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Zusammenfassungen der Vortrage Sektion |

‘Environmental improvement’

Strategien zur Verbesserung der Haltungsbedingungen bei Zuchtbullen

B Hoyer'?; J Detterer?; H Hackbarth?; S Meinecke-Tillmann'

'Institut fiir Reproduktionsbiologie, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
’Besamungs- und ET-Station Georgsheil, Siidbrookmerland

Institut fiir Tierschutz und Verhalten, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover

Im Hinblick auf steigende Anforderungen an den Schutz von Nutztieren, die Verbesserung der
Tiergerechtheit und die Sicherstellung ihres Wohlbefindens war die Untersuchung der Effekte
einer verbesserten Umgebung auf das Verhalten von Besamungsbullen und die Spermaqualitat der

Tiere das Ziel der vorliegenden Studie.

Das Verhalten und die Spermaqualitat von vier Alt- (4,6 = 0,7 Jahre) und vier Jungbullen (1,7 =
0,6 Jahre) der Besamungs- und ET-Station Georgsheil wurde in drei aufeinander folgenden
Versuchsphasen (Phase 1, 2, 3) untersucht. In den Phasen 1 und 3 wurden die Bullen fiir drei bzw.
9 Wochen, in einer konventionellen Box gehalten (18 m? Flache, Liegeflache mit Holzmehl,
betonierte Lauf- und Futterflaiche, vertikale, abgerundete Metallstabe als Front und
Seitenbegrenzungen, glatte Betonriickwand, Fressgitter und Selbstrénke im Frontbereich). In
Phase 2 wurden die Bullen fur 10 Wochen in einer angereicherten Umgebung (Aufbau wie oben
beschrieben, aber mit 29,6 m? Flache, schwingender Kuhbiirste, Eichenstamm und
freischwingendem Autoreifen ausgestattet) gehalten.

Die Bewegungs- und Wiederkauaktivitdt der Bullen wurde kontinuierlich tber den gesamten
Versuchszeitraum mit dem RuminAct® System (SCR Engineers Ltd., Netanya, Israel)
aufgezeichnet. Individuelle Ethogramme wurden mittels zehn 24-stiindigen Videoaufnahmen
erstellt. Zusatzlich wurde das Verhalten der Bullen alle vier Wochen durch die Beantwortung
eines Fragebogens durch das Pflegepersonal beurteilt sowie das Verhalten wahrend der einmal
wdchentlich stattfindenden Samenentnahme erfasst. Die wochentlich gewonnen Ejakulate wurden
einer standardisierten spermatologischen Untersuchung unterzogen. Um mdgliche Einflisse auf
die Spermatogenese beurteilen zu koénne, wurden nach Phase 3 noch weitere vier Wochen

Ejakulate der Bullen gewonnen.

14



Zusammenfassungen der Vortrage Sektion |

Wiederkauaktivitat, Fress- und Liegeverhalten sowie Sexualverhalten zeigten keine Unterschiede
im Phasenverlauf. Stereotypien (nur bei Altbullen beobachtet), Grooming-Verhalten und
Kontaktaufnahme stiegen im Phasenverlauf leicht, jedoch nicht signifikant an. Die
Bewegungsaktivitat der Bullen war in der grofieren und angereicherten Box signifikant hoher
(25,38 £ 12,60 Index/2 h, P < 0,0023), als in Phase 3 (23,28 + 9,79 Index/2 h). Ebenso wurde
signifikant weniger Reiben an Boxengegenstédnden in Phase 2 (18,78 = 9,13 Anzahl/ 24 h, P <
0,008) im Vergleich zu Phase 1 (44,04 = 17,03 Anzahl/24 h) und Phase 3 (40,96 + 16,03
Anzahl/24 h) gezeigt. Die Anreicherungsobjekte wurden von allen Bullen, wenn auch mit
unterschiedlicher Préferenz h&ufig genutzt. Die Jungbullen beschéftigten sich 30,36 + 18,13
min/24 h mit der Burste, gefolgt von Reifen (25, 06 £ 16,86 min/24 h) und Stamm (19,24 + 10,28
min/24 h). Die Altbullen préaferierten deutlich die Birste (51,81 + 33,26 min/24 h), gefolgt von
Stamm (11,10 £ 9,99 min/24 h) und Reifen (5,28 + 5,49 min/24 h). Bei den Altbullen konnte eine
signifikant erhohte Gesamtspermienzahl (GSZ) in Phase 3 (10,37 + 4,37 Mrd./Ejakulat, P <
0,012) im Vergleich zu Phase 1 (7,96 = 3,04 Mrd./Ejakulat) festgestellt werden. Effekte der
Haltungsbedingungen auf die Spermatogenese (Gewinnung minus 60 Tage) konnten sowohl bei
Alt- als auch bei Jungbullen festgestellt werden. Bei den Altbullen konnte eine signifikant
steigende GSZ (P < 0,029) von Phase S1 (8,67 £ 3,57 Mrd./Ejakulat) zu Phase S3 (11,53 * 5,54
Mrd./Ejakulat) festgestellt werden. Bei den Jungbullen war eine steigende (P = 0,053), wenn auch
nicht signifikante Erhdéhung der GSZ in Phase S2 (9,47 + 3,37 Mrd./Ejakulat) im Vergleich zu
Phase S1 (7,33 £ 2,88 Mrd./Ejakulat) festzustellen.

Zusammenfassend konnte mit der Studie gezeigt werden, dass die Anreicherungsobjekte haufig,
aber mit unterschiedlichen Praferenzen von Alt- und Jungbullen benutzt werden. Aullerdem
wurde eine hohere Aktivitdt der Tiere in der angereicherten, groReren Box festgestellt. Die
Anreicherungsobjekte verbessern die Haltungsbedingungen von Besamungsbullen und haben

offenbar einen positiven Effekt auf die Spermaqualitat.
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Intrafollikuldrer Eizelltransfer - eine neue Technik zur Gewinnung in vivo
entwickelter Blastozysten unter Nutzung in vitro maturierter Eizellen ?
A. Kassens®, E. Held? F. Rings?, C. Wrenzycki®, H. Sieme®, K. Schellander?, M. Hélker?

'Reproduktionsmedizinische Einheit der Kliniken — Abteilung Pferd,

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

%Institut fiir Tierwissenschaften, Tierzucht und Tierhaltung, Universitat Bonn
*Klinik fiir Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der GroR- und Kleintiere,
Justus-Liebig Universitat Giel3en

Obwohl die In-vitro-Produktion von Rinderembryonen bereits seit Gber 20 Jahren erfolgreich
durchgefihrt wird ist die Effizienz dieser Methode immer noch begrenzt. Dies spiegelt sich im
Vergleich zur In-vivo-Entwicklung sowohl in den erreichten Entwicklungsraten als auch in der
Qualitat der produzierten Rinderblastozysten wieder. Obwohl das Auftreten des Large-Offspring-
Syndroms durch Optimierung der Kulturmedien minimiert werden konnte unterscheiden sich in
vitro produzierte Rinderembryonen immer noch von in vivo produzierten Embryonen hinsichtlich
erhdhter Lipidgehalte sowie einer verringerten Tiefgefriertauglichkeit bei Verwendung
konventioneller Tiefgefrierverfahren. Das Ziel dieser Studie war deshalb zunéchst die Etablierung
einer Methode zur Ubertragung in vitro gereifter Eizellen auf synchronisierte Rinder mittels
Intrafollikuldren Eizelltransfer (IFET). Dieser erlaubte eine Weiterentwicklung der in vitro
gereiften Eizellen unter physiologischen Bedingungen. Nach anschlieRender Riickgewinnung der
Embryonalstadien an Tag 7 durch klassische Embryonenspillung folgte der Vergleich von
Teilungs- und Entwicklungsraten sowie der Lipidgehalte verglichen mit vollstdndig in vitro
produzierten Embryonen.

Bis dato wurden mit Hilfe eines abgewandelten OPU-Equipments 4592 aus Schlachthofovarien
gewonnene und vorgereifte KOK’s auf 80 synchronisierte Rinder tbertragen. Bei 9 Tieren wurde
zur Rickgewinnung von Embryonalstadien an Tag 2-5 p.ov. eine endoskopische Eileiterspiilung
durchgefuhrt. Bei den verbleibenden Tieren erfolgte zur Gewinnung von Embryonalstadien eine
Uterusspilung am siebten Tag nach Ovulation. Somit wurden in 71 durchgeflhrten Spilungen
von 4173 transferierten Embryonen insgesamt 1240 Embryonalstadien und UFOs zuruickgespiilt,
was einer Rlckgewinnungsrate von 29,7% entspricht. Bezogen auf die zuriick gewonnenen
Stadien konnte eine Teilungsrate von 59,7% und eine Entwicklungsrate von 23,3% ermittelt
werden. Die gewonnen Embryonen ahneln in Morphologie sowohl nativ als auch nach
Lipidfarbung Ex vivo Embryonen. Zudem konnten nach Tiefgefrierung und Embryotransfer erste
Tréchtigkeiten sowie gesundheitlich unauffallige Kélber erzeugt werden.
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Rinderblastozysten aus Intrafollikularem Eizelltransfer - Einfluss von
Reifungs- und Entwicklungsumgebung auf Lipidgehalt und Kryotauglichkeit.

