aufilliger Vorteil (p = 0,118) fiir die intracorporalen
Versuchsgruppe (FS-1) gegeniiber der hysteroskopischen Gruppe (FS-3).

Fiir Problemstuten ergab sich bei Besamung in den Gebdrmutterkorper der Versuchsreihe mit
Frischsperma im Gegensatz zu den Fohlen- und Maidenstuten ein signifikant besseres
Befruchtungsergebnis. Tendenziell (p = 0,113) erhielt man umgekehrt bei der uterotubalen
Insemination mit 50 Mio. pms/12ml (FS-3) bessere Trichtigkeitsraten bei Maidenstuten und

Stuten mit Fohlen bei Fuf} verglichen zu den Stuten mit ungiinstigem Vorbericht.
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Tab. 07: Zusammenhang zwischen Vorbericht und Trichtigkeitsergebnissen (gesamt)

Gruppe Vorbericht - Trichtigkeit
VB 1, VB3 § VB2,VB5,VB 6, VB 7

ya xa ya/ xa % | yb xb yb / xb %
FS-1 14 25 14/25 56 ¢ 5 6 5/6 83,3
FS-2 11 19 11/19 579 | 4 8 4/8 50
FS-3 13 19 13/19 684 : 3 9 3/9 33,3¢
FS-4 15 20 15/20 75§ 6 12 6/12 50
FS-5 9 20 9/20  45%° ¢ 11 13 11/13  84,6'¢
L FS 62 103 62/103 602 | 29 48 29/48  604°
TG-1 10 23 10/23 435 5 13 5/13 38,5
TG-2 .14 27 14/27 519 | 6 14 6/ 14 42,9
TG-3 16 33 16/33 485 : 6 15 6/15 40
TG-4 L9 16 9/16 563 1 2 8 2/8 25
X TG . 49 99 48/99 495 | 19 50 19/50 38"

ZFS+):TGE 111 202 111/202 55 48 98 48 /98 49

FS = Frischsperma xa = Stutenanzahl mit VB 1 + VB 3

TG = Tiefgefriersperma xb = Stutenanzahl mit VB2 + VB5+ VB 6+ VB 7

VB = Vorbericht ya = Anzahl tragender Stuten mit VB 1 + VB 3

VB 1 = Fohlen bei Fuf3 yb = Anzahl tragender Stuten mit VB2 + VB 5+ VB 6+ VB 7
VB 2 = giist

VB 3 = Maiden

VB 4 = letzte Saison nicht gedeckt
VB 5 = Resorption

VB 6 = Abort

VB 7 = Tot-/ Fehlgeburt

VB 8 = unbekannt

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten innerhalb der Gruppen (horizontal):
1:2 p<0,05

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten zwischen den Gruppen (vertikal):
acb p<0,05;c:d p<0,05
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54 Volumen-, Dosis- und Konzentrationseffekte

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 08) werden die fiir einzelnen Versuchsgruppen
verwendeten Besamungsvolumina, Besamungsdosen, Spermienkonzentrationen im Inseminat

mit den dazugehorigen Trachtigkeitsraten (aus singuldren Ovulationen) dargestellt.

Tab. 08: Ubersicht zur Verteilung des Besamungsvolumens, der Spermiendosis und der
Spermienkonzentration des Inseminats in den Versuchsgruppen

Gruppe Volumen Dosis Konzentration TR

(ml) (xMio.pms) (Mio. pms/ml) tragend /sing. Ov.
FS-1 12 50 4,16 18/31
FS-2 12 50 4,16 16/32
FS-3 12 50 4,16 15727
FS-4 2 50 25 19/28
FS-5 12 300 25 20/ 34

(ml) (x Mio. total )  ( Mio. total/ml ) tragend /sing. Ov.
TG-1 0,5 100 200 16 /37
TG-2 0,5 100 200 17738
TG-3 0,5 100 200 22 /48
TG-4 12 800 66,6 9/21

tragend = tragende Stuten aus singuldrer Ovulation

sing. Ov. = Stutenanzahl mit singuldrer Ovulation

pms = progressiv motile Spermien

total = Gesamtspermienzahl

In den folgenden Tabellen (Tab. 09, Tab. 10 u. Tab. 11) werden die Einfliisse von
Besamungsvolumen, Spermiendosis und Spermienkonzentration des Inseminats in Bezug auf
die Trichtigkeitsrate der Stuten mit singuldrer Ovulation dargestellt. Weder bei dem
Besamungsvolumen noch bei der Spermiendosis war ein signifikanter Zusammenhang mit

den Trichtigkeitsergebnissen festzustellen. Auch die Konzentration der Spermien im

Inseminat hatte innerhalb der Frischspermagruppen (FS-1 bis FS-5) und der
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Tiefgefrierspermagruppen (TG-1 bis TG-4) keinen signifikanten Einfluss auf die

Konzeptionsraten.

Tab. 09: Zusammenhang zwischen Besamungsvolumen und Tréchtigkeitsrate

Gruppe Volumen
(ml) tragend /sing. Ov. %
FS-1, FS-2, FS-3, FS-5 12 69 /124 55,7
FS-4 2 19/28 67,9
(ml) tragend /sing. Ov. Y%
TG-1, TG-2, TG-3 0,5 557123 44,7
TG-4 12 9/21 429

tragend = tragende Stuten mit singulidrer Ovulation
sing. Ov. = Stutenanzahl mit singuldrer Ovulation

Tab. 10: Zusammenhang zwischen Spermiendosis und Triachtigkeitsrate

Gruppe Dosis
( x Mio. pms ) tragend /sing. Ov. %
FS-1, FS-2, FS-3, FS-4 50 68 /118 57,6
FS-5 300 20/ 34 58,8
( x Mio. total ) tragend /sing. Ov. Yo
TG-1, TG-2, TG-3 100 557123 44,7
TG-4 800 9/21 429

tragend = tragende Stuten mit singulidrer Ovulation
sing. Ov. = Stutenanzahl mit singuldrer Ovulation
pms = progressiv motile Spermien

total = Gesamtspermienzahl
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Tab. 11: Zusammenhang zwischen Konzentration der Spermien im Inseminat und

Trichtigkeitsrate
Gruppe Konzentration
( Mio. pms/ml ) tragend /sing. Ov. Yo
FS-1, FS-2, FS-3 4,16 49790 54,4
FS-4, FS-5 25 39/62 62,9
( Mio. total/ml ) tragend /sing. Ov. %
TG-1, TG-2, TG-3 200 557123 44,7
TG-4 60,6 9/21 429

tragend = tragende Stuten mit singulédrer Ovulation
sing. Ov. = Stutenanzahl mit singuldrer Ovulation
pms = progressiv motile Spermien

total = Gesamtspermienzahl

5.5 Trachtigkeitsrate in Abhingigkeit zur Aktivitat der
Ovarien
5.5.1 Anzahl priovulatorischer Follikel, sowie Haufigkeit singulirer

bzw. zweifacher Ovulationen und Zwillingstrichtigkeiten

Die folgende Tabelle (Tab. 12) bezieht sich auf die Anzahl der Stuten, die einen, zwei oder
drei priaovulatorische Follikel von = 35 mm zum Zeitpunkt der hCG-Gabe entwickelt hatten,
sowie auf die Anzahl der Stuten, die ein oder zwei von diesen Follikeln ovulierten. 296 Stuten
ovulierten einen Follikel (Trachtigkeitsraten s. Tab. 28). Wie aus den Tabellen (Tab. 12, 13,
14 u. 15) zu entnehmen ist, erfuhren 35 der 69 Stuten, die zwei oder drei dominante Follikel
angebildet hatten, innerhalb von 48 Stunden nach hCG-Applikation eine Doppelovulation
(10,6% der Gesamtstutenanzahl), woraus in acht Fillen eine Zwillingstrachtigkeit (22,9%)
resultierte. Die Zwillingstrichtigkeitsrate betrug bezogen auf die Gesamttrachtigkeit (172
Stuten) insgesamt 4,7%. Wurden die Doppelovulationen nach ipsilateraler (gleichseitiger,
Tab. 13) und kontralateraler (ungleichseitiger, Tab. 14) Ovulation eingeteilt und die
Versuchsgruppen nach corporaler und cornualer Inseminationstechnik zusammengefasst, so

erhielt man folgende Ergebnisse: Bei cornualer Inseminationstechnik und kontralateraler
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Doppelovulation bekam keine von zehn Stuten Zwillinge (0%), wihrend davon signifikant
verschieden die neun ipsilateralen Doppelovulationen zu vier Zwillingstriachtigkeiten (44,4%)
filhrten. Bei der Summe der intracorporalen Inseminationen unterschieden sich die
Zwillingstrichtigkeitsraten mit 33,3% (kontralateral) und 20% (ipsilateral) nicht signifikant

voneinander.

Vergleicht man die Zwillingstrachtigkeitsraten der corporalen und cornualen
Inseminationstechniken miteinander, so ldsst sich weder innerhalb der ipsilateralen noch der

kontralateralen Gruppierungen ein signifikanter Unterschied feststellen (Tab. 15).

Tab. 12: Verteilung der Stuten anhand der Anzahl priaovulatorischer Follikel (1-3) unter
Berticksichtigung des Anteils an Einzel- und Doppelovulationen

Gruppe Stuten Follikelanzahl Singul.-Ov. Doppel-Ov.

' (n) | F F, F; | Ovy Ovi/ni Ovqy Ovg/n ipsil. kontl.

' = = (%) | (%)
FS-1 3% 29 6 1 {3 81: 5 139 3 2
FS-2 033 1 30 2 1 32 97 i1 3 1 -
FS-3 L 30 | 25 4 1 27 90 3 10 1 2
FS-4 35 1 26 8 1 28 80 | 7 20 5 2
FS-5 38 26 10 2 34 895 4 105 2 2
T FS 172 0 136 30 6 | 152 884 20 11,6 12 8
TG-1 39 0033 5 1 37 949i 2 51 1 1
TG-2 42 & 33 8 1 38 90,51 4 95 1 3
TG-3 L 52 1 43 7 2 48 923 ¢ 4 7,7 1 3
TG-4 26 117 8 1 21 808 1 5 192 4 1
TG 159 (126 28 5 | 144 906 15 94 7 8

YFS+X TG : 331 | 262 58 11 | 296 894 : 35 10,6 19 16

kontl. = kontralateral ovulierte Follikel

ipsil. = ipsilateral ovulierte Follikel

n = Stutenanzahl

F, = Stuten, die zum Zeitpunkt der hCG-Gabe einen dominanten Follikel entwickelt hatten
F, = Stuten, die zum Zeitpunkt der hCG-Gabe zwei dominante Follikel entwickelt hatten
F; = Stuten, die zum Zeitpunkt der hCG-Gabe drei dominante Follikel entwickelt hatten
Ov, = Stuten, bei denen ein Follikel ovuliert ist

Ov, = Stuten, bei denen zwei Follikel ovuliert sind
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Die folgende Tabelle (Tab. 13) zeigt, wieviele Stuten mit ipsilateraler Doppelovulation

umrossten, tragend wurden oder eine Zwillingstrichtigkeit aufwiesen.

Tab. 13: Trichtigkeiten und Zwillingstrichtigkeiten aus ipsilateralen Doppelovulationen

Gruppe Ipsilaterale Doppelovulationen

(ip/ges) (n.t.) % @ % DD %
FS-1 3/36 1 33,3 1 33,3 1 33,3
FS-2 1/33 - - - - 1 100
FS-3 1/30 - - - - 1 100
FS-4 5735 3 60 - - 2 40
FS-5 2/38 2 100 - - - -
X FS 12/172 6 50 1 8,3 5 41,7
TG-1 1/39 1 100 - - - -
TG-2 1/42 - - 1 100 - -
TG-3 1/52 1 100 - - - -
TG-4 4726 1 25 2 50 1 25
X TG 7/159 3 429 3 42,9 1 14,3
YFS+X TG 19/331 9 474 4 21,1 6 31,6
Y-cp 10/331 5 50 3 30 2 20
Y-cn 9/331 4 444 1 11,1 4 44,4

ip / ges = Stutenanzahl mit ipsilateraler Doppelovulation / Gesamtstutenanzahl
n.t. = nicht tragend

cp = corporale Inseminationstechniken

cn = cornuale Inseminationstechniken

@ =tragende Stuten mit einer Fruchtanlage aus ipsilateraler Doppelovulation
@@ = tragende Stuten mit zwei Fruchtanlagen aus ipsilateraler Doppelovulation
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Die folgende Tabelle (Tab. 14) zeigt, wieviele Stuten mit kontralateraler Doppelovulation

umrossten, tragend wurden oder eine Zwillingstrichtigkeit aufwiesen.

Tab. 14: Trichtigkeiten und Zwillingstrichtigkeiten aus kontralateralen Doppelovulationen

Gruppe Kontralaterale Doppelovulationen

(ko/ges) (n.t.) % ® % ®® %
FS-1 2/36 1 50 1 50 - -
FS-2 - - - - - - -
FS-3 2/30 - - 2 100 - -
FS-4 2/35 1 50 1 50 - -
FS-5 2/38 - - 1 50 1 50
Y FS 8/172 2 25 5 62,5 1 12,5
TG-1 1/39 1 100 - - - -
TG-2 3/42 1 33,3 2 66,7 - -
TG-3 3/52 1 33,3 2 66,7 - -
TG-4 1/26 - - - - 1 100
XTG 8/159 3 37,5 4 50 1 12,5
YFS+X TG 16/331 5 31,3 9 56,3 2 12,5
YX-cp 6/331 2 33,3 2 33,3 2 33,3
Y-cn 10/331 3 30 7 70 0 0

ko / ges = Stutenanzahl mit kontralateraler Doppelovulation / Gesamtstutenanzahl
n.t.= nicht tragend

cp = corporale Inseminationstechniken

cn = cornuale Inseminationstechniken

® =tragende Stuten mit einer Fruchtanlage aus kontralateraler Doppelovulation
@@ = tragende Stuten mit zwei Fruchtanlagen aus kontralateraler Doppelovulation
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Tab. 15: Gesamttrichtigkeitsraten und Zwillingstrachtigkeitsraten unter Beriicksichtigung
corporaler und cornualer Inseminationstechniken

Gruppen Stuten . Zwillinge ges. : Zwillinge ipsil. | Zwillinge kontl.
(x/n) % liptkott/ % | ipt/ % | kotr/ %
i Dovges i ipDov i koDov
FS-1+5 43/74 58,1 1 2/9 222 & 1/5 20 ¢ 1/4 25
FS-2 -4 57/98 582 | 4/11 364 | 4/7 571 i 0/4 0
TG-1 + 4 28/65 431 | 2/7 286 | 1/5 20 | 1/2 50
TG-2 +3 44194 468 | 0/8 0 i 0/2 0 i 0/6 0
T cp 71/139 51,1 | 4/16 25 | 2/10 20 | 2/6 333
T cn 101/192 52,6 : 4/19 21,1 | 4/9 444" | 0/10 0’

Tep+Ten 172/331 52 | 8/35 229 | 6/19 31,6 | 2/16 125

n = Stutenanzahl gesamt

x = Anzahl tragender Stuten gesamt

ipsil. = ipsilateral

kontl. = kontralateral

iptr = ipsilateral ovulierte Follikel, die zur Zwillingstrichtigkeit fithrten
kotr = kontralateral ovulierte Follikel, die zur Zwillingstrichtigkeit fiihrten
ipDov = ipsilaterale Doppelovulationen

koDov = kontralaterale Doppelovulationen

Dov ges. = gesamt Doppelovulationen

cp = (FS-1, FS-5, TG-1, TG-4 ) corporal besamte Stuten

cn = ( FS-2, FS-3, FS-4, TG-2, TG-4 ) cornual besamte Stuten

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten (horizontal):
1:2 p<0,05
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5.5.2 Konzeptionsergebnisse in Abhiinigkeit des Seitenvergleiches
von Follikeln, Ovulationen, sowie Follikelgrofie

Die FollikelgroBBe des dominanten Follikels betrug zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion im
Durchschnitt 40-45 mm (Tab. 16). Die Follikel waren mit 52,6 und 47,4% etwa gleichmifBig
zwischen der linken und rechten Seite verteilt. Ebenso verhielt es sich mit den Ovulationen
und den aus ovulierten Follikeln resultierenden Trichtigkeiten. Von den insgesamt 411
Follikeln kam es in 366 Fillen zur Ovulation (89,1%). Im Mittel ergaben sich somit 1,24
Follikel und 1,10 Ovulationen pro Stute. Die Hilfte der 366 Ovulationen fiihrte zu einer
Trichtigkeit.
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Tab. 16
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Legende zu Tab. 16:

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

1. St. = lange Strecke

k. St. = kurze Strecke

n; = Gesamtanzahl dominanter Follikel zum Zeitpunkt der hCG-Gabe
n, = Gesamtanzahl der Ovulationen

n, = Gesamtanzahl ovulierter Follikel, die zur Trichtigkeit fiithrten
Ov. li. = Ovulation links

Ov. re. = Ovulation rechts

TR 1i. = Trachtigkeiten links, bezogen auf Ovulationen

TR re. = Trichtigkeiten rechts, bezogen auf Ovulationen

% - Vertlg. = Prozentuale Verteilung bezogen auf die insgesamt rechts und links entstandenen Trichtigkeiten

Wird die Trichtigkeitsrate auf die Anzahl der jeweils linken und rechten Ovulationen bezogen
und getrennt betrachtet (Tab. 17), so erhélt man die folgenden signifikanten Unterschiede.
Zunichst wird deutlich, dass auf der linken Seite die Summe der Ovulationen bei
Frischspermabesamungen zu signifikant hoheren Tréachtigkeitsraten fiihrte als die Summe der
Ovulationen bei Tiefgefriersperma. Zwischen den Summen der rechten Seite bestand jedoch
kein Unterschied. Innerhalb der Frischspermagruppen der rechten Seite war das Ergebnis der
hysteroskopischen Besamung (50 Mio. pms/12ml) signifikant besser als bei der Besamung in
den Gebidrmutterkorper und der tiefintracornualen Gruppe. Fiir die Gruppen FS-4 (p = 0,081)
und FS-5 (p =0,069) zeichnete sich rechts eine in der Tendenz geringere Tréachtigkeitsrate

als fur die Gruppe FS-3 ab.

Wenn man das Verhiltnis von Ovulationen zu Trichtigkeiten auf der linken Seite innerhalb
der Gruppen mit denen der rechten Seite vergleicht, so féllt auf, dass jeweils die
Befruchtungsergebnisse der hysteroskopischen Gruppen rechts signifikant besser ausfallen als
die der linken Seite. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den Summen der
Tiefgefrierspermagruppen wieder, wobei sich die Trichtigkeitsrate der rechten Seite

signifikant von der linken Seite unterscheidet (Tab. 17).
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Tab. 17: Darstellung der Trichtigkeitsraten unter Beriicksichtigung der Seitenverteilung der

Ovulationen

Gruppe Trichtigkeit pro Ovulation

Ov. li. TR i. % i Ov.re. TR re. %
FS-1 25 15 60 i 16 7 438"
FS-2 .18 10 556 16 7 43,8"
FS-3 18 8 444> 1 15 12 80™!
FS-4 26 15 51,7 ¢ 16 8 50
FS-5 L22 14 636 | 20 10 50
T FS 109 62 569 | 83 44 53
TG-1 24 8 33 17 8 47,1
TG-2 ) 9 409 1 24 13 54,2
TG-3 26 8 30,8° 30 18 60'
TG-4 13 4 308 18 9 50
X TG 85 29 3412 | 89 48 53,9'
TFS+XTG | 194 91 469 | 172 92 53,5

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

Ov. li. = Ovulation links

Ov. re. = Ovulation rechts

TR 1i. = Trichtigkeiten links
TR re. = Triachtigkeiten rechts

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten innerhalb der Gruppen (horizontal):
1:2 p<0,05

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten zwischen den Gruppen (vertikal):
acb p<0,05

5.6 Resorptionsrate

Die sich auf die Gesamtanzahl der trichtigen Stuten beziehende Resorptionsrate
(Fruchtresorptionen zwischen dem 18. und 43. Trichtigkeitstag) lag in der Summe bei 8,7%
(Tab.18). Fiir die Gruppe TG-1, in der 25% der Stuten resorbierten, zeichnet sich mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,0614 eine tendenziell hohere Resorptionsrate gegeniiber

der Kontrollgruppe (TG-4) ab.
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Tab. 18: Darstellung des Anteils an Fruchtresorptionen

Gruppe Stuten Resorption

(n) resorb. / tragend Y%
FS-1 36 2/21 9,5
FS-2 33 0/17 0
FS-3 30 2/18 11,1
FS-4 35 1/22 4.5
FS-5 38 2/22 9,1
X FS 172 77100 7
TG-1 39 4/16 25
TG-2 42 2/20 10
TG-3 52 2/24 8,3
TG-4 26 0/12 0
X TG 159 8/72 11,1
YFS+X TG 331 15/ 172 8,7

n = Stutenanzahl
resorb. = Anzahl der Resorptionen
tragend = Anzahl der Trichtigkeiten

5.7 Uterusodem

Das wihrend des Ostrus ausgebildete Uterusddem wurde anhand der Ultrasonographie
ermittelt und einer in Kap. 4 unter Punkt 4.1.1.2.1.2 (s. S. 43) beschriebenen Einteilung
zugeordnet. Die Stuten hatten im Bereich der Bifurcation zum Zeitpunkt der

Ovulationsinduktion ein durchschnittlich deutlich sichtbar ausgeprigtes endometriales Odem.