E. Held', A. Kassens?, F. Rings', C. Wrenzycki?, H. Sieme?, K. Schellander', M. Holker'

YInstitut fur Tierwissenschaften, Tierzucht und Tierhaltung, Universitat Bonn
*Reproduktionsmedizinische Einheit der Kliniken — Abteilung Pferd, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

*Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der GroR- und Kleintiere, Justus-Liebig-Universitat GieRen

Die In-vitro-Produktion (IVP) von Rinderembryonen stellt eine seit langem etablierte Methodik
darstellt. Dennoch unterscheiden sich Rinderblastozysten aus der IVP hinsichtlich ihres
Lipidgehaltes sowie hinsichtlich ihrer Tiefgefriertauglichkeit deutlich von in vivo entwickelten
Blastozysten (VIVO). Wahrend vorhandene Studien zur Bedeutung der Entwicklungsumgebung
jedoch weitestgehend auf den Vergleich von IVP- mit VIVO- Embryonen basieren, war es das
Ziel der vorliegenden Studie, den Einfluss der Entwicklungsumgebung spezifisch wéhrend der
Eizellreifung, sowie der frihen praimplantativen Embryonalentwicklung, auf Lipidgehalt,
Kryotauglichkeit und Entwicklungskompetenz im spateren Blastozystenstadium zu untersuchen.
Grundlage hierfiir war die Kombination des zuvor entwickelten Intrafollikuléaren Eizelltransfers
(IFET) mit einer klassischen Embryonenspllung an Tag 7. Dies ermdglichte die In vivo
Befruchtung und In vivo Entwicklung zur Blastozyste von In vitro gereiften Eizellen (IFET
Gruppe).

Wahrend IFET-Embryonen sich hinsichtlich ihrer Entwicklungsrate nicht von IVVP Embryonen
unterschieden, wiesen 1VP-Blastozysten einen 1,7-fach héheren Lipdigehalt als IFET-Embryonen
auf. Im Gegensatz dazu zeigten IFET- und VIVO-Blastozysten keinen Unterschied hinsichtlich
des Lipidgehalts. Darlber hinaus zeigten IVP-Blastozysten, unter den in diesem Experiment
gewahlten Kulturbedingungen, eine signifikant niedrigere Tiefgefriertauglichkeit als IFET- und
VIVO-Blastozysten (8 % vs. 72 % vs. 77 %). In Einklang damit flhrte der Direkttransfer
kryokonservierter Vivo- und IFET-Embryonen zu deutlich héheren Tréchtigkeitsraten als der

Transfer von I\VVP-Embryonen.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass die Entwicklungskompetenz zur Blastozyste
bereits vor der Befruchtung in der gereiften Eizelle definiert ist. Im Gegensatz dazu sind
Lipidgehalt, Tiefgefriertauglichkeit und Entwicklungspotential der spéteren Blastozyste in der
gereiften Eizelle noch nicht vorbestimmt, sondern werden erst durch die frihembryonale

Entwicklungsumgebung moduliert.
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Zusammenfassungen der Vortrage Sektion 11

Aktueller Stand zum Ubertragungsrisiko von
Infektionskrankheiten im Rahmen des Embryotransfers,
insbesondere beim internationalen Handel mit Embryonen

Claire Ponsart - UNCEIA, Frankreich

Sie finden den Vortrag gesondert in der Tagungsmappe.
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Zusammenfassungen der Vortrage Sektion 11

Anti-Miiller-Hormon Konzentrationen in equinen Follikelfliissigkeiten und
ihre Beziehungen zur Follikelentwicklung

A. Vernunft, T. Viergutz, A. Tuchscherer, J. M. Weitzel

Das Anti-Muller-Hormon (AMH) wird bei weiblichen Saugern ausschlieflich von Granulosazellen
synthetisiert und als inhibierender Faktor auf die frilhe, préantrale Follikelrekrutierung beschrieben
(Durlinger et al., 2001). Besonders intensiv wird die Expression von AMH in prdantralen und kleinen
antralen Follikeln, jedoch niedrig in grof3en oder stark atretischen Follikeln beschrieben(Rico et al., 2009).
Vermutlich kénnte AMH aber auch Uber eine Beeinflussung des FSH-Rezeptors (Visser et al., 2007) die
Ostrogenproduktion modulieren (Zeleznik, 2001) und so auf die Follikelentwicklung gréRerer Follikel
Einfluss nehmen. Da die Ostrogenproduktion bei der Spezies Pferd (im Vergleich zum Rind) besonders
intensiv ist, wollten wir mit vorliegenden Untersuchungen erstmals Daten zu den Konzentrationen an
AMH in der Follikelfliissigkeit der Stute bereitstellen und Beziehungen zu funktionalen Merkmalen der
Follikelentwicklung, wie z. B. der Steroidsynthese, darstellen.

Mittels transvaginaler, ultraschallgeleiteter Follikelaspiration wurde daftr wiederholt Follikelfltssigkeit
von Follikeln in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, unter Beachtung der FollikelgroRe, von 8 Stuten
zum einen wahrend des Didstrus, zum anderen von praovulatorischen Follikeln (nach einer
Ovulationsinduktion mit hCG) im Ostrus gewonnen. In den Follikelflissigkeiten wurden die
Konzentrationen von AMH (ELISA DSL-10-14400), 17R-Ostradiol, Progesteron (H*-RIA) und IGF-1
(ELISA CSB-E088893b) bestimmt.

Mit zunehmendem Follikeldurchmesser nimmt im Mittel die intrafollikulare AMH-Konzentration und die
Streuung der Werte ab (von 164,3 = 43,2 ng/ml AMH in Follikeln mit einen Durchmesser von 8-17 mm zu
4,6 + 2,2 ng/ml AMH in Follikeln mit einen Durchmesser von >28 mm). Die AMH-Konzentration und der
Follikeldurchmesser korrelieren signifikant negativ miteinander (r = -0,74; p < 0,001). Es besteht eine
signifikante, negative Korrelation zwischen den Konzentrationen an AMH und 17p-Ostradiol (E2) in der
Follikelflussigkeit (r = -0,58; p < 0,001), die sich Mittels nichtlinearer Regression, in Anlehnung an eine
Lorentzfunktion, beschreiben lasst. Hohe AMH- Konzentrationen schliefen hohe E2-Konzentrationen aus.
Zwischen AMH-Konzentration und E2/P4 Quotient besteht eine signifikante negative Korrelation (r = -
0,59; p < 0,001), die sich Mittels nichtlinearer Regression (e-Funktion) beschreiben lasst. Jedoch
korrelierten die AMH-Konzentration nicht mit der intrafollikularen Progesteron- oder IGF-1-
Konzentration. Wird den Follikeln aufgrund ihres Hormonmusterns, GréRe und ovariellen Anordnungen
ein funktioneller Status zugeordnet, sind hohe AMH-Konzentrationen mit atretischen und kleinen vitalen
Follikeln assoziiert, jedoch nicht mit dominanten oder praovulatorischen Follikeln.

Insgesamt lassen die von uns beobachteten dynamischen Verénderungen der AMH-Sekretion in groReren
Follikeln wahrend der antralen Follikelogenese eine regulative Beteiligung von AMH an der
Follikelentwicklung bei Stuten vermuten. Eine Beteiligung von AMH an der Selektion und Entwicklung
eines dominanten Follikels konnte sich (iber eine inhibierende Wirkung auf die Ostradiolproduktion
ergeben. Die Ergebnisse sollten aufgrund speziesbedingter Besonderheiten unter dem Blickpunkt der
potenziellen Bedeutung fiir eine kontrollierte Superovulation bei Stuten diskutiert werden.