68



Ergebnisse

Tab. 19: Darstellung des durchschnittlichen endometrialen Odematisierungszustandes zum
Zeitpunkt der hCG-Applikation (+ SD)

Gruppe Uterusodem

Mittelw. +SD
FS-1 1,9 0,49
FS-2 1,9 0,54
FS-3 1,9 0,60
FS-4 1,9 0,61
FS-5 1,9 0,59
FS 1,9
TG-1 1,8 0,53
TG-2 1,7 0,52
TG-3 1,7 0,37
TG-4 1,8 0,44
TG 1,7
FS + TG 18

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

Mittelw. = Endometriale Odemausblidung zum Zeitpunkt der hCG-Gabe im Mittel (Skala: 0,5 bis 3)
+ SD = Standardabweichung

5.8 Endometriale Reaktion auf die Besamung

Die Reaktion des Endometriums auf die Besamung wurde 24 Stunden post inseminationem
ultrasonographisch  untersucht und nach der in Kapitel 4 Punkt 4.1.1.2.1.2 (s. S. 44)
erwihnten Einteilung dokumentiert. 7,9% der Stuten akkumulierten Fliissigkeitsmengen des
ersten Grades (1-1,5 cm?) und 1,5% der Stuten reagierten mit Fliissigkeitsgrad II (1,5-2 cm?).
Wurden die Stuten der beiden Gruppen zusammengefasst, so kam es bei 9,4% zu einer
intrauterinen Fliissigkeitsansammlung (Tab. 20). Wenn man die in den Gebdrmutterkorper
besamten Stuten getrennt von den tiefintracornual und hysteroskopisch besamten Stuten
betrachtet, reagierten nach 24 Stunden 7,9% der corporal besamten und 10,4% der cornual
besamten Probandinnen auf die Besamung mit einer Fliissigkeitsansammlung. Nicht eine der

Stuten reagierte auf die Besamung mit Fliissigkeitsgrad III. Wie der Tabelle 21 zu entnehmen
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ist, wurden von 26 Stuten, die mit Fliissigkeitsgrad 1 auf die Besamung reagierten, 46,2%
tragend, und von den fiinf Stuten mit Fliissigkeitsgrad II konzipierten drei (60%). Die
Gruppen wiesen untereinander keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der

Trichtigkeitsraten auf.

Tab. 20: Darstellung der endometrialen Reaktion auf die Besamung 24 Stunden post
inseminationem (p.i.)

Gruppe Reaktion auf KB 24 Std. p.i.
Flk. Grad I § Flk. Grad I . FIk.Grad I +1I

| FIk, / ges. % | Flk,/ ges. %  Flki/ ges. %
FS-1 . 2/36 56 1 1/36 28 1 3/36 8,3
FS-2 . 4/33 12,1 - - . 4/33 12,1
FS-3 1730 33 - - 1730 3,3
FS-4 . 2/35 57 - - L 2/35 5,7
FS-5 . 3/38 79 1 2/38 53 1 5/38 13,2
T FS 12/172 7 3/172 17 | 15/172 8,7
TG-1 L 2/39 51 - - . 2/39 5,1
TG-2 L 5/42 11,9 © 1/42 24 1 6/42 14,2
TG-3 L 6/52 1,5 1 1/52 1.9 1 7/52 13,5
TG-4 L 1/26 39 - - L 1/26 3,9
X TG . 14/159 88 | 2/159 1,3 | 16/159 10
TFS+XTG | 26/331 79 | 5/331 1,5 | 31/331 9,4
Y -corporal | 8/139 58 | 3/139 24 i 11/139 7,9
T -cornual | 18/192 94 | 2/192 1 20/192 10,4
FS = Frischsperma corporal = in den Gebarmutterkorper besamte Stuten
TG = Tiefgefriersperma cornual = tiefintracornual und hysteroskopisch besamte Stuten

ges. = Stutenanzahl

Flk; = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad I 24 Std. post inseminationem

Flk, = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad II 24 Std. post inseminationem
Flk;,, = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad I + II 24 Std. post inseminationem
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Tab. 21: Trichtigkeitsraten bei Stuten, die 24 Stunden p.i. Fliissigkeit in der Gebarmutter
akkumuliert hatten

Gruppe Trichtigkeiten bei Stuten mit Flk. Grad I /11
Flk.Grad T |  Flk.Gradll | FIk. GradI+II
try / Flk, % i tr/Flk % trl/Flkn %
FS-1 172 50 0 1/1 100 2/3 66.7
FS-2 . 2/4 0 1 - - 2174 50
FS-3 0/1 o i - - 0/1 0
FS-4 172 50 1 - - 12 50
FS-5 L 2/3 667 | 172 50 i 375 60
T FS . 6/12 50 | 2/3 66,7 | 8/15 53,3
TG-1 . 0/2 o i - - 4072 0
TG-2 275 40 | 0/1 0 | 2/6 33,3
TG-3 . 3/6 50 1 1/1 100 | 4/7 57,1
TG-4 11 100 | - S VA 100
TG . 6/14 29 | 1/2 50 | 7/16 438
TFS+XTG | 12/26 462 | 3/5 60 | 15/31 48,4
X -corporal | 4/8 50 ¢ 2/3 667 | 6/11 54,5
T-cornual | 8/18 M4 172 50 | 9/20 45

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

corporal = in den Gebarmutterkdrper besamte Stuten

cornual = tiefintracornual und hysteroskopisch besamte Stuten

Flk; = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad I 24 Std. post inseminationem

Flk, = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad II 24 Std. post inseminationem
Flk;,, = Anzahl der Stuten mit Fliissigkeitsgrad I + II 24 Std. post inseminationem
tr; = tragende Stuten mit Flussigkeitsgrad I 24 Std. post inseminationem

tr, = tragende Stuten mit Fliissigkeitsgrad II 24 Std. post inseminationem

tr,, = tragende Stuten mit Fliissigkeitsgrad I + II 24 Std. post inseminationem

In der folgenden Tabelle (Tab. 22) werden diejenigen Stuten aufgefiihrt, bei denen sich schon

vor Insemination zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion Fliissigkeit in der Gebédrmutter
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angesammelt hatte. Diese 11 Stuten wurden bei der Untersuchung zur Reaktion auf die
Besamung nicht beriicksichtigt. Von den im Durchschnitt 10 Jahre alten Stuten wurden 45,5%

tragend.

Tab. 22: Stuten mit intrauteriner Fliissigkeitsansammlung vor Insemination nach
Trichtigkeitsraten und Alter

Gruppe FIk. vor KB TR/ FIk. vor KB Stutenalter
(n=ges.) (tragend / ges. ) Yo Jahre
FS-1 - - - -
FS-2 - - - -
FS-3 1 0/1 0 19
FS-4 - - - -
FS-5 2 0/2 0 14, 19
X FS 3 0/3 0 17,3
TG-1 - - - -
TG-2 1 0/1 0 5
TG-3 4 2/4 50 6,7,9,12
TG-4 3 3/3 100 4,6,9
XTG 8 5/8 62,5 3173
XFS+X TG 11 5/11 45,5 10

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma

ges. = Stutenanzahl mit intrauteriner Fliissigkeitsansammlung vor der Besamung
tragend = tragende Stuten mit intrauteriner Fliissigkeitsansammlung vor der Besamung
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5.9 Endometriumszysten

Bei zehn Stuten mit einem Altersdurchschnitt von 13 Jahren wurden Endometriumszysten
mit Hilfe der Ultrasonographie erkannt. Die Stuten wurden nach Zystenanzahl, Zystengrofe
und Lokalisation eingeordnet. Aufgrund der geringen Stutenzahl werden die Daten in
nachfolgender Tabelle (Tab. 23) ohne Beriicksichtigung der oben erwihnten Kriterien
zusammengefasst. Die Befruchtungsrate der zehn Stuten lag bei durchschnittlich 30%.
Vorberichtlich hatten die meisten mit Frischsperma besamten Stuten in der vorhergegangenen
Saison nicht konzipiert, wihrend es sich bei den mit Tiefgefriersperma besamten Stuten

tiberwiegend um Stuten mit Fohlen bei Ful} handelte.

Tab. 23: Anzahl der Stuten mit Zysten nach Trichtigkeitsrate und Alter

Gruppe Zysten TR / Zysten Stutenalter Vorbericht
(n=ges.) (tragend/ges.) Y% Jahre

FS-1 1 0/1 0 10 VB 1

FS-2 1 0/1 0 19 VB 2

FS-3 - - - - -

FS-4 2 0/2 0 13,15 VB7,VB 2

FS-5 2 2/2 100 11,21 VB 2,VB2

X FS 6 2/6 33,3 14,8

TG-1 1 1/1 100 6 VB 1

TG-2 1 0/1 0 15 VB 1

TG-3 1 0/1 0 8 VB 1

TG-4 1 0/1 0 12 VB 8

XTG 4 1/4 25 10,3

YFS+X TG 10 3/10 30 13

FS = Frischsperma ges. = Stutenanzahl mit Zysten

TG = Tiefgefriersperma tragend = tragende Stuten mit Zysten

VB = Vorbericht

VB 1 = Fohlen bei Fuf}
VB 2 = giist

VB 7 = Tot-/ Fehlgeburt
VB 8 = unbekannt
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5.10 Morphologie der uterotubalen Papille

Die bei der Hysteroskopie auffilligen Erscheinungsformen der uterotubalen Papille (vergl.
Anhang) sowie das Ausehen der Papillenéffnung und die Farbe der umgebenden Schleimhaut
sind in der nachfolgenden Tabelle (Tab. 24) festgehalten und in Tabelle (Tab. 25) mit den
dazugehorigen Trichtigkeitsergebnissen dargestellt. Bei den Besamungsvorgéingen, bei denen
die Form der uterotubalen Papille ausgewertet wurde (62 Stuten), kam es in 29 Fillen zu einer
zapfenformigen Erscheinung, bei 27 Stuten zu einer Hiigelform, und sechs Papillen stellten
sich flach dar. Bei der Hilfte der Stuten wurde eine rosettenférmige Offnung beobachtet, und
bei 8,1% der Fille erschien die Papille umgeben von einem pink schimmernden Hof, der sich
von der dguBleren Umgebung abzeichnete. Hinsichtlich der Papillenform unterschieden sich die
Trachtigkeitsraten (62%, 63% u. 50%) nicht signifikant voneinander. Von den Stuten, deren

Uterotubalpapille eine rosettenféormige Offnung aufwies, wurden 58,1% tragend.

Tab. 24: Form der UTP und der Papillen6ffnung sowie Farbe der umgebenden Schleimhaut

Gruppe HYSI Papillenform Papillen- Umgebung
offnung
zapfen- hiigel- flach | rosetten- |  pink
formig formig o formig
n n n, % ny % ng % n, % n, %
FS-3 30 016 7 438 7 438 2 1250 8 50 | 2 125
FS-4 35 025 10 40 12 48 3 120 10 40 | 3 12
TG-3 52020 12 571 8 381 1 48 i 13 619 - -
) 117 | 62 29 468 27 436 6 97 31 50 : 5 81

n = Stutenanzahl

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit zapfenférmiger Papille

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit hiigelformiger Papille

n; = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit flacher Papille

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit rosettenférmiger Papillen6ffnung

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit pink erscheinender Papillenumgebung
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Tab. 25: Zusammenhang zwischen Trichtigkeitsrate, Papillenform und Papillen6ffnung

Gruppe TR bei Papillenform . TR bei Papillenoffnung
zapfenformig hiigelformig flach rosettenformig
X,/ n, % Xn/ Np % x¢/ g % X/ n; %

T (Fs.3,FS, TG_3)§ 18/29 62,1 17/27 63 3/6 50 @ 18/31 58,1

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit zapfenformiger Papille

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit hiigelférmiger Papille

n¢ = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit flacher Papille

n, = Anzahl hysteroskopierter Stuten mit rosettenférmiger Papillenoffnung

X, = Anzahl hysteroskopierter, tragender Stuten mit zapfenférmiger Papille

Xy = Anzahl hysteroskopierter, tragender Stuten mit hiigelférmiger Papille

X = Anzahl hysteroskopierter, tragender Stuten mit flacher Papille

X; = Anzahl hysteroskopierter, tragender Stuten mit rosettenformiger Papillendffnung

5.11 Inseminationsdauer

Die durchschnittliche Besamungsdauer betrug bei der Besamung in den Gebdrmutterkorper
weniger als eine Minute, bei der tiefintracornualen Insemination wurden durchschnittlich fast
zwei Minuten gebraucht, wihrend die hysteroskopische Insemination im Mittel 6,7 Minuten
andauerte. Bei der Einteilung nach rechts- und linksseitigen Besamungen fillt auf, dass fiir
die linken Besamungen durchschnittlich signifikant linger gebraucht wurde als fiir die

rechten.
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Tab. 26: Darstellung des Zeitaufwandes bei der Besamung unter Berlicksichtigung der

Besamungstechnik und der Seite des besamten Uterushorns

Gruppe KB-Dauer KB-Dauer li. KB-Dauer re.
(min. ) (min. ) (min. )

FS-1 <1 - -
FS-2 2,1 2,4 1,8
FS-3 8,4 10,6 6,2
FS-4 4,9 5 4.8
FS-5 <1 - -
TG-1 <1 - -
TG-2 1,7 1,8 1,6
TG-3 6,7 8.5 4,9
TG-4 <1 - -

X ICPI <1 - -

Y TICNI 1,9 2,1 1,7
¥ HYSI 6,7 8,1' 5,3

KB-Dauer li. = durchschnittliche Zeit, die fiir Besamung in das linke Horn benétigt wurde
KB-Dauer re. = durchschnittliche Zeit, die fiir Besamungen in das rechte Horn benétigt wurde

Signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen (horizontal):
1:2 p<0,05

5.12 Ovulationszeitpunkt nach hCG-Applikation und Besamung

In der Tiefgefrierspermagruppe 4 wurden die Ovulationen bezogen auf die hCG-Gabe
durchschnittlich signifikant spéter festgestellt, als in den Gruppen FS-1, FS-2, FS-4, FS-5 und
TG-3. Im Vergleich der Mittelwerte waren es maximal 3,2 Stunden, die die Ovulationen in
Gruppe TG-4 spiter festgestellt wurden. Die einfaktorielle Varianzanylse ergab weiterhin,
dass sich auch die Werte von den Gruppen FS-3 und TG-1 signifikant gegeniiber der Gruppe
TG-2 verhielten. Ebenso wurde die Ovulation in der Gruppe TG-1 im Durchschnitt
signifikant spiter als in Gruppe FS-2 und die Ovulation in Gruppe TG-2 signifikant friiher als
in Gruppe TG-3 festgestellt (Tab. 27).
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Es wurden die Stunden in dem Zeitraum zwischen Besamung und Ovulationsfeststellung
gemittelt und Durchschnittswerte fiir die einzelnen Gruppen gebildet. Aufgrund des
Besamungsschemas, bei dem die Besamungszeitpunkte fiir Frisch- und TG-Sperma auf
verschiedene Zeiten festgelegt wurden, sind die unterschiedlichen Werte zwischen den beiden
Gruppen zu erkldren. Die Mittelwerte der Frischspermagruppen waren zueinander nicht
signifikant. In den TG-Gruppen kam es bei den Stuten der Gruppe TG-2 signifikant frither zu
einer Ovulationsfeststellung als in den iibrigen Tiefgefrierspermagruppen. Der deutlichste
Unterschied in der Ovulationsfeststellung ergab sich mit 3,3 Stunden zwischen den Gruppen

TG-2 und TG-4 (Tab. 27).

Tab. 27: Mittelwerte (£ SD) fiir Ovulationsintervalle nach hCG-Applikation und nach

Besamung
Gruppe Ov.-Mittel: hCG - Ov. Ov.-Mittel: KB - Ov.
Mittelw. +SD Mittelw. +SD
FS-1 36,3° 2,89 12,3 2.89
FS-2 35,621 2.16 11,6 2.16
FS-3 37.2°¢ 4,64 13,1 4,78
FS-4 36,6° 4,01 12,5 4,02
FS-5 36° 3,73 12 3,73
FS 36,3 12,3
TG-1 37,6%°¢ 4,38 8,2° 3,54
TG-2 35,7%4n 5.48 6,2° 4,36
TG-3 37¢ 3,95 g° 3,49
TG-4 38,8° 3,13 9,5° 2.38
TG 37 7,9
FS + TG 36,7 10,2

FS = Frischsperma

TG = Tiefgefriersperma
Mittelw. = Mittelwert

+ SD = Standardabweichung

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten zwischen den Gruppen (vertikal):
acb p<0,05;c:d p<0,05;e:f p<0,05; gch p<0,05
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5.13 Trachtigkeitsraten

Beim Einsatz von Frischsperma ergibt sich eine Gesamttrachtigkeitsrate von 58,1%, die sich
von der Trachtigkeitsrate der Stuten mit singuldrer Ovulation (57,9%) nicht signifikant
unterscheidet. Ebenso waren die Ergebnisse mit 45,3% und 44,4% bei Tiefgefriersperma nicht
signifikant verschieden voneinander. Die hochsten Konzeptionsraten (62,9% u. 67,9%)
wurde in beiden Kategorien von der Gruppe FS-4 erreicht (Tab. 28). Bei Betrachtung der
Gesamttrichtigkeit erzielte die Gruppe, in der intracorporal mit einer Paillette (TG-1) besamt
wurde, die niedrigste Befruchtungsrate, wihrend bei den Stuten mit singuldrer Ovulation die

Kontrollgruppe (TG-4) am schlechtesten abschnitt (42,9%).

Zwischen der Gesamttrichtigkeitsrate und der Tréachtigkeitsrate aus singuldren Ovulationen
besteht kein signifikanter Unterschied. Beide Befruchtungsraten zeigen aber im Hinblick auf
Frisch- und TG-Sperma signifikante Unterschiede zu Gunsten der mit Frischsperma besamten

Stuten.
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Tab. 28: Trichtigkeitsraten unter Beriicksichtigung der Gesamtpopulation und der Stuten mit
singuldrer Ovulation

Gruppe TR (gesamt) TR (singulire Ovulation)
Xges /M % Xsing /N %
FS-1 21736 58,3 18/31 58,1
FS-2 17/33 51,5 16/32 50
FS-3 18/30 60 15727 55,6
FS-4 221735 62,9 19/28 67,9
FS-5 22/38 57,9 20/ 34 58,8
X FS 100/172 58,1* 88/152 57,9*
TG-1 16/39 41 16 /37 433
TG-2 20/42 47,6 17738 44,7
TG-3 24752 46,2 221748 45,8
TG-4 12/26 46,2 9/21 42,9
X TG 72/ 159 45,3 64 /144 44,4
YFS+XTG 172/331 52 152/296 514

n = Stutenanzahl
Xges = Trichtigkeiten von Stuten insgesamt
Xsing = Trdchtigkeiten von Stuten mit Einzelovulation

Signifikante Unterschiede der Konzeptionsraten (vertikal):
ab p<0,05
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6 Diskussion

6.1 Gruppen- und Altersverteilung

In der vorliegenden Studie wurde unter praxisnahen Bedingungen mit Finsatz reduzierter
Spermiendosen von Frisch- und Tiefgefriersperma der Einfluss der Besamungstechnik
auf die Fertilitit von Warmblutstuten {iberpriift. Es wurden  intracorporale (ICPI,
in den Gebidrmutterkorper), tiefintracornuale (TICNI) und hysteroskopische (HYSI)
Inseminationstechniken an 331 Warmblutstuten im Alter von 3 bis 21 Jahren unter Einhaltung
eines konstanten Besamungsschemas miteinander verglichen. Die Stuten wurden unter
Beriicksichtigung ihres Alters und ihres Laktationszustandes gleichmiBig, im Ubrigen aber
willkiirlich, auf die fiinf Frischsperma- und vier Tiefgefrierspermagruppen verteilt. Bei der
statistischen Auswertung gab es fiir die Altersverteilung zwischen den Versuchsgruppen

erwartungsgemil keine signifikanten Unterschiede.

6.2 Vorbericht / Reproduktionsstatus

VIDAMENT et al. (1997) erhielten fiir giiste, Maiden- und Fohlenstuten, sowie fiir Stuten,
die abortiert hatten, keine signifikant unterschiedlichen Trichtigkeitsraten. Wurden in der hier
vogelegten Studie die Stuten jedoch nach Vorbericht mit giinstiger und ungiinstiger
Fertilitdtsprognose  zusammengefasst, so stellte sich bei der Betrachtung der
Trichtigkeitsraten von Fohlen- und Maidenstuten heraus, dass die mit 50 Mio. pms/2ml
hysteroskopisch besamten Stuten signifikant hohere Trichtigkeitsraten aufwiesen als die
Kontrollgruppe. Bei Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Stuten mit einem ungiinstigen
Vorbericht ergaben sich bei Insemination in den Gebadrmutterkdrper signifikant hohere
Triachtigkeitsraten als bei Fohlen- und Maidenstuten. Ebenfalls signifikant hohere
Trichtigkeitsraten wurden von den mit Frischsperma besamten Problemstuten der
intracorporalen Kontrollgruppe gegeniiber den hysteroskopischen Besamungen mit 50 Mio.
pms/12ml erreicht. Diese Resultate lassen vermuten, dass bei Problemstuten die corporale
Standardbesamung der uterotubalen Insemination vorzuziehen ist. Ahnlich duBern sich auch
SCHIEMANN et al. (2001), indem sie empfehlen, nach diagnostischer Hysteroskopie die

nédchste Insemination um einen Zyklus zu verschieben.
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6.3 Volumen, Dosis und Konzentrationseffekte

JASKO et al. (1992), ebenso wie BEDFORD und HINRICHS (1994), stellten fest, dass sich
das Besamungsvolumen auf die Fertilitit von Stuten nicht signifikant auswirkt. Die in dieser
Studie verwendeten Inseminationsvolumina hatten ebenfalls keine signifikanten

Auswirkungen auf die Tréachtigkeit.