(siehe auch: Vernunft et al., 2012, RDA, 47 (S2), 148; Vernunft et al., 2013, BMTW, 126, 77-82)
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Zusammenfassungen der Vortrage Sektion 111

Assistierte Reproduktion - ein essentieller Bestandteil im
Erhaltungszuchtprogramm des hoch bedrohten Iberischen Luchses

Katarina Jewgenow, Beate Braun, Frank Goritz, Jennifer Zahmel, Martin Dehnhard
Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung, PF 700430, D-10319 Berlin

Die Anwendung von Methoden der assistierten Reproduktion hat ein grolRes Potential fir die
Arterhaltung von gefahrdeten Tierarten. Der Iberische Luchs (Pardelluchs, Lynx pardinus) ist die
am stérksten bedrohte Katzenart weltweit (IUCN Red List). Diese charismatische Tierart kann nur
durch eine enge Verflechtung der Malinahmen in menschlicher Obhut und in freier Wildbahn vor
dem Aussterben bewahrt werden (Vargas, et al. 2009). Seit 2004 werden die Bemihungen zur
»in-situ-Conservation* durch ein Erhaltungszuchtprogramm unterstitzt. Der Erfolg des
Zuchtprogrammes ist jedoch stark vom Wissen (ber die Reproduktion, wie auch von geeigneten
Methoden zum Reproduktionsmanagement abhangig. Wir befassen uns seit mehr als 10 Jahren
mit der besonderen Fortpflanzungsbiologie von Luchsen, den Problemen in der
Gefangenschaftszucht sowie mit der Gefrierkonservierung von Gameten und Embryonen.

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass sich sowohl der Iberische Luchs als auch seine
Geschwisterart, der Eurasische Luchs, durch reproduktionshiologische Besonderheiten
auszeichnen. Weibliche Luchse bilden nach der Verpaarung persistierende (stehende) Gelbkorper,
die auch nach Geburt und Laktation ganzjédhrig Hormone produzieren. Es wird vermutet, dass die
Existenz dieser hormonellen Drisen eine strenge Saisonalitat (ein Zyklus pro Jahr) der Tiere
garantiert und somit eine erneute Trachtigkeit innerhalb des laufenden Jahres verhindert (Goeritz,
et al. 2009). Diese persistierenden Gelbkorper interferieren mit Versuchen, die Ovulation
auBerhalb der Brunstsaison zu induzieren, und erschweren somit eine kunstlichen Besamung, die
ohne eine funktionelle Luteolyse der Gelbkorper nicht moglich scheint (Painer, et al. 2012).

Ein weiteres Problem bei der Erhaltungszucht der Iberischen Luchse ist die Notwendigkeit des
Geburtsmonitoring (Vorhersage des Geburtstermins), da insbesondere bei unerfahrenen Weibchen
die peripartale Jungtiersterblichkeit sehr hoch ist. AuBerdem wurden auch Infantizide und
Siblizide in Gefangenschaft beobachtet. Eine nichtinvasive Trachtigkeitsdiagnose im
Zuchtprogramm sollte ein besseres Management und gegebenenfalls ein Eingreifen um die Geburt
ermdglichen. Luchse weisen wie auch andere Katzenarten eine Pseudotrachtigkeit nach infertiler
Paarung auf (erhohtes Progesteron), was eine Bestimmung von Progesteronmetaboliten in Kot-
oder Urin zur Trachtigkeitsdiagnose untauglich macht. Bei der Suche nach den Faktoren zur
Luteolyse der persistierenden Gelbkorper konnten wir zeigen, dass ProstaglandinF2o. ein
geeigneter hormoneller Parameter fiir den Nachweis einer Tréchtigkeit beim Luchs ist. Im
Gegensatz zu vielen anderen Tierarten steigt ProstaglandinF2a, beziehungsweise der Metabolit
des Hormones - PGFM - im Blut, Urin und Kot bereits drei Wochen vor der Geburt an. PGFM
dient somit als effektiver und verlasslicher Trachtigkeitsmarker, fir den wir inzwischen auch
einen feldfreundlichen Schnelltest entwickelt haben.
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Die kunstliche Besamung ist ein wichtiges Werkzeug zur Verknlpfung von ,,in-situ“ und ,,ex-situ-
Conservation*, da sie das Einbringen von Sperma freilebender Luchse in Zuchtpopulationen bzw.
die Befruchtung von freilebenden Tieren mit Sperma aus Samenbanken gestattet. Die Gewinnung

von Sperma durch Elektroejakulation und die Gefrierkonservierung wurde als wichtiges
Managementtool im Erhaltungszuchtprogramm etabliert (Ganan, et al. 2009).

Die Gefrierkonservierung von weiblichen Keimzellen hingegen ist weiterhin problematisch,
obwohl die Notwendigkeit der Rettung von Eizellen aus Eierstécken von Tieren, die plétzlich
sterben, bzw. einem Autounfall zum Opfer fallen, besteht. Wir befassen uns mit dem ,,Oocyte
rescue bei diversen Katzenarten, wobei die Hauskatze als Modelltierart fiir den Erfolg
ausgesprochen wichtig ist. So konnten wir im Rahmen unseres ,Felid Gamete Rescue
Programmes* in den letzten funf Jahren Eizellen und Ovarrinde von 50 nicht-domestizierten
Katzenarten gewinnen. Die Reifung und Befruchtung, sowie die Gefrierkonservierung waren
jedoch sehr von der Tierart, dem Alter der Individuen und der Verfligbarkeit von konspezifischen
Sperma abhéngig. Im letzteren Fall kann die Vitrifikation von reifen und ungereiften Eizellen
durchgefuhrt werden, die wir bei Eizellen der Hauskatze erprobt haben (Mikolajewska, et al.
2012). Weiterhin ist die Gefrierkonservierung der Ovarrinde, die einen GroRteil der
intraovariellen Eizellen enthalt, eine vielversprechende Ergénzung zur Gewinnung und Reifung
von Eizellen aus Antralfollikeln (Wiedemann, et al. 2013).

Das Erhaltungszuchtprogramm fiir den Iberischen Luchs besteht jetzt seit 8 Jahren und konnte
erfolgreich zur Stabilisierung der Restpopulation (2013: ~ 300 freilebende Luchse und 121 Tiere
im Zuchtprogramm) beitragen. Bis Ende 2012 wurden 17 Tiere erfolgreich ausgewildert. Jedoch
tritt mit zunehmendem Alter der Tiere in Gefangenschaft ein neues Problem auf. So gibt es
Weibchen, die aufgrund ihres Alters oder Gesundheit nicht mehr ziichten kénnen oder dirfen. So
wurde 2013 beschlossen, zwei Tiere, bei denen eine natirliche Zucht kontrainduziert war, zu
kastrieren. Die Ovariohysterektomie wurde 7 Tage nach einer natirlichen Verpaarung
durchgefiihrt. Bei einem Weibchen wurden friihe Embryonen (Morulae) aus dem Eileiter gespiilt
und eingefroren. Diese Embryonen stehen nun fiir einen Embryotransfer (eventuell in Eurasische
Luchse) zur Verflgung. Die Ovarrinde wurde nach den etablierten Kryoprotokollen ebenfalls
gesichert.

Zusammenfassend stellt sich das wissenschaftlich geflihrte Zuchtprogam des Iberischen Luchs
derzeit als Erfolg dar, das wesentlich dazu beitragt, die hoch bedrohte Tierart vor dem
Aussterben zu bewahren. Ein entscheidender Faktor fir den Erfolg ist die kontiniuierliche Suche
nach neuen Erkenntnissen und die Implementierung von Verfahren der Assistierten Reproduktion.
Die Erfahrungen aus dem Iberischen Luchsprogramm konnten auch zur konzeptionellen
Erweiterung von Wiederansiedlungsprojekten fir andere Katzenarten, wie dem Eurasischen
Luchs und der Europaischen Wildkatze in Deutschland und Mitteleuropa genutzt werden.
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Selektive Inhibition der Aktivierung eines Repressors der Translation
wahrend der Reifung von Rindereizellen in-vitro

Sophia Mayer® und Wolfgang Tomek?

'Besamungsverein (BVN) Neustadt/Aisch; Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie (FBN), Institut fiir
Fortpflanzungsbiologie, Dummerstorf

Die Reifung von Rindereizellen und die Produktion von Embryonen in-vitro sind
Standardbiotechniken aber auch weiterhin Gegenstand intensiver Forschung. Dabei ist
die Regulation der Translation von besonderem Interesse. Eizellen speichern groRe
Mengen an mRNAs, die erst spdater widhrend der Reifung oder friihen
Embryonalentwicklung aktiviert werden. Ausgehend von fritheren Untersuchungen
stehen Komponenten des Translations-apparates, sogenannte Initiationsfaktoren (elFs)
und deren Repressoren (4E-BPs), im Fokus unserer Untersuchungen. elFs wie elF4E
bindet an die cap-Struktur der mRNA und ermdéglicht im Zusammenspiel mit anderen
Faktoren (elF4A, elF4G) das Andocken der Ribosomen und Initiieren so die Translation.
Die Interaktion der einzelnen Proteine wird liber Phosphorylierung, aber auch uber die
Verfliigbarkeit und Phosphorylierung der 4E-BPs reguliert. In hypophosphoryliertem
Zustand binden 4E-BPs an elF4E und verhindert die Aktivierung der mRNA.