Untersuchungen von LEIPOLD et al. (1998) fiihrten beziiglich der Konzentration von
Spermien in der Besamungsdosis zu keinen signifikanten Unterschieden in der
Befruchtungsrate. JASKO et al. (1992) beschreiben, dass groe Volumina im Zusammenhang
mit einer niedrigen Konzentration an Spermien im Inseminat in der Tendenz einen eher
negativen Effekt auf die Embryonenriickgewinnungsrate hatten — im Unterschied zu hdheren
Konzentrationen bei gleichem Volumen. In der vorliegenden Studie hatte die Konzentration
der Spermien im Inseminat keinen signifikanten Einfluss auf die Tréachtigkeitsrate. Die
hochste Trichtigkeitsrate wurde jedoch in der Gruppe FS-4 mit kleinerem Volumen (2ml)
und hoherer Konzentration an Spermien im Inseminat (25 Mio. pms/ml) erreicht. Die
Trichtigkeitsraten konnen also in Bezug auf die Besamungstechnik betrachtet werden, ohne
dass sie durch Effekte des Besamungsvolumens oder der Konzentration des Inseminats

verfilscht werden.

Es gab bereits viele Untersuchungen, in denen der Versuch unternommen wurde, die optimale
Besamungsdosis zu ermitteln, bei der man mit der geringsten Spermienzahl eine maximale
Fertilitét erreicht. SAACKE (1983) spricht hierbei von dem sogenannten Schwellenwert, den
es zu ermitteln gilt. Der Autor weist darauf hin, dass dieses Modell verschiedenen
Einflussfaktoren unterliegt und der Schwellenwert keine Konstante darstellt. Aufgrund dieser
Problematik ist es nicht nur schwierig, Studien miteinander zu vergleichen, sondern auch

nahezu unmoglich, eine allgemeingiiltige Mindestdosis zu empfehlen.

Bezogen auf die Inseminationsdosis unterschieden sich in dieser Studie die
Trachtigkeitsergebnisse innerhalb der Frisch- und Tiergefrierspermagruppen nicht signifikant.
In den Studien von KLOPPE et al. (1988), VIDAMENT et al. (1997), GAHNE et al. (1998)
und SQUIRES et al. (1998) wurden die Trichtigkeitsraten von den jeweiligen
Besamungsdosen ebenfalls nicht signifikant beeinflusst. In der 1975 veroffentlichten Studie

von PICKETT und VOSS unterschieden sich die Ergebnisse beim Einsatz von unbehandeltem
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Sperma nicht signifikant voneinander, wihrend die Trichtigkeitsraten bei aufbereitetem
Frischsperma signifikant besser fiir die mit 500 Mio. als fiir die mit 100 Mio. Spermien
besamten Stuten ausfielen. In einer Studie von HOUSEHOLDER et al. (1981) wurden die mit
500 Mio. pms (75%) besamten Stuten signifikant besser tragend als die mit 50 Mio. pms
(37,5%). Aufgrund der vielen trichtigkeitsbeeinflussenden Faktoren bereitet es
Schwierigkeiten, die Studien miteinander zu vergleichen. Dennoch ist zu vermuten, dass die
Spermiendosis in Abhingigkeit von dem individuellen Besamungsmanagement auf eine
bestimmte minimale Dosis reduziert werden kann, ohne dass dies negative Auswirkungen auf

die Fertilitatsrate hitte.

CLEMENT et al. (2000) und auch KATILA et al. (1996) fiihrten Einzel-, Doppel- und
Dreifachbesamungen mit Frischsperma bzw. TG-Sperma durch, wobei sich fiir die
Einzelbesamungen keine signifikant schlechteren Befruchtungsraten ergaben als fiir die
Mehrfachbesamungen. Hingegen waren in einer Studie von VIDAMENT et al. (1997) beim
Einsatz von Tiefgefriersperma  signifikant hohere  Tréchtigkeitsraten bei den
Mehrfachbesamungen (34%, n = 1576, p < 0,001) gegeniiber den Einzelinseminationen (26%,
n = 626) zu verzeichnen. Auch SQUIRES et al. (1998) erhielten signifikant hohere
Trichtigkeitsraten, wenn an beiden Tagen um den Ovulationszeitpunkt herum jeweils mit
einer Dosis von 1 Mrd. pms Versandsperma besamt wurde, als mit einer einmaligen Dosis
von 2 Mrd. pms. In der Versuchsreihe von SCHAFER (2001) erwiesen sich in der
Frischsameniibertragung die Einzelbesamungen in den letzten 36 Stunden vor und in den
ersten 12 Stunden nach der Ovulation als ebenso erfolgreich wie die Mehrfachbelegungen im
24-Stunden-Intervall. Bei kryokonserviertem Sperma gibt es wiederum vergleichbare
Trichtigkeitsraten, wenn bei Einzelbesamungen innerhalb von 12 Stunden vor oder nach

Ovulation besamt wurde.

6.4 Trichtigkeitsrate in Abhiangigkeit zur Aktivitiat der
Ovarien
6.4.1 Anzahl priaovulatorischer Follikel, sowie Haufigkeit singulirer

bzw. zweifacher Ovulationen und Zwillingstrachtigkeiten

Bei den 331 Stuten dieser Studie ergaben sich zu 10,6% Doppelovulationen, die in acht Féllen

zu einer Zwillingstriachtigkeit fithrten. Damit liegt die Zwillingstriachtigkeitsrate fiir die
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Gesamtpopulation bei 4,7%. In den Studien von CLEMENT et al. (2000) und WOODS et al.
(2000) ereigneten sich Doppelovulationen zu 44% bzw. 26 - 29 %. Die im Vergleich zur
vorliegenden Studie deutlich hohere Zahl an Doppelovulationen in der Studie von CLEMENT
et al. (2000) iiberrascht zunichst, da man vermutet, dass durch die medikamentelle
Ovulationsinduktion die Doppelovulationen begiinstigt werden. Da jedoch bei CLEMENT et
al. (2000) keine Ovulationsinduktion vorgenommen wurde, wire es denkbar, dass die hohere

Doppelovulationsrate auf eine reproduktionsaktivere Stutenpopulation zuriickzufiihren ist.

Wenn man die hier vorliegenden Doppelovulationen nach der ipsi- und kontralateralen Seite
unterteilt und jeweils die corporalen und cornualen Inseminationstechniken zusammenfasst
so erhdlt man bei kontralateralen Doppelovulationen mit der tiefintracornualen und
hysteroskopischen Besamung signifikant seltener Zwillingstrichtigkeiten als mit der
herkdmmlichen Besamung in den Uteruskorper. Die cornual besamten Stuten weisen eine
Trichtigkeitsrate von 70% auf. Da nicht geklidrt werden kann, welche der Eizellen erfolgreich
befruchtet wurde, ldsst sich nur vermuten, dass nach tiefintracornualer Insemination mit einer
geringen und kleinvolumigen Besamungsdosis kontralateral weniger befruchtungsfahige
Spermien zur Verfiigung stehen als auf der Seite, auf der die Besamung durchgefiihrt wurde.
Zumindest bei Tiefgefriersperma sollte man jedoch davon ausgehen, dass der Abstand der
beiden Ovulationen zueinander, bzw. vor allem der Abstand der zweiten Ovulation zum
Besamungszeitpunkt, einen entscheidenden  Effekt auf das Entstehen von
Zwillingstriachtigkeiten hat. In dieser Studie ovulierten bei Tiefgefriersperma zwei der
tragenden Stuten beide Follikel innerhalb von sechs Stunden nach der Besamung. Und bei
drei tragenden Stuten ereignete sich die zweite Ovulation erst 6 bis 18 Stunden nach der

Besamung.

Eine Studie von FEO et al. (1992) zeigt, dass Spermien nach cornualer Deposition der
Spermiendosis bereits zwei Stunden p.i. die kontralaterale Hornspitze erreichen. Insgesamt
finden sich jedoch signifikant weniger Spermien auf der kontralateralen Seite ein. Es wurden
von FEO et al. (1992) nach cornualer Besamung signifikant weniger Spermien in der
kontralateralen Hornspitze ausgezihlt als nach corporaler Insemination in den Hornspitzen
anzutreffen waren. In einem zweiten Experiment von FEO et al. (1992) wurden mit der
tiefintracornualen Besamungstechnik (66,6%) signifikant mehr Stuten tragend als bei
corporaler Insemination (32%). Aufgrund der Tatsache, dass die Stuten zur

Spermienauszdhlung schon zwei Stunden nach Insemination geschlachtet wurden, konnte
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man vermuten, dass der Spermientransport noch nicht vollstindig abgeschlossen war.
AuBlerdem zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der durchschnittlich
zuriickgewonnenen Spermienanzahl zwischen dem rechten und linken Eileiter. Es ist also
fraglich, in wie weit die Samendeposition die Besiedlung des kaudalen Isthmus beeinflusst.
KATILA (2000) kann jedoch schon 8-20 min. nach corporaler Insemination einige
radiomakierte Spermien mit Hilfe der Scintigraphie im Bereich der Hornspitze nachweisen.
Und in einer Studie von RIGBY et al. (2000) zeigte sich, dass auch 18 Stunden nach
cornualer Besamung sowohl bei normalen als auch bei zur Endometritis neigenden Stuten
prozentual signifikant mehr Spermien aus dem ipsilateralen Eileiter zuriickgewonnen werden

konnten als aus dem kontralateralen.

6.4.2 Konzeptionsergebnisse in Abhéingigkeit des Seitenvergleiches
von Follikeln, Ovulationen, sowie Follikelgrofie

Die durchschnittlichen FollikelgroBen von mindestens 40 mm zum Zeitpunkt der
medikamentellen Ovulationsinduktion entsprechen der Versuchsvorgabe. Die Anzahl der
Follikel und Ovulationen, sowie die daraus resultierenden Tréachtigkeiten waren gleichmifBig
zwischen der rechten und linken Seite verteilt. Im Mittel entwickelten sich 1,24 Follikel pro
Stute, von denen 1,10 Follikel pro Stute zur Ovulation kamen. Innerhalb der
Frischspermagruppen der rechten Seite war die Trachtigkeitsrate der hysteroskopischen
Besamung (50 Mio. pms/12ml) signifikant besser als bei der intracorporalen und

tiefintracornualen Gruppe.

Wenn man das Verhiltnis von Ovulationen zu Tréchtigkeiten zwischen der linken und rechten
Seite innerhalb der Gruppen vergleicht, so fillt auf, dass jeweils die Befruchtungsergebnisse
der hysteroskopischen Gruppen (FS-3 u. TG-3) rechts signifikant besser ausfallen. Dieses
Ergebnis spiegelt sich auch in den Summen der Tiefgefrierspermagruppen wieder, wobei sich
die Trichtigkeitsrate zu Gunsten der rechten Seite signifikant von der linken unterscheidet.
Auffillig ist, dass fiir die linken Besamungen auch eine signifikant ldngere Zeit in Anspruch
genommen wurde als fiir die rechten. In diesem Zusammenhang kann davon ausgegangen
werden, dass es — moglicherweise auf Grund von anatomischen Gegebenheiten —
Schwierigkeiten gab, das Endoskop bis in die Hornspitze vorzuschieben. Es liegt also die
Vermutung nahe, dass eventuell lokal entstandene Irritationen der endometrialen Schleimhaut

einen negativen Effekt auf die Entstehung einer Trichtigkeit hatten. Dass das Sperma durch
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die lidngere Verweildauer im Inseminationskatheter negativ beeinflusst wurde, ist eher

unwahrscheinlich.

6.5 Resorptionsrate

Die Resorptionsrate der hier untersuchten Stuten lag bei 8,7%. Wobei das durchschnittliche
Resorptionsvorkommen in der Gruppe TG-1 tendenziell (p = 0,0614) hoher ausfiel als in der
Gruppe TG-4. Die in den Studien von KOSKINEN et al. (1990) und WOODS et al. (1990)
beschriebene hohere Fruchtresorptionsrate bei postovulatorisch besamten Stuten kann in der
vorliegenden Studie keine Erkldrung darstellen, da die Stuten priovulatorisch besamt wurden.
Desweiteren konnten die niedrigen Werte in den tiefintracornualen Besamungsgruppen ein
Hinweis darauf sein, dass befiirchtete Ldsionen im Endometrium durch die Manipulation
beim Vorschieben der Besamungspipette nicht zu einer erhohten Fruchtresorptionsrate

fiithrten.

6.6 Uterusodem

Die endometriale Odematisierung zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion #uBerte sich
durchschnittlich in einem deutlich sichtbar ausgeprigten Odem. Nur in den Gruppen TG-2
und TG-3 schien sich das Uterusddem schon etwas mehr in Riickbildung zu befinden. Dies
bestitigt die Annahme, dass die Stuten in Gruppe TG-2 vom Zyklusstadium schon etwas
weiter fortgeschritten waren und konnte erkldren, warum bei diesen Stuten im Durchschnitt
die Ovulation etwa zwei Stunden eher festzustellen war als bei den Stuten der iibrigen
Gruppen. BRAGG WEVER et al. (2002) stellten durch die computergestiitzte
Pixelauswertung von Ultraschallbefunden fest, dass die Odemausbildung im Uteruskorper
frither beginnt und weniger variiert als in den Gebdrmutterhornern. Auflerdem beobachteten
die Autoren die Beschleunigung der Odematisierung durch hormonelle Intervention von

PGF;4, und hCG.

6.7 Endometriale Reaktion

Bei 9,4% der Stuten kam es 24 Stunden nach der Besamung zu einer im Ultraschallbild
festzustellenden Ansammlung von Fliissigkeit. Die Zahl der Stuten, die derartig auf die

Besamung reagierten, unterschied sich zwischen Frisch- und Tiefgefriersperma nicht so
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deutlich wie KOTILAINEN et al. (1994) und TROEDSSON et al. (1998) es beobachten
konnten. Nach TROEDSSON et al. (1998) beruht die heftigere endometriale Reaktion bei
Einsatz von Tiefgefriersperma auf der Reduktion des Seminalplasmas im Rahmen der
Herstellung von Tiefgefriersperma und gegebenenfalls auf stirkeren antigenen Wirkungen

tiefgefrorener Samenzellen.

Werden corporal und cornual besamte Stuten getrennt voneinander betrachtet, so zeigen sie
mit 7,9 und 10,4% keine signifikant unterschiedlichen Reaktionen auf die Besamung.
MANNING et al. (1998) und VAZQUEZ et al. (1998) berichten, dass 10% bzw. 60% der
hysteroskopisch besamten Stuten mit einer intrauterinen Fliissigkeitsansammlung reagierten.
SCHIEMANN et al. (2001) untersuchten den mikrobiologischen und histopathologischen
Status fiinf Tage nach Distension des Uterus mit gefilterter Luft. Bei Stuten im Didstrus
stellte sich heraus, dass vier von acht zuvor negativ getupferten Stuten mit pathogenen
Keimen (in drei Fillen Pseudomonas aeruginosa) belastet waren, und dass sich bei fiinf der
Stuten histopathologisch leicht akut-entziindliche endometriale Reaktionen entwickelt hatten.
Bei einer Stute manifestierte sich eine akut oberfldchliche Endometritis. 75% der Stuten
zeigten die histolopathologische Entziindungsreaktion auch noch vor dem nichsten Ostrus.
Aus diesem Grund sollte der auf die Hysteroskopie folgende Zyklus laut SCHIEMANN et al.

(2001) nicht zur Insemination genutzt werden.

Zwischen den corporalen und cornualen Gruppen waren in Bezug auf die Trichtigkeitsraten

(54,5 u. 45%) keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

6.8 Endometriumszysten

Drei Prozent der in dieser Studie vorgestellten Stuten mit einem Durchschnittsalter von 13
Jahren hatten vereinzelt ultrasonographisch zu detektierende Gebédrmutterzysten, die einen
maximalen Durchmesser von 26 mm aufwiesen. Dieses Ergebniss ldsst sich mit einer Studie
von MERKT et al. (1991) vergleichen, in der bei Stuten in einem Alter von durchschnittlich
13,5 Jahren geringgradig Endometriumszysten von maximal zwei Zentimeter beobachtet
wurden. MERKT et al. (1991) gehen davon aus, dass es sich bei dem Zystenvorkommen um
eine Folgeerscheinung nach Tréichtigkeiten handelt, da in ihrer Studie nur Stuten
Endometriumszysten aufwiesen, die wenigstens einmal gefohlt hatten. Dass die Zysten zu

einer erhohten Fruchtresorption fiihren, konnte in der vorliegenden Studie nicht beobachtet

86



Diskussion

werden; dies liegt moglicherweise an der sehr geringen Stutenanzahl in dieser Gruppe und an
der geringen Tréachtigkeitsrate von 30%. Dieses Ergebnis entspricht allerdings der von KLUG
(2002) vorgeschlagenen Einteilung zur Einschitzung der Fruchtbarkeitsprognose, bei der den
Stuten ohne klinische und bakteriologische Bedenken mit nicht-adiquatem

endometrialhistologischen Befund eine Fruchtbarkeitsaussicht von 25 bis 50% zukommt.

6.9 Morphologie der uterotubalen Papille

Bei 62 Stuten wurde die uterotubale Papille nach ihrer Morphologie ausgewertet. In 46,8%
der Fille kam es zu einer zapfenformigen Erscheinung, bei 43,6% der Stuten erschien sie
hiigelformig, und 9,7% der Papillen stellten sich flach dar. MANNING et al. (1998) teilten
die Uterotubalpapille in folgende Kategorien ein: papillenformig (36%), komplex (32%),
diffus (17%) und mit doppelten Hiigelkamm (11%). WILSON (1983) beschreibt, dass die
Papille sowohl rund, oval als auch erhaben sein kann und hiufig in ihrer GroBe variiert; nach
seiner Erfahrung kann i.d.R. ein Katheter mit Imm Durchmesser in die Papillendffnung
eingefiihrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Hilfte der ausgewerteten Stuten
eine rosettenformige Papillendffnung beobachtet, die sich wahrscheinlich durch die von
BOYLE et al. (1987) und SCOTT et al. (2002) beschriebenen radial angeordneten
Epithelfalten in dieser Form darstellt.

Bei 8,1% der ausgewerteten Stuten erschien die Papille umgeben von einem pink
schimmernden Hof, der sich von der umgebenden Schleimhaut abzeichnete. Dieses
Phianomen wird ebenfalls von BRACHER und ALLEN (1992) beschrieben, die auflerdem
feststellten, dass sich die uterotubale Papille #hnlich der Zervix im Ostrus ddematos und
relaxiert darstellt, wihrend sie im Didstrus blass, fest und protuberant erscheint. Ob die
Verfarbungen im direkten Umfeld der Papille tatsichlich ein Zeichen fiir eine gesteigerte
Durchblutung der UTP waren, oder ob es sich hierbei nur um einen technisch-optischen
Effekt handelte, konnte nicht geklirt werden. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Triachtigkeitsraten (62%, 63% u. 50%) und der Papillenform konnte in vorliegenden Arbeit

nicht festgestellt werden.
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6.10 Inseminationsdauer

Fiir den hysteroskopischen-intratubalen Besamungsvorgang wurde von MANNING et al.
(1998) eine Inseminationsdauer von 5-20 Minuten veranschlagt. KOENE et al. (2002)
brauchten maximal 5 Minuten fiir das Auffinden der Eileiterpapille. Die durchschnittliche
Inseminationsdauer in der vorliegenden Studie betrug fiir den gesamten hysteroskopischen
Besamungsvorgang (inkl. Fohlenrossen) 6,7 Minuten, wobei fiir die hysteroskopischen
Besamungen in das linke Uterushorn signifikant ldngere Zeit in Anspruch genommen wurde.
Wie auch in anderen Studien (MORRIS et al. 2000, KOENE et al. 2002) von je drei Fillen
berichtet wurde, konnte bei zwei Stuten in der vorliegenden Studie die Uterotubalpapille nicht
mit Sicherheit identifiziert werden. Das Inseminat musste quasi tiefintracornual abgesetzt
werden. Bei zwei weiteren Stuten konnte das Endoskop zwar von rektal in der Hornspitze
palpiert werden, optisch war jedoch kein Ende der Hornspitze auszumachen. Bei den zuletzt
erwihnten Tieren handelte es sich um Stuten in der Fohlenrosse. Bei einer Haufung von
Schwierigkeiten in der Fohlenrosse, sollte der Einsatz der hysteroskopischen Besamung bei

diesen Stuten iiberdacht werden.

Alle Stuten tolerierten den Besamungsvorgang ohne sichtbare Verhaltensinderungen.
Allerdings zeigte sich in der Studie von SCHIEMANN (2001), dass bei Distension der
Gebirmutter mit Luft ein Druck oberhalb des Arbeitsbereiches (20 £ 5 mmHg) zu einem
signifikanten Anstieg der Herzfrequenz fiihren kann. Die Gefahr, bei Stuten im Ostrus den
Arbeitsdruck zu iiberschreiten, wenn es darum geht, Luft in die jeweilige Hornspitze zu
insufflieren, wird aufgrund der hier gemachten Erfahrungen als gering eingeschitzt, da die
Luft iiber die Zervix spontan entweichen kann. Aufmerksamkeit ist allerdings geboten, wenn
die durchfithrende Person mit der Hand von vaginal die Zervix geschlossen hilt oder die
Stute zu einer Zervixenge neigt. Hier sei aus praktischen Griinden erwihnt, dass das
Vorschieben des Endoskops unter manueller rektaler Kontrolle nicht nur eine reduzierte
Belastung durch geringere Luftinsufflation darstellt, sondern auch die Lokalisation und

Verbiegungen der Endoskopspitze sofort korrigiert werden kdnnen.
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6.11 Ovulationszeitpunkt nach hCG-Applikation und
Besamung

Zur gezielteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Besamungstechnik und der
Triachtigkeitsrate wurden in dieser Studie die Einfiisse von Besamungsfrequenz und
Besamungsintervall ausgeschaltet, indem die Stuten nur einmal pro Zyklus besamt wurden.
Aufgrund dieses Vorgehens gewinnen Besamungszeitpunkt und Untersuchungsintervall in
Hinblick auf die Beeinflussung der Konzeptionsergebnisse noch mehr Bedeutung. Das
Zeitschema wurde mit Hilfe der Ovulationsinduktion durch humanes Choriongonadotropin so
gewihlt, dass bei den mit Frischsperma besamten Stuten i.d.R. 12 Stunden nach Insemination
die Ovulation festgestellt werden konnte. Fiir die Stuten, die Tiefgefriersperma erhielten,
wurde mit 30 Stunden post injectionem ein spiterer Besamungszeitpunkt als bei Besamung
mit Frischsperma gewihlt, um moglichst ovulationsnah zu besamen. Bei den Stuten der TG-
Spermagruppen wurde die Ovulation durchschnittlich etwa 8 Stunden nach Insemination
festgestellt. Dass bei den Stuten der Gruppe TG-2 die Ovulation mit 6,2 Stunden p.i.
signifikant frither festgestellt werden konnte, mag daran liegen, dass diese Stuten
durchschnittlich schon weiter im Zyklusgeschehen waren als die Stuten der anderen drei
Gruppen. Entscheidende Auswirkungen hat der Zeitunterschied vermutlich nicht gehabt, denn

dies hitte sich wahrscheinlich in den Tréachtigkeitsraten widergespiegelt.