Unklar ist bei der Reifung von Rindereizellen aber die Rolle des Repressormolekiils 4E-
BP1. Dieses liegt in der Metaphase Il vollstandig phosphoryliert vor, ist somit biologisch
inaktiv und sollte die Proteinsynthese stimulieren, was aber nicht der Fall ist. 4E-BP1
wird durch den Kinasekomplex mTor (mammalian target of Rapamycin) / Raptor
reguliert. Pilotversuche mit dem Einsatz von Rapamycin zu Unterbrechung der
Signalkaskade zeigte allerdings keine Effekte. Solche eine rapamycin-resistente
Phosphorylierung von 4E-BP1 ist auch von verschiedenen somatischen Zelllinien bekannt
und kann durch den Einsatz neuartiger Inhibitoren (active-site mTOR inhibitors, asTORI;
wie PP242 und Torin) iberwunden werden. In den vorliegenden Untersuchungen wurde
nun erstmals Torin2 bei der in-vitro Reifung von Rindereizellen eingesetzt.

Dosis-Wirkungsanalysen zeigten, dass eine Konzentration von 3 yM Torin2 im Reifungs-
medium effektiv die 4E-BP1-Phosphorylieung inhibiert. Dieser Vorgang ist weitgehend
reversibel. Umfangreichen biochemische Analysen ergaben, dass neben der mTor-
Inhibition keine weiteren Effekte auf andere Signalkaskaden wie mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK), cyklin-abhangigen Kinasen (CDKs), Proteinkinase A, B, C aber
auch anderen Regulatoren des Zellzyklus, wie ATM/ATR auftraten. Diese Ergebnisse
werden untermauert durch die Tatsachen, dass unter Torin2-Einfluss die elF4E-
Phosphorylierung nicht beeintrachtigt wird.

Die morphologischen Analysen anhand der Chromatinkonfiguration ergaben, dass nach
einer Reifungszeit von 24 Stunden unter Torin2, 60% der Eizellen in der M I-Phase
arretiert waren. In den Kontrollansdatzen hatten nach 24-stundiger Reifung Gber 90% der
Oozyten die M lI-Phase erreicht.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit Torin2 ein selektiver und effektiver
Inhibitor zur Verfiigung steht, der detaillierte molekulare Analysen der Beteiligung
spezifischer Inhibitoren der Translation an der Eizellreifung wund frihen
Embryonalentwicklung erlaubt.
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Progesteron beeinflusst die In-vitro-Reifung boviner
Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK)

N. Schliter?, K. Knauer®, H. Stinshoff*?, A. Kassens'?, C. Wrenzyckil'z'3
Klinik fiir Rinder, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
2KGGA, Justus-Liebig-Universitdt, Giefien
3Reproduktionsmedizinische Einheit der Kliniken, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover

Progesteron (P4) spielt eine zentrale Rolle bei der weiblichen Reproduktion. Im Ovar beeinflusst
Progesteron das Follikelwachstum, die Ovulation und die Gelbkorperbildung. Zur Verbesserung
der Ergebnisse bei der In-vitro-Produktion (IVP) von Rinderembryonen wurde P4 in den letzten
Jahren in unterschiedlichen Konzentrationen insbesondere dem Kulturmedium zugesetzt.
Inwieweit eine P4-Supplementation des Reifungsmediums die Entwicklungskompetenz der KOK
beeinflussen kann, ist bislang kaum untersucht.

Ziel dieses Projektes war es, den Einfluss unterschiedlicher P4-Konzentrationen im
Reifungsmedium (0, 50, 150, 300 und 450 ng/ml) auf die KOK zu untersuchen. Die Reifung
erfolgte ohne Oluberschichtung des Mediums unter Standardbedingungen (Stinshoff et al.
2013). Zur Vehikelkontrolle wurde dem IVM-Medium ein entsprechendes Volumen an Athanol
(EtOH) zugesetzt. Nach In-vitro-Fertilisation und —Kultur erfolgten an Tag 3 bzw. Tag 7 und Tag 8
die Beurteilung der Teilungs- bzw. der Entwicklungsraten der Embryonen. An einer
reprasentativen Stichprobe wurde die Bestimmung der Reifungsrate nach Fixierung und Aceto-
Orcein-Farbung durchgefiihrt. Oozyten, die eine Metaphasen (Mll)-Platte und einen Polkorper
aufwiesen, galten als gereift. In einzelnen denudierten Oozyten aus den jeweiligen
Behandlungsgruppen wurde mittels RT-gPCR die relative Transkriptmenge des nukledren
Progesteronrezeptors (nPGR) detektiert. Nach Abschluss der IVM erfolgte die Analyse der P4-
Konzentration im Medium der verschiedenen Gruppen. Als Kontrollen dienten Mediumproben
direkt nach Zusatz der unterschiedlichen Konzentrationen sowie Proben, die ebenfalls 24
Stunden im Brutschrank aufbewahrt wurden, jedoch keine KOK enthielten.

Die Reifungsraten waren bei den Oozyten der unterschiedlichen Behandlungsgruppen ahnlich
(82,2-88,1%). Die Teilungs- und Entwicklungsraten der Embryonen der jeweiligen
Versuchsgruppen sowie die der Kontrollgruppen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 1: Teilungs- und Entwicklungsraten (Mittelwert + Standardabweichung)

Gruppe Anzahl KOK Teilungsrate Entwicklungsraten Entwicklungsraten
(n) in % in% in %

Kontrolle 681 56,0+ 9,5 20,7+5,6 ° 25,4+5,7 °
EtOH 723 53,7 + 10,2 21,481 ° 279+72 °

P4 <50 ng/ml 177 45,2 + 10,0 10,7 +2,8 ° 15,8+2,6 °

P4 150 ng/ml 322 49,7+ 9,1 18,3+5,1°° 22,4+6,0%
P4 300 ng/ml 278 48,2 +10,8 15,5+5,0°° 19,0+4,8°°
P4 450 ng/ml 290 48,3+ 10,2 16,9 +3,2°° 23,4+63%°
a:b:c P<0,05
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Die relativen Transkripthaufigkeiten des nPGR sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung: Relative mRNA-Gehalte des nPGR (MW + SEM) in gereiften Oozyten; a:b P<0,05,
* P<0,1

Im IVM-Medium ohne P4-Zusatz wurde kein P4 detektiert (P4 < 0,1 ng/ml). Die
Ausgangskonzentrationen sowie der P4-Gehalt des supplementierten Mediums nach
24stindiger Inkubation mit/ohne Oozyten sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 2: Progesteronkonzentration (MW + SEM) im Medium der einzelnen Behandlungs-
gruppen vor der Inkubation (Ansatz) sowie nach 24stiindiger Inkubation (IVM) ohne

oder mit KOK
Gruppe Ansatz IVM (ohne KOK) IVM (mit KOK)
P4 <50 ng/ml 26,7+7,0 32,9+6,6 17,9+3,8
P4 150 ng/ml 133,6 + 15,1 129,8 + 5,3 33,1+2,2
P4 300 ng/ml 297,9+ 13,1 210,7 +21,1 88,0 + 32,2
P4 450 ng/ml 406,7 £ 23,5 470,8 £ 36,0 98,0+ 43,2

Eine Progesteronsupplementation des IVM-Mediums beeinflusst die nukledre Reifung sowie die
Teilungsraten der Oozyten nicht, wiahrend die Entwicklungsraten an Tag 7 und Tag 8 in der
Gruppe an Embryonen, die aus Oozyten entstammen, deren IVM-Medium mit bis zu 50 ng/ml
supplementiert war, signifikant im Vergleich zu denen der Vehikel- und Kontrollgruppe erniedrigt
waren. Weiterhin konnte nur in den gereiften Eizellen der Kontrollgruppe ein signifikanter
Anstieg der relativen Transkripthaufigkeit des nPGR zu allen der anderen Behandlungsgruppen
dargestellt werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass P4 in geringer Konzentration
wahrend der IVM einen Effekt auf die weitere Entwicklung der Oozyten hat, die erst spéater in der
frihen Embryonalentwicklung deutlich werden.

Fir die finanzielle Unterstiitzung des Projektes wird dem Forderverein Biotechnologieforschung
(FBF) e.V. gedankt.
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Einfluss unterschiedlicher Progesteronkonzentrationen auf die
praimplantatorische Embryonalentwicklung des Rindes in vitro

K. Knauer', H. Stinshoff'?, A. Kassens'3, C. Wrenzycki'?3

'Klinik fiir Rinder, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
2KGGA, Justus-Liebig-Universitdt, Giefien

SReproduktionsmedizinische Einheit der Kliniken, Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover

Es ist bekannt, dass Progesteron (P4) fir die Aufrechterhaltung der Trachtigkeit essentiell ist.
Bisweilen wird zur Optimierung der Trachtigkeitsraten nach kiinstlicher Besamung exogen
zugefiihrtes P4 eingesetzt, welches u.a. zu einer Erhohung der peripheren P4-Konzentration
flhrt. Ebenso erhoht sich die lokale P4-Konzentration im Reproduktionstrakt, was in vivo z.B.
Einfluss auf die Lange des Konzeptus zwischen Tag 13 und Tag 16 nehmen kann.