Bei 96,8% der 342 Stuten dieser Versuchsreihe konnte mindestens eine Ovulation innerhalb
von durchschnittlich 36,7 Stunden nach intravendser hCG-Applikation von 1500 IU
festgestellt werden. In der einfaktoriellen Varianzanalyse ergaben sich fiir die meisten Werte
signifikante Unterschiede. Maximal kam es jedoch 3,2 Stunden frither zu einer
Ovulationsfeststellung. In der Literatur (SIEME und KLUG 1996, MANNING et al. 1998,
MORRIS et al. 2000, SCHAFER 2001 und BRAGG WEVER et al. 2002) wurden nach
Induktion der Ovulation mittels hCG Ovulationsraten von 70-95%, 66,7%, 79,1%, 97,5% und
85% beschrieben.

Da nicht nur aufgrund der uterinen Belastung sondern auch aus wirtschaftlichen Griinden
Einzelinseminationen gerade beim Einsatz von Tiefgefriersamen bevorzugt werden, sind in
der Vergangenheit viele Studien zur Ermittlung des giinstigsten Besamungszeitpunktes und

zur Optimierung des Besamungsmanagements durchgefiihrt worden.
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KOSKINEN et al. (1990) und WOODS et al. (1990) kamen zu dem Ergebnis, dass die
Trichtigkeitsrate der Stuten, die einen Tag nach Ovulation besamt wurden, signifikant
niedriger ist als die der praovulatorisch oder am Tag der Ovulation besamten Stuten.
SQUIRES et al. (1998) vermuten, dass Besamungen, die in einem zeitlichen Zusammenhang

von weniger als 24 Stunden zur Ovulation stehen, sich positiv auf die Fertilitdt auswirken.

In einer Studie von SCHAFER (2001) zur Terminierung der Sameniibertragung und
Optimierung der Besamungsstrategie wurden die hochsten Trichtigkeitsraten verzeichnet,
wenn die Stuten 24 - 0 Stunden vor Ovulation besamt wurden. Bei Versuchen mit
Tiefgefriersperma lagen die Trichtigkeitsraten bei Besamung von O - 12 Stunden nach
Ovulationsfeststellung hoher — jedoch nicht signifikant hoher — als bei den Stuten, die 12 - 0

Stunden vor Ovulation besamt wurden.

6.12 Trachtigkeitsraten

Es gibt in dieser Studie zwischen den verschiedenen Besamungstechniken sowohl bei der
Betrachtung der Gesamtpopulation als auch in Hinblick auf die tragenden Stuten nach
singuldrer Ovulation keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Trichtigkeitsrate.
Lediglich der Einsatz von Frischsperma fiihrt, in der Summe betrachtet, in beiden Kategorien
zu signifikant hoheren Befruchtungsergebnissen gegeniiber der Besamung mit

Tiefgefriersperma.

Besamungsdosen von 50 x 10° pms Frischsperma (bei Einsatz am Tag der Gewinnung) bzw.
insgesamt 100 x 10° TG-Sperma konnen demnach ohne Fertilititseinbu3en eingesetzt werden.
Es ist in zahlreichen anderen Studien (BUCHANAN et al. (2000), MORRIS et al. (2000),
LINDSEY et al. (2001, 2002), RIGBY et al. (2001) und ALVARENGA et al. (2002))
gelungen, mit weitaus niedrigeren Spermienzahlen erfolgreich zu besamen. In aller Regel war
hier die Aufbereitung des Ejakulats (Percoll-Dichtegradientenzentrifugation) allerdings nicht
nur zeit- und arbeitsintensiv, sondern verlangte auch ein gut ausgeriistetes Labor. Mit Blick
auf den Praxisalltag konnten nach den Ergebnissen der hier vorgelegten Studie aus einem
Ejakulat eines Warmbluthengstes mit durchschnittlich 5-7 Milliarden Spermien (PICKETT et
al. 1987) und einer angenommenen Vorwértsbeweglichkeit von 50% bis zu 50 bis 70 Stuten
besamt werden, ohne dass es einen zeit- oder labortechnischen Mehraufwand bedeuten wiirde.

Angesichts dieser Tatsache erscheint es unnotig und unpraktikabel, die Spermiendosis unter
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aufwendigen Verfahren noch weiter zu verringern. Diese Erkenntnis konnte allerdings fiir

Hengsthalter und TG-Sperma-Handel erhebliche wirtschaftliche Auswirkungen haben.

Wenn man davon ausgeht, dass bei der oben erwihnten Dosierung die Besamungstechnik
keinen signifikanten Einfluss auf die Trichtigkeitsraten besitzt, ist es weniger kosten- und
arbeitsintensiv, corporal oder tiefintracornual zu besamen. AuBlerdem ist laut SCHIEMANN
et al. (2001) zu vermuten, dass die Prozedur der Hysteroskopie die Stuten fiir eine bakterielle
Keimbesiedlung empfinglich macht und héufig eine — nur histopathologisch nachweisbare —
akute Entziindungsreaktion nach sich zieht. Da die Ergebnisse der vorliegenden Studie
ohnehin den Schluss zulassen, dass die hysteroskopische Besamung bei Stuten mit
problembehaftetem Vorbericht nicht von Vorteil ist, stellt sich die grundsétzliche Frage nach
der Indikation fiir den Einsatz dieser Inseminationstechnik. Hier sei auf die Studien von
BUCHANAN et al. (2000) und LINDSEY et al. (2001, 2002 a, b, c) verwiesen, die mit den
cornualen Besamungstechniken durch flowzytometrische Verfahren geschlechtsgetrenntes
Sperma in minimalen Dosierungen erfolgreich einsetzten. KOENE et al. (2002) testeten die
uterotubale Besamung unter FEinsatz von Sperma eines subfertilen Hengstes. Die
hysteroskopische Besamung hat gegeniiber der rektal gefithrten TICNI den Vorteil, dass man
die Besamung optisch nachvollziehen kann, das Endoskop flexibler zu handhaben ist und sich
das Endoskop beim Festsitzen in einer Schleimhautfalte durch die Insufflation von Luft
leichter in die Hornspitze vorschieben lisst. Die tiefintracornuale Besamungstechnik ist nicht
nur sehr viel kostengiinstiger, sondern auch ortsunabhingig (auf dem Ziichterhof) von einer
Person  durchfiihrbar. Hinzu  kommt, dass durch die Verwendung von
Einmalbesamungspipetten die gleiche Hygiene wie bei der herkdmmlichen Besamung

eingehalten werden kann.

In der Literatur wird iiber tiefintracornuale oder hysteroskopische Besamungen einerseits von
besseren (FEO et al. (1992), WOODS et al. (2000), MORRIS et al. (2000), ALVARENGA et
al. (2002) u. PETERSEN et al. (2002)) und andererseits von schlechteren (MANNING et al.
(1998), BUCHANAN et al. (2000), McCUE et al. (2000) u. SQUIRES et al. (2002))
Befruchtungsergebnissen gegeniiber der corporalen Inseminationstechnik berichtet. Dies mag
seine Ursache nicht nur in der individuellen Anwendung der Technik haben — denn
MULLER et al. (1987) erhilt signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
unterschiedlichen Besamungstechniker —, sondern ldsst vermuten, dass die Gesamtheit aller

reproduktionsbeeinflussenden Faktoren eine Rolle spielt (s. Abb. 02).
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Abb. 02: Einflussfaktoren auf die Trichtigkeitsrate
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Die durch die Inseminationstechnik verdnderte Ausgangslokalisation der Spermien im
weiblichen Genitale hat laut SCOTT et al. (2000) einen Einfluss auf die weitere
Spermienverteilung. Auch die Studien von FEO et al. (1992) und RIGBY et al. (2000) weisen
darauf hin, dass es von dem Ort der Samendeponierung abhingt, wieviele Spermien an der
uterotubalen Papille bzw. im Ovidukt anzutreffen sind. Wenn sich durch die cornualen
Besamungstechniken die Anzahl der befruchtungsfihigen Spermien im kaudalen Isthmus
erhoht, dann bleibt trotzdem noch ungeklért, wie hoch die tatsdchliche Bindungskapazitit des
kaudalen Isthmus ist, ob die ungebundenen luminalen Spermien auch fiir die Befruchtung in
Frage kommen, wie sich der Ablosungsprozess vom Epithel des kaudalen Isthmus gestaltet
(DOBRINSKIT et al. 1997, LEFEBVRE et al. 1995) und wieviele Spermien tatsidchlich zum
Ort der Befruchtung - der Eileiterampulle — hochwandern (YANAGIMACHI 1994). Da all
diese Vorginge noch nicht im Detail erforscht werden konnten, bleibt die Frage nach dem
Zusammenhang zwischen der Besamungstechnik und der Fertilitdtsrate bei Warmblutstuten

zundchst offen.

YANAGIMACHI (1994) behauptet, dass die uterotubale Verbindung bei Spezies mit
intrauteriner Samendeponierung (Pferd, Schwein) die Hauptselektionsbarriere fiir die
Spermien darstellt. Dies konnte erkldren warum in der Arbeit von KRUGER (2000) zur
chirurgischen tiefintrauterinen Besamung von Jung- und Altsauen bei reduzierter
Spermiendosis keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der
konventionellen Besamung in Trichtigkeits- und Abferkelraten sowie WurfgroBBen zu
verzeichnen sind. MARTINEZ et al. (2001, 2002) zeigen in ihren Versuchen, dass es trotz
der komplizierten anatomischen Bedingungen des Genitaltraktes der Sauen moglich ist mit
einer reduzierten Spermiendosis nicht-invasiv mittels Endoskop oder flexiblem Kathether

ebenso erfolgreich zu besamen, wie auf konventionellem Weg.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ist der Effekt der cornualen
Besamungstechniken bei den hier festgelegten Versuchsbedingungen anscheinend nicht so
grof, dass durch die Samendeponierung an der Hornspitze bzw. UTP signifikant mehr Stuten
tragend werden als bei der herkommlichen Besamung in den Uteruskorper. Dennoch ist der
Einfluss der tiefintracornualen und hysteroskopischen Technik moglicherweise grof3 genug,
um bei kontralateraler Doppelovulation die zweite Trachtigkeit auf der kontralateralen Seite

zu verhindern. Anhand weiterer Studien miisste gepriift werden, ob bei einer gréferen
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Stutenzahl ~mit  Doppelovulation die tiefintracornuale und  hysteroskopische

Besamungstechnik tatsdchlich das Risiko einer Zwillingstrichtigkeit vermindert.