In der In-vitro-Produktion haben die verwendeten Kulturmedien einen entscheidenden Einfluss
auf die Qualitdt der Embryonen. Der experimentelle Einsatz von P4 zur Erhohung der Raten an
transfertauglichen in vitro produzierten Blastozysten hat bislang jedoch lediglich
widersprichliche Ergebnisse liefern kénnen.

Ziel dieses Projektes war es, den Einfluss von P4 auf die friihe Embryonalentwicklung in vitro zu
untersuchen. Hierbei wurde das Kulturmedium an unterschiedlichen Tagen (Tag 4 und Tag 5)
nach der Fertilisierung mit P4 supplementiert. Die eingesetzten Konzentrationen variierten von
physiologischen (10 ng/ml) bis hin zu superphysiologischen Konzentrationen (20 ng/ml und 100
ng P4 pro ml Kulturmedium; siehe Tabelle 1). Da es sich bei P4 um einen lipophilen Stoff handelt,
wurde bei dem eingesetzten Kultursystem auf die konventionelle Oliiberschichtung verzichtet.

Tabelle 1: Gruppenaufteilung

Gruppe Tag der Supplement Anzahl eingesetzter
Supplementierung Zygoten
d4/10 Tag4 10 ng P4 in 8 pl EtOH 286
d4/20 Tag 4 20 ng P4 in 8 ul EtOH 291
d4/100 Tag4 100 ng P4 in 8 pl EtOH 279
d4/EtOH Tag 4 8 ul EtOH 792
d5/10 Tag5 10 ng P4 in 8 pl EtOH 370
d5/20 Tag5s 20 ng P4 in 8 ul EtOH 323
d5/100 Tag5 100 ng P4 in 8 pl EtOH 270
d5/EtOH Tag5s 8 ul EtOH 834
Kontrolle - - 1928

Nach der Dokumentation der Teilungs- und Entwicklungsraten an Tag 8 der In-vitro-Kultur (IVC;
Tabelle 2) wurden einzelne expandierte Blastozysten bei -80°C bis zur weiteren Analyse in der
RT-qPCR zwischengelagert.
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Auf molekularer Ebene wurde die relative Transkriptmenge von Genen untersucht, die eng im
Zusammenhang mit dem embryonalen Stoffwechsel und Wachstum (Insulin-like growth factor |
Rezeptor, IGF1R; Glukosetransporter 1, SLC2A1), der maternalen Erkennung der Trachtigkeit
(Interferon tau, IFNt) und dem direkten Progesteronmetabolismus (Hydroxy-delta-5-Steroid
Dehydrogenase, HSD3B1; Progesteronrezeptor Membrankomponenten 1 und 2, PGRMC1 und 2)
stehen.

Die ermittelten Teilungs- und Entwicklungsraten unterschieden sich nicht signifikant zwischen
den einzelnen Gruppen.

Die Blastozysten, denen an Tag 5 der Kultur 20 ng/ml P4 zugesetzt wurde, wiesen eine signifikant
héhere Transkriptmenge der HSD3B1 auf als die aller anderen Gruppen. Es konnte gezeigt
werden, dass sowohl Oozyten als auch prdimplantorische Embryonen zu allen Zeiten HSD3B1
exprimieren (Chiappe et al., 2002), jedoch scheint die genaue physiologische Bedeutung dessen
noch nicht bekannt. Fir alle anderen Transkripte konnten keine signifikanten Unterschiede
ermittelt werden.

Die Analyse der Daten mittels zweifaktorieller Varianzanalyse gefolgt von einem
Holm-Sidak Test ergab eine signifikante Interaktion zwischen HOhe und Tag der
Supplementierung fiir die Expression von HSD3B1. Ebenso wurde festgestellt, dass die Zugabe
von 20 ng Progesteron einen signifikanten Einfluss auf die relative Transkriptmenge von IFNT hat.

Schlussfolgernd lasst sich vor dem Hintergrund der hier gewonnenen Daten festhalten, dass die
Supplementierung des Kulturmediums mit Progesteron auf molekularer Ebene entweder ohne
Effekt bleibt oder vor dem Hintergrund des bisherigen Standes der Forschung eine qualitative
Verschlechterung der Embryonen hervorruft. Die hohe Expression von IFNt bei der Gruppe der
mit 20 ng/ml P4 supplementierten Embryonen lasst eine niedrigere Wahrscheinlichkeit der
Etablierung einer Trachtigkeit im Falle eines Transfers erwarten. Uber die Effekte, die die relative
Erhohung der HSD3B1-Menge nach sich zieht, lieRe sich hochstens spekulieren, da genauere
Erkenntnisse bezliglich der physiologischen Bedeutung bislang nicht vorliegen.

Tabelle 2: Teilungs- und Entwicklungsraten in den einzelnen Gruppen dokumentiert an Tag 8 der IVC

Gruppe Geteilte Teilungsraten in % Entwickelte Entwicklungsraten in %
Embryonen MW (+ SD) Embryonen MW (+ SD)
da/10 n=142 50,0 (£ 9,0) n=74 25,4 (£ 11,3)
da/20 n=155 55,8 (£ 9,0) n=73 27,8 (£12,2)
da/100 n=105 40,4 (+ 6,3) n=57 19,9 ( 6,0)
d4/EtOH n=381 48,5 (£ 8,8) n=194 24,0 (+6,3)
ds/10 n=195 52,8 (£5,3) n=96 26,0 (£ 7,3)
d5/20 n=177 56,8 (£ 10,5) n=94 30,8 (£ 9,8)
d5/100 n=126 47,5 (£ 7,6) n=53 20,0 (£ 2,9)
d5/EtOH n=441 53,2 (+ 10,3) n=216 27,2 (£ 10,5)
Kontrolle n=1021 53,6 (+ 8,3) n=561 29,2 (£9,0)

Die vorliegende Arbeit wurde vom Forderverein Biotechnologieforschung (FBF) e.V. unterstitzt.
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Zoetis bringt mit Acegon ein GnRH auf den deutschen Markt

Alle Lésungen fiir gesunde Fruchtbarkeitsleistung aus einer Hand

Berlin, Juni 2013. Im Marz nahm Zoetis das Arzneimittel Acegon (GnRH) in sein
Produktportfolio auf. Damit wird das Angebot - neben Dinolytic (Prostaglandin) und
CIDR (Progesteron) - im Bereich der Furchtbarkeitshormone vervollstindigt. Gute
Reproduktionsleistungen erfordern eine gute Herdenfruchtbarkeit. Zoetis bietet alle
Losungen  fur ein  effizientes  Fruchtbarkeitsmanagement und optimalen

Behandlungserfolg aus einer Hand.

Acegon ist eine gebrauchsfertige Injektionsldsung mit dem Wirkstoff Gonadorelin (50
ug/ml), das physiologisch und chemisch identisch ist mit dem naturlichen Gonadotropin
Releasing Hormone (GnRH). Es stimuliert die Synthese und Freisetzung von Lutropin
(LH) und dem Follikel-Stimulierenden Hormon (FSH), die fiir die Reifung und Produktion
der Geschlechtszellen zustandig sind. Im Rahmen einer hormonellen Brunst- und
Ovulationssynchronisation zur kinstlichen Befruchtung erhdéhen sich mit einem durch
Acegon optimierten Eisprung die Fruchtbarkeitschancen. Therapeutisch wird Acegon zur
Behandlung von ovariellen Follikelzysten verabreicht, so dass hormonelle
Steuerungsmechanismen wieder reguliert werden. Zoetis schafft damit hochvertragliche
Losungen fiir ein kontrolliertes und erfolgreiches Fruchtbarkeitsmanagement mit

langlebigen und leistungsfahigen Milchkiihen.

Bei einer kiinstlichen Befruchtung erfolgt die erste Injektion zwischen 4 und 10 Stunden
nach Einsetzen der Brunstsymptome (mindestens 2 Stunden vor der Befruchtung)
und/oder 12 Tage danach. Zur Behandlung von zystischen Ovarien sollte es friihestens
14 Tage nach dem Kalben verabreicht werden. Bei Bedarf kann die Injektion in
Intervallen von ein bis zwei Wochen wiederholt werden. Durch das Wiedereinsetzen des
Zyklus wird das kritisch zu betrachtende manuelle Abdriicken von Zysten vermieden.

Eine rasche hormonelle Therapie verhindert bleibende Schdden bei den Problemtieren.
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Der Wirkstoff wird am Injektionsort rasch resorbiert. Die Einmaldosis von Acegon
betragt 2-3 ml (100-150 ug Wirkstoff als Acetat) pro Tier bei der Behandlung von
Zystenkihen, 2 ml (100 pug Wirkstoff) in Verbindung mit kinstlicher Befruchtung. Es
wird entweder in einer Glasflasche zu 20 ml fur die Behandlung von etwa zehn Kiihen

oder mit 10 Glasflaschen zu 6 ml fiir je zwei bis drei Kiithe erhaltlich sein.

Eine gesunde, fruchtbare Herde steigert den betrieblichen Erfolg, und es ist eine
standige Herausforderung, die Fruchtbarkeitslage auf einem hohen Stand zu erhalten.
Zoetis bietet mit der durch Acegon ergdnzten Produktpalette hochwirksame
Komplettlésungen fiir Geschlechtsgesundheit und Fruchtbarkeit.

Zoetis

Zoetis ist das weltweit fihrende Tiergesundheitsunternehmen. Wir widmen uns der
Aufgabe, die Herausforderungen unserer Kunden auf immer bessere Weise zu ldsen.
Dabei bauen wir auf unsere 60-jahrige Expertise als Geschaftsbereich von Pfizer in der
Erforschung, Entwicklung und Herstellung von Impfstoffen und Arzneimitteln mit
besonderem Augenmerk auf Nutztiere, Kleintiere und Pferde. Die Firma erzielte im Jahr
2011 einen weltweiten Jahresumsatz von 3,2 Milliarden Euro. Zoetis hat mehr als 9.500
Mitarbeiter und ist in etwa 70 Landern vor Ort vertreten, einschlieRlich 29
Produktionsstandorten in 11 Ldndern. Mit unseren Produkten unterstiitzen wir

Tierarzte, Nutztierhalter und Halter von Kleintieren und Pferden in 120 Landern.

Zur sofortigen Verdffentlichung

Kontakt und weitere Informationen:

Name Zoetis Unternehmenskommunikation
Telefon 030330063-0

Email presse@zoetis.com

Internet: www.zoetis.de

Name Timo Stiebeling

Telefon 030330063-133

Email timo.stiebeling@zoetis.com
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Der Luteinisierungsverlauf,
ein beachtenswerter Fertilitaitsparameter beim Rind

Schneebeli Jiurg; Schauenberg 91; CH-7421 Summaprada; Schweiz

Die beachtliche spontane Variabilitat vieler Parameter der Ovarfunktion des Rindes macht es
schwierig, im Rahmen des ET die Eignung potenzieller Empfangertiere differenziert zu
beurteilen. In dieser Studie wurden mogliche Beziehungen zwischen dem Verlauf der
Luteinisierung und dem Rhythmus des Wachstums dominanter Follikel [DF] untersucht. Anlass
dazu gaben friihere Beobachtungen, geméss welchen die Zahl der Follikelwellen pro Zyklus ein
fertilitatsrelevanter Parameter ist, der durch die funktionelle Kompetenz des ersten post
ovulationem entstehenden DF beeinflusst zu werden scheint.

Die Untersuchungsdaten stammen aus insgesamt 122 Zyklen unbehandelter Braunvieh-Milchkiihe
und -Rinder, deren Ovartétigkeit in Intervallen von 1-2 Tagen kontinuierlich palpatorisch
iiberwacht und deren periphere Blutprogesteronkonzentration [P4] taglich mittels RIA (**°I-
Markierung; Doppelantikérper-Separation) gemessen wurde. Da beim Rind sog. 2- und 3-Wellen-
Zyklen [2WZ; 3WZ] die Uberwiegende Mehrheit spontaner zyklischer Lutealphasen ausmachen,
wobei Umrinderzyklen tberproportional haufig den 3-Wellen-Rhythmus zeigen, wurden in einem
ersten Auswertungsschritt pauschal die P4-Befunde aus 2- und 3WZ miteinander verglichen.
Anhand einer Boxplot-Analyse (p<0.05) liessen sich dabei keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Datengruppen erkennen. Nach einer Anderung der Sortierkriterien zeigte
sich allerdings, dass Zyklen, deren zweiter DF «frith» (vor dy4; di=Brunst) auftauchte, an den
Tagen 6 und 7 signifikant hohere Medianwerte fur P4 aufwiesen als Lutealphasen mit «spat» (ab
di4) einsetzender zweiter DF-Welle. Eine VVorverschiebung der virtuellen Grenze zwischen «friih»
und «spéat» auf dqg verdeutlichte den Unterschied und machte ihn tUber einen ldngeren Zeitraum
erkennbar. Umgekehrt verwischte sich die Differenz, wenn die Grenze auf einen Termin nach djs
gelegt wurde.

Offenbar moduliert die Intensitat der P4-Sekretion heranwachsender CL den Rhythmus der DF-
Wellen. Wie die Uberproportionale Haufung von 3WZ bei umrindernden Tieren vermuten lasst,
begunstigt eine rasche intensive Luteinisierung nicht nur einen frihen Beginn der zweiten DF-
Welle und damit indirekt das Auftreten von mehr als 2 DF pro Zyklus, sondern sie scheint auch
ein Symptom, oder allenfalls gar eine Ursache, verminderter Reproductive Performance zu sein.
Wahrend P4-Bestimmungen bei potenziellen Embryo-Empféangertieren bisher allenfalls dazu
dienten, die Anwesenheit eines aktiven CL zu verifizieren, wéaren solche Messungen eigentlich fur
wesentlich subtilere Interpretationen nutzbar. Vor allem technische Probleme, wie die
ungeniigende Messgenauigkeit der verfligbaren P4-Schnelltests und das Fehlen von
Referenzwerten, dirften dieser Option allerdings im Wege stehen. Immerhin kann das
Beobachten der DF-Wellen bei potenziellen Empfangertieren aber als einfach realisierbare
pragmatische Alternative empfohlen werden. Damit lassen sich zumindest Kandidatinnen
erkennen, die deshalb ungeeignet sind, weil zum Zeitpunkt des Transfers die zweite DF-Welle
bereits eingesetzt hat, was auf eine (ungiinstig) intensive P4-Sekretion in einer heiklen Phase
hinweist.
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Auswirkungen des Mineralbolus All-Minerall Plus® auf ausgewadhlte
Blutparameter und Gesundheitsmerkmale bei tragenden Rindern

A Marten’; ] Detterer?; AR Sharifi®; C Knorr’

'Abteilung Reproduktion und Biotechnologie landwirtschaftlicher Nutztiere, Department fiir
Nutztierwissenschaften, Georg-August-Universitdit Gottingen; 2Besamungs- und ET-Station
Georgsheil, Siidbrookmerland;

‘Abteilung Tierzucht und Haustiergenetik, Department fiir Nutztierwissenschaften, Georg-
August-Universitdt Gottingen

Im norddeutschen Raum lberwiegt in der Jungviehaufzucht die Weidehaltung. Diese
fuhrt haufig zu Mangelerscheinungen. Zum einen werden dadurch die spatere
Leistungsfahigkeit der Kuh und zum anderen die Vitalitat des Kalbes beeinflusst. Eine
Verbesserung der Spurenelement- und Vitaminversorgung durch praventive MaRnahmen
soll einer Mangelversorgung vorbeugen und die Vitalitat der Nachzucht verbessern.
Insbesondere fiir den Prozess des Embryotransfers ist eine optimale Versorgung sowohl
der Spender- als auch der Empfangertiere unbedingt notwendig, um den gewiinschten
Erfolg zu erzielen. Eine erfolglose Ubertragung von Embryonen zieht einen erheblichen
aber vermeidbaren Kostenaufwand mit sich, der durch einfache und glinstigere
Aufwendungen vermieden werden kann. Dieser Aspekt wurde zum Anlass genommen
die Wirkungen des Mineralstoffbolus ,All-Minerall Plus®“ der Firma Holland Animal Care
in Bezug auf Blutparameter und den damit einhergehendem Gesundheitsstatus
tragender Rinder sowie die Vitalitat ihrer Kdlber zu untersuchen. In dem Bolus sind
Selen, Kupfer, Zink, Mangan, Jod sowie die Vitamine A, D, und E enthalten. Laut
Herstellerangaben soll durch die Verabreichung zweier Boli vor dem Weideaustrieb die
Spurenelement- und Vitaminversorgung uber sechs Monate optimiert werden.