Es zeigt sich jedoch anhand der Ergebnisse der hier vorliegenden Studie, dass durch den
Einsatz der tiefintracornualen (TICNI) und hysteroskopischen (HYSI) Besamungstechnik
keine signifikant besseren Tridchtigkeitsraten im Vergleich zur konventionellen

Sameniibertragung in den Gebarmutterkorper erreicht werden.
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7 Zusammenfassung

Anna-Christine Bonk (2002): Einfluss der Inseminationstechnik und Lokalisation des
Inseminats auf die Tréachtigkeitsrate bei Warmblutstuten
unter Verwendung reduzierter Dosen fliissigkonservierten

und tiefgefrorenen Hengstspermas.

In der vorliegenden Studie wurden am Niedersidchsischen Landgestiit Celle 342
Warmblutstuten innerhalb der Zuchtsaisons 2001 und 2002 nach dem Zufallsprinzip in neun
Versuchsgruppen eingeteilt, um drei verschiedene Besamungstechniken bei reduzierter
Spermiendosis unter Einsatz von Frisch- und Tiefgefriersamen miteinander zu vergleichen.
Die Stuten wurden dazu einem Kkonstanten Besamungsmanagement unterzogen. Als
Voraussetzung zur Ovulationsinduktion galt ein praovulatorischer Follikel von & 40 mm bei
sich im Ostrus befindenden Stuten. Die Stuten wurden nach intravendser Gabe von 1500 IU
hCG (Choriolutin 5000®, Fa. Albrecht, Aulendorf) 24 Stunden spiter mit Frisch- oder 30
Stunden spiter mit Tiefgefriersperma besamt. 48 Stunden nach hCG-Gabe hatten 96,8% der
Stuten mindestens einen Follikel ovuliert (n = 331). Das eingesetzte Sperma stammte von
Hengsten mit gepriifter normaler Fertilitdt. Nach der tdglichen Samengewinnung wurde das
mit Verdiinner (INRA 82) aufbereitete Ejakulat bei + 5°C bis zur 2-4 Stunden spiter
erfolgenden Insemination gelagert. Die Untersuchung zum Zweck der Feststellung einer
Trachtigkeit erfolgte zwischen dem 15. und 18. Tag post ovulationem. Neben der
Standardbesamung in den Gebidrmutterkorper kam sowohl die von transrektal gelenkte
tiefintracornuale Insemination wie auch die hysteroskopische Samendeponierung auf die
uterotubale Papille zum Einsatz. Die Stuten der ersten vier Frischspermagruppen (FS-1, FS-2,
FS-3 u. FS-4) wurden mit jeweils 50 Millionen progressiv motilen Spermien (pms) in den
Gebidrmutterkorper, tiefintracornual und uterotubal inseminiert. Das Besamungsvolumen der
ersten drei Gruppen wurde kurz vor der Besamung von 25 Millionen pms/ml auf 12 ml durch
Nachverdiinnung erhoht. In FS-4 wurde mit den konzentrierten 2 ml besamt. FS-5 stellte mit
300 Millionen pms/12 ml die corporale Kontrollgruppe dar. Die Stuten der ersten drei
Tiefgefrierspermagruppen (TG-1, TG-2 u.  TG-3) wurden corporal, tiefintracornual und
hysteroskopisch mit jeweils einer 0,5-ml-Paillette und einer Dosis von 100 Millionen
Spermien belegt. Die Spermiendosis der konventionellen, corporalen Kontrollgruppe
beinhaltete eine Standarddosis von 800 Millionen Gesamtspermien. Die Auftaurate betrug >

35% vorwirtsbewegliche Spermien.
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Corporale Inseminationen in den Frischspermagruppen bei Stuten mit einem ungiinstigen
Vorbericht fiihrten zu signifikant besseren Befruchtungsraten (84,6%) als bei Fohlen- und
Maidenstuten (45%), wihrend bei der hysteroskopischen Besamung Stuten mit Fohlen bei
Ful3 oder Maidenstuten bessere Trichtigkeitsraten (68,4%) aufwiesen als die Problemstuten
(33,3%). Werden die Besamungstechniken innerhalb der Gruppe der vorberichtlich als
Problemstuten geltenden Stuten verglichen, so stellt sich die corporale Insemination mit 300
Millionen progressiv motilen Spermien in Hinblick auf die Tréachtigkeitsrate als signifikant
giinstiger dar als die hysteroskopische Besamung. Umgekehrt verhilt es sich bei den Fohlen-
und Maidenstuten. Dort werden mit den hysteroskopischen Inseminationen signifikant hohere
Befruchtungsergebnisse erzielt als mit der Kontrollgruppe.

AuBerdem auffillig sind signifikante Unterschiede zu Gunsten der mit der uterotubalen
Besamungstechnik in das rechte Horn besamten Stuten (80%) gegeniiber den linksseitig
besamten (44,4%). Hysteroskopische Besamungen in das linke Horn dauerten im Mittel
signifikant 3 Minuten lidnger als die rechtsseitigen. Durch den verzogerten Ablauf
linksseitiger hysteroskopischer Inseminationen, welcher 1.d.R. auf Schwierigkeiten beim
Vorschieben des Endoskops in die Hornspitze zuriickzufiithren war, wurde die Fertilitéit
signifikant negativ beeinflusst.

Betrachtet man die Verteilung von Zwillingstrichtigkeiten nach Doppelovulation, so fillt auf,
dass sich bei Insemination in den Gebirmutterkdrper die Anzahl der Zwillingstrichtigkeiten
aus ipsilateralen Ovulationen (20%) von denen aus kontralateralen Ovulationen (33,3%) nicht
signifikant unterscheidet. Bei den tiefintracornual und hysteroskopisch besamten Stuten
zeichnet sich hingegen zwischen 44,4% Zwillingstrichtigkeit nach ipsilateraler
Doppelovulation und 0% nach kontralateraler Doppelovulation ein signifikanter Unterschied
ab.

Beim Einsatz von Frischsperma ergab sich eine Gesamttrichtigkeitsrate von 58,1%, die sich
von der Trichtigkeitsrate der Stuten mit singulidrer Ovulation (57,9%) nicht signifikant
unterschied. Ebenso waren die Ergebnisse mit 45,3% und 44,4% bei Tiefgefriersperma nicht
signifikant verschieden voneinander. Lediglich die Summe der Frischspermabesamungen
wies gegeniiber der Summe der mit Tiefgefriersperma besamten Stuten einen signifikanten
Unterschied auf. Die in dieser Studie verglichenen Besamungstechniken und die damit
einhergehende unterschiedliche Deponierung des Inseminats in utero (corporal,
tiefintracornual,  hysteroskopisch-uterotubal) bei  Verwendung reduzierter = Dosen
fliissigkonservierter und tiefgefrorener Spermien unterschieden sich hinsichtlich der

Fertilitdtsergebnisse nicht signifikant.
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8 Summary

Anna-Christine Bonk (2002) : Effects of insemination technique and site of sperm deposition
on fertility in warmblood mares using reduced numbers of

fresh and frozen/thawed sperm.

The objective of this study was to compare pregnancy rates resulting from three different
insemination techniques when mares were inseminated with reduced numbers of diluted fresh
or frozen/thawed stallion semen. Therefore, 342 mares were assigned randomly into five
treatment groups of fresh and four treatment groups of cryopreserved semen. When mares in
estrus had developed a follicle of =40 mm ovulation was induced by administering 1500 U
hCG iv. Mares in fresh-semen groups were inseminated once 24 hours (h) after hCG-
treatment whereas frozen/thawed semen was transferred 30 h after hCG application. Within
48 h 96,8% of the mares ovulated at least one follicle. Semen from stallions of proven normal
fertility was used in this experiment. The semen was collected every day, diluted with semen
extender and stored at +5°C until insemination was carried out 2-4 h after semen collection
(10-12 am). Pregnancy examinations were carried out by ultrasonography 15 to 18 days post

ovulation.

Mares of the first three groups (FS-1, FS-2, FS-3) were inseminated with 50 x 10° progressive
motile sperm (pms) diluted in 12 ml semen extender either intracorporal (ICPI), deep
intracornual (TICNI) or by hysteroscopic insemination (HYSI) directly onto the papilla of the
uterotubal junction. The mares of group FS-4 were inseminated with 50 x 10° pms in 2 ml.
The control group (FS-5) received 300 x 10° pms in the uterine body. Mares in the frozen-
semen groups (TG-1, TG-2, TG-3) were inseminated with a total of 100 x 10° frozen/thawed
sperm packaged in one 0,5 ml straw. The frozen semen controls were inseminated with a total
of 800 x 10° spermatozoa into the uterine body. Sperm in general had a post-thaw-motility of

235%.

Mares were subdivided into two groups by their reproductive history. The ones with good
fertility prognoses (maiden- and lactating mares) showed higher pregnancy rates (68,4%),
when hysteroscopically inseminated with fresh semen than barren mares or mares who lost
their pregnancy through resorption or abortion (33,3%). When mares with decreased fertility

prognosis were inseminated with 300 x 10° pms into the uterine body pregnancy rates were
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significantly higher (84,6 %) compared to mares with foal or maiden mares (40%).
Furthermore, using the hysteroscopic technique mares had better pregnancy results when
inseminated on the right (80%) instead of left side (44,4). In addition the procedure of

hysteroscopic insemination took significantly longer for the left than for the right side.

In 35 mares double ovulations occured and resulted in 4,7% twin pregnancies. 16 mares
ovulated one follicle on each ovary. When they were inseminated hysteroscopically no twin
pregnancies (0/10) were observed. Assuming that less sperm will reach the contralateral tip of
the horn, the risk of twin pregnancies might be reduced when using a small number of sperm

in a small insemination volume transfered intracornually instead of intracorporally.

There was no difference between the total pregnancy rate and the pregnancy rates of mares
with single ovulations. However, the mean pregnancy rate for mares inseminated with frozen
semen were significantly lower compared to the mares receiving fresh semen. To conclude,
technique and site of sperm deposition in the female genital tract using reduced numbers of
fresh and frozen/thawed spermatozoa did not affect pregnancy rates of warmblood mares

significantly in the present study.
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Anhang

Bild 1 : Zapfenformige UTP vor Insemination

Bild 3 : Insemination

Bild 5 : Hiigelformige UTP post inseminationem Bild 6 : Verteilung in der Hornspitze (12ml BV)
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