Dieser Effekt wurde an 110 Tieren der Rasse Holstein Friesian bzw. an Kreuzungstieren
(Holstein Friesian x Fleckvieh) auf acht Betrieben im Gebiet des VOSt Uberprift. Die
Versuchsgruppe bestand aus 61 zufallig ausgewahlten Tieren, die den Bolus verabreicht
bekamen. Die andere Halfte der Tiere bildete die Kontrollgruppe, die keinen Bolus
erhielt. Von allen Tieren sollten an drei Terminen Blutproben gezogen und analysiert
werden. Dazu wurden Lithium-Heparin-Rohrchen S Monovette® der Firma Sarstedt
benutzt. Die erste Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor Versuchsbeginn, die zweite
nach ca. drei Monaten. Die dritte Beprobung der Rinder sowie zusatzlich von deren
Kalber fand unmittelbar nach der Kalbung statt. In einem akkreditieren
Untersuchungslabor wurden die Werte und Konzentrationen von Selen, Kupfer, Zink, B-
Carotin, Vitamin A und E bestimmt. Die Vitalitat der Kalber wurde unmittelbar nach der
Geburt anhand verschiedener physiologischer Parameter, wie der Atemfrequenz, dem
Zeitraum zwischen Geburt und selbstandigem Anheben des Kopfes, der ersten
Aufstehversuche und dem Zeitpunkt des ersten Stands des Kalbes bewertet. Ebenso
wurden die Herztatigkeit, die aufgenommene Menge von Biestmilch und das Gewicht
des Kalbes aufgenommen. Es erfolgte zudem noch die Einschatzung der Vitalitat der
Kalber nach der ersten Lebenswoche anhand von drei Kategorien (fit - struppiges Fell,
Durchfall - tot).
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Nachfolgend sind die Ergebnisse der im Blut gemessenen Parameter dargestellt:

e Zu Beginn der Untersuchung war die Versorgungslage mit Selen iberwiegend mit
fast % aller untersuchten Tiere mangelhaft, die Selenversorgung konnte durch
den Bolus jedoch signifikant (p<0,001) verbessert werden. Eine
Mangelversorgung konnte dennoch nicht immer verhindert werden. Ein
plazentarer Ubergang von Selen kann bestitigt werden (DAVIS et al. 2006), da
eine Abhdngigkeit der Selengehalte der Kdlber von dem der Mutter nachgewiesen
wurde (r>=0,55). Typische Mangelsymptome, wie Zwischenschenkelekzeme und
VitalitatseinbuRen, konnten teilweise beobachtet werden.

e Der Bolus hat einen signifikanten Effekt (p=0,03) auf die Kupferblutgehalte.
Kupfermangelsymptome konnten nicht festgestellt werden. Die Kadlber weisen
eine ausreichende Kupferversorgung auf.

e Es konnte ein signifikanter Einfluss (p=0,01) des Bolus auf die Zinkkonzentration
festgestellt werden, der jedoch nicht ausreichte, um die Blutkonzentration auf
den Optimalgehalt zu erhdéhen. Sowohl Versuchs- als auch Kontrolltiere liegen
uberwiegend im Mangelbereich. Dennoch konnten keine Mangelsymptome
festgestellt werden.

e Der Bolus hatte einen signifikanten Effekt (p=0,01) auf die Vitamin A-Versorgung.
Innerhalb der Betriebe konnten zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe
hochst signifikante Einflisse (p= <0,001) des Bolus festgestellt werden. Zur
Kalbung lagen geringere Vitamin A-Werte im Blut als zu den vorangegangenen
Probenentnahmen vor. Ein Zusammenhang zwischen B-Carotin und Vitamin A
kann statistisch nicht nachgewiesen werden (r?=-0,00014).

e Die Vitamin E-Konzentration im Blut konnte durch den Bolus nicht signifikant
beeinflusst werden. Ein plazentarer Ubergang von Vitamin E kann ausgeschlossen
werden. Typische Mangelsymptome wurden nicht festgestellt.

Die im Bolus verwendeten Bindungsformen der Spurenelemente und Vitamine sind gut
geeignet, um eine Verbesserung der Versorgungslage herbeizufiihren. Allerdings sind
die Konzentrationen im Bolus nicht den Bedarfswerten angepasst. Fir die
Spurenelemente Mangan und Zink sowie fir die Vitamine A, D, und E liegen im
Vergleich dazu geringere Konzentrationen vor, wahrend der Gehalt von Jod deutlich um
ca. das Achtfache uiberhoht ist.

Auf Grund der leichten Geburten durch die fast ausschlieRliche Geburt weiblicher Kalber
(insgesamt 77 %) ist keine Interaktion zwischen Geburtsverlauf und der Spurenelement-
und Vitaminversorgung zu erkennen. Die liberwiegende Geburt weiblicher Kalber ist auf
den Einsatz von gesextem Sperma zurlickzufithren. Das bedeutet, dass das Geschlecht
des Kalbes einen héheren Einfluss auf den Geburtsverlauf und die Vitalitat der Kalber
hat, als die Spurenelementversorgung.

Der Bolus ist eine kostenglinstige und zeitsparende Alternative zu Leckschalen oder
Mineralstoffdosierern, um die Versorgung der Tiere zu bessern. Der Einsatz wird
insbesondere flr Betriebe mit ndahrstoffarmen Boden empfohlen. Die Selendiingung der
Weideflachen kann laut LORENZ und BOEHNKE (1999) zwar den Selengehalt der Pflanzen
erhohen, aber die in der vorliegenden Arbeit auftretende Mangel fiir Kupfer und
insbesondere der Vitamine kann nur durch eine zusatzliche Mineralstoffgabe
ausgeglichen werden.
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Weiterer Forschungsbedarf:

Genauere Klarung der Versorgungslage durch die Entnahme weiterer
Probenmaterialien (z.B. Untersuchung des Deckhaares zur genauen Klarung der
Kupferversorgung)

Effekte einer hadufigeren Beprobung auf die Ergebnisgenauigkeit bei
Beriicksichtigung der entstehenden Kosten

Vergleichende Untersuchungen weiterer Versuchsgruppen (z.B. nach Diingung
der Flachen; bei Supplementierung mittels Leckschale und/oder
Mineralstoffdosierer)

Einfluss des Bolus auf Milchleistung, Gesundheit, Zellzahlen und
Fruchtbarkeitsparameter

Die kontinuierliche Abgabe der Inhaltsstoffe konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht bei allen Tieren bestdtigt werden. Ist ein Anstieg der Blutgehalte daher
bolus- oder flitterungsbedingt?
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Embryotransfer Rind: Zur Wiederholbarkeit von Ergebnissen aus Spiilungen

sowie OPU-Sitzungen

Sabine Kastens !, Knut Roschlau®, Gerd Niirnberg®, Burkhard Meinecke *

L stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
2 Masterrind GmbH, ET-Station Niickel

3Leibnitz-Institut fiir Nutztierbiologie

Im Rahmen der Zucht werden Tiere vermehrt, die dem Zuchtziel am n&chsten kommen. Dabei
steht seit mehr als 60 Jahren nicht mehr der natlrliche Deckakt im Mittelpunkt, sondern
insbesondere in der Rinderzucht werden Biotechnologien, wie die kinstliche Besamung (KB) und
der Embryotransfer (ET), genutzt. Im Zeitalter der genomischen Selektion wéchst die Bedeutung
des ET dramatisch und Zucht ohne ET ist heute unmdglich.

Es ist nach wie vor nicht moglich, das Ergebnis einer Spilung bzw. von OPU/IVP vorherzusagen,
da jedes Tier individuell auf die Hormongabe zur Auslésung einer Superovulation reagiert. Fir
diese Varianz gibt es viele verschiedene Ursachen— Einfluss hat die Zahl der wachsenden Follikel,
das Alter des Spendertieres und seine korperliche Verfassung, aber auch Stressfaktoren kénnen
das Ergebnis beeinflussen.

Bezuglich der Wiederholbarkeit von Ergebnissen aus dem konventionellen ET bzw. OPU-
Sitzungen und insbesondere zur Vererbbarkeit der Tatsache, ,,guter” oder ,,schlechter” Spender zu
sein, ist in der Literatur bisher wenig zu finden. So gibt es Angaben zu Schwankungen in der
Wiederholbarkeit von 13-30 % und in der Vererbbarkeit von 3-23,4 %.

Auf Grund der Ergebnisse aus der Praxis wird schon langer vermutet, dass individuelle
Reaktionen von verwandten Tieren (Gromutter, Mutter, Tochter) ahnlich sind. In der laufenden
Studie soll die individuelle Wiederholbarkeit der Ergebnisse von mehreren Spulungen nach
Superovulationsbehandlung bzw. nach OPU- Sitzungen bei der Rasse Holstein-Friesian anhand
von Daten aus der Praxis untersucht werden. Ein besonderes Augenmerk liegt auf den
Ergebnissen von verwandten Tieren, da analysiert werden soll, ob die Tendenz der Ergebnisse

von Spulungen bzw. OPU-Sitzungen vererbt wird.
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Es wurden Daten von insgesamt 509 Tieren aus 35 Betrieben statistisch ausgewertet. In einem
verwandtschaftlichen Verhaltnis stehen 183 Tiere. Bei jedem Tier wurden mindestens 2
Spulungen/OPU-Sitzungen durchgefihrt, um eine Wiederholbarkeit zu schatzen. Um den
jahreszeitlichen Einfluss abzuschatzen, wurde auch das Datum der jeweiligen Spiilung/OPU-
Sitzung festgehalten.Bei der statistischen Analyse wurde berlcksichtigt, dass die Ergebnisse nicht
normal verteilt sind.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse aus den Spilungen und OPU-Sitzungen unabhédngig von
der Jahreszeit und haben eine geschatzte Wiederholbarkeit von 15 %. Zu dhnlichen Ergebnissen
kamen auch Tonhati et al. (1999) die eine Wiederholbarkeit von 13 % geschatzt haben. Eine
Kontingenzanalyse zeigte, dass 38 % der untersuchten Tiere in der zweiten Spilung/OPU-Sitzung
mit mehr als 5 Embryonen/Eizellen bessere Ergebnisse hatten, als in der ersten Spulung/OPU-
Sitzung, in der weniger als 5 Embryonen/Eizellen gefunden wurden. Somit ist ein schlechtes
Ergebnis in der ersten Spilung/OPU-Sitzung kein Grund, das Tier nicht nochmals als Spender zu
nutzen.

Auch eine weitere Annahme aus der Praxis kann aus dem analysierten Datenmaterial nicht
bestatigt werden - das verwandtschaftliche Verhéltnisse gibt keinen Aufschluss tber die Eignung
eines Tieres fur eine Superovulationsbehandlung im Rahmen eines ET-Programmes oder fir die
Eizellgewinnung durch OPU-Sitzungen. Hierzu sind jedoch weitere Analysen von grofReren

Datenmengen nétig, um zu einer abschlieBenden Aussage zu kommen,
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Starken und Schwachen des Embryotransfers beim Rind
eine kritische Bestandsaufnahme im Zuchtgebiet des Vereins Ostfriesischer
Stammviehziichter (VOSt)

S HeR'; C Knorr'; J Detterer?

'Abteilung Reproduktion und Biotechnologie landwirtschaftlicher Nutztiere, Department
fir Nutztierwissenschaften, Georg-August-Universitdt Gottingen;

’Besamungs- und ET-Station Georgsheil, Stidbrookmerland

Der Embryotransfer (ET) ist eine feste GroRe in der Rinderzucht. Im Einzugsbereich des
Vereins Ostfriesischer Stammviehziichter (VOSt) sind Spililungen und Transfers jedoch
ricklaufig. So wurden 1997/1998 noch 308 Spilungen und 1373 Transfers
durchgefihrt, 2011/2012 waren es hingegen nur noch 112 Spilungen und 748
Transfers. Um Erkldrungen fiir die ricklaufigen Zahlen und Anregungen fir
Verbesserungen zu erhalten, wurden Kunden des VOSt telefonisch befragt.

Zichtern wurden Fragen zum Angebot der Station, zum ET-Ablauf, zur Zucht und
zum eigenen Betrieb bzw. der eigenen Person gestellt. Die meisten Fragen lieRen sich
mithilfe von Schulnoten beantworten. Vorgaben zu etwaigen Starken und Schwachen
konnten die Befragten ablehnen oder annehmen. Andere Fragen, wie jene zu
Verbesserungsvorschlagen, wurden offen gestellt. Die Auswertung erfolgte mit Excel.
Neben Durchschnittsnoten konnten hierbei auch Modalwerte ermittelt und somit
festgestellt werden, wie viel Prozent der Befragten etwa einer vorgegebenen Schwache
zustimmten.

Insgesamt konnten 58 von 147 kontaktierten Betriebsleitern aus dem Kundenstamm
des VOSt zwischen dem 13. Juni und 28. Juli 2012 telefonisch interviewt werden. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der Befragung der 50 aktiven ET-Anwender (definiert
als die Personen, die ETs in den letzten finf Jahren durchgefiihrt haben) wiedergegeben.
Die meisten dieser Ziichter waren zwischen 35 und 55 Jahre alt und fiihrten einen
Betrieb mit 50 bis 100 Kuhen. Bei einem Drittel von ihnen lag der letzte ET weniger als
ein Jahr zuriick, wobei sie meist ein- bis zweimal im Jahr spilen.

Das Angebot der ET-Station des VOSt - bestehend u.a. aus Spillungen, Tiefgefrierung,
Transfers, Ultraschall sowie Nutzung des Biotechnikzentrums in Rodenkirchen in
Zusammenarbeit mit der WEU - erreichte in der Umfrage eine Durchschnittsnote von
2,20. Die fachliche Beratung bewerteten die Ziichter mit einer Note von 1,90. Zur
Vermarktung der Embryonen (Durchschnittsnote 2,64) und der Spitzentiere aus dem ET
(Durchschnittsnote 2,88) konnte eine relative Mehrheit der Befragten keine Angaben
machen, da die Tiere auf dem Hof bleiben sollten und bis jetzt noch keine Vermarktung
durch den VOSt gewtlinscht war.
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Ebenfalls abgefragt wurden die Starken und Schwachen der ET-Station. Als groRte
Vorteile schatzten die Ziichter die Flexibilitat des VOSt ein (58%). Das Unternehmen
fiuhrt den ET auf den Hofen durch. Den ambulanten Transfer bewerteten 56% der
Zichter als Stdarke. Die Organisation (40%), das Know-how (32%) und die engen
Kundenbeziehungen (42%) wurden ebenfalls als Starken genannt.

Als Schwachstellen stellten sich insbesondere fehlende Angebote der ET-Station heraus.
14% der Befragten bewerteten es negativ, dass der VOSt keine Trdgertiere anbietet.
Ebenfalls vermissten 14% das Embryosexen sowie 12% das Ovum-Pick-Up (OPU). Eine
stationdre Aufnahmemaglichkeit fir Spendertiere wiirden 8% der Befragten beflirworten,
das Splitten 2%. Ein vermeintlich zu hoher Preis (18%) zdhlte ebenso zu den
Schwachstellen aus Sicht einiger Zuchter.

Beim ET-Ablauf wurde zunachst nach der Integration von Vorbereitung (1,92), Spiilung
(1,92) und Transfer (1,88) in den Betriebsablauf gefragt. Die drei Einzelnoten wichen
kaum voneinander ab. Schlechter bewertet wurden hingegen eventuelle Probleme der
Spenderkuh nach dem ET (2,38), der Erfolg (2,96) und die Trachtigkeitsrate (2,96). Dass
Trachtigkeitsrate und Erfolg nahezu gleich beurteilt wurden, ist kein Zufall, da die
Trachtigkeitsrate neben dem Spilergebnis und der Transfertauglichkeit Teilaspekte des
Erfolgs darstellt.

Die ET-Aktivitat der Landwirte wurde durch die genomische Zuchtwertschiatzung zum
Zeitpunkt der Befragung nur gering beeinflusst (Note 4,24). Die Jungrinderspiilung
stand fir die Landwirte im Hintergrund (4,82), da fiir sie nur Tiere interessant sind, bei
denen sie die Leistung kennen. Vergleichsweise groReres Interesse bestand jedoch an
der Zucht auf Hornlosigkeit (3,53). Wahrend 47% der Landwirte mit den Noten 1 oder 2
antworteten, bewerteten jedoch 33% der Betriebsleiter die Frage nach der Bedeutung der
Hornlosigkeit fiir sie mit der Note 6.

Aus Sicht der Landwirte sind die Kosten nachvollziehbar (82%). Dennoch gaben 20% der
Befragten an, dass sie den ET nicht als einen Wirtschaftszweig ansehen, sondern die
Zucht als einen Zusatzbereich betrachten. Dies galt umso mehr, als die Landwirte eine
wirtschaftliche Unsicherheit durch schwankende Milchpreise bekundeten.

Zu jedem der ubergeordneten Themen des Fragebogens hatten die Landwirte die
Moglichkeit, Verbesserungsvorschlage zu unterbreiten. Neben der Verbesserung des
aus ihrer Sicht mangelnden Angebots wiinschten 20% der Ziichter eine Bewerbung der
Embryonen liber die Homepage des VOSt hinaus. Ein weiterer Vorschlag bestand darin,
Tiere aus dem ET als Besonderheit zu vermarkten, um sie mehr von der Masse
abzuheben.

Insgesamt konnen die Ergebnisse der Befragung den Riickgang der ET-Aktivitat nur
teilweise erklaren. Neue Vermarktungsstrategien und eine Erweiterung des
Serviceangebots kdonnten jedoch geeignete Ansatzpunkte sein, um den Riickgang der
Spulungen und Transfers im VOSt-Gebiet zu bremsen.
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