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En conséquence il nous parait que les Henneguya trouvées sur les Per-
ches du Léman peuvent étre identifiées & celles décrites par Zandt chez
les Perches du lac de Constance. L’examen de gros kystes mesurant de
3 &4 6 mm, inclus dans le tissus osseux de l’arc branchial, nous a montré
par contre des Henneguya morphologiquement différentes des précédentes
que nous nous proposons d’étudier en détail dans une note ultérieure.

Zusammenfassung

Die zweite Studie befaf3t sich mit den Cnidosporidien vom Typ Henneguya. Die
Untersuchung von Képfen von Perca fluviatilis hat ergeben, dal3 es sich um eine Henne-
guya similis handelt, die 1924 von Zandt fiir den Bodensee festgestellt wurde.

Riassunto

Il secondo studio tratta dei cnidosporidi del tipo Henneguya. Dall’esame di teste
della Perca fluviatilis risulta che si tratta di un’Henneguya similis, che Zandt aveva
gia scoperto nel 1924 per il lago di Costanza.

Summary

The second study deals with Cnidosporidia of the Henneguya type. The examina-
tion of heads of Perca fluviatilis demonstrated Henneguya similis, which have been
observed 1924 in the lake of Constance by Zandt.
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Das Tiefgefrieren von Sperma,
eine neue Methode zur Samenkonservierung
fiir die kiinstliche Besamung

Von J. von Ah, ing. agr.

I.

Schon 1780 stellte sich Spallanzani, der Entdecker der KB die Frage,
wie lange die Befruchtungsfihigkeit der méannlichen Sekrete anhalte. Er
machte Versuche mit Froschen und sah, daBl diese Zeit auf sieben Stunden
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nach dem Tode des Mannchens festzusetzen sei. Er entdeckte aber auch

bereits, daBl die Verlingerung dieser Zeit durch Abkiihlung moglich ist. Dies

war schon zu einer Zeit, als man noch nicht einmal wullte, dafl die Spermien

die eigentliche Ursache einer Befruchtung sind (zit. Gotze [2]).

Lange Jahrzehnte war es dann um die KB in Wissenschaft und Praxis
ruhig. Logischerweise sind auch keine Versuche unternommen worden,
Samen auflerbalb des ménnlichen Organismus am Leben zu erhalten, weil
das Bediirfnis zur Abklarung solcher Fragen gar nicht vorhanden war. Erst
mit der Moglichkeit, den Samen auf einige Zeit in vitro befruchtungsfihig
zu erhalten, ist dann die KB in der allgemeinen Praxis zu ihrer Ausdehnung
gelangt. Es ist auch heute noch gebriauchlich, das Sperma bei Zugabe von
Eigelb als Nahrung und Na-Zitrat als Puffer fiir 2-3 Tage zu konservieren.
Der Samen wird in diesem Verdiinnungsmittel zwischen + 2 und + 5°C
in einem gewdhnlichen Kiihlschrank aufbewahrt.

Es war im Jahre 1938, als der Deutsche Jahnel entdeckte [1], daB
menschliches -Sperma verhiltnismaBig lange Zeit ein Gefrieren bei — 79° C
(Temperatur des Trockeneises) iiberlebte und seine Lebensfahigkeit auch
noch in fliissigem Stickstoff bei — 196°C und in fliissigem Helium bei
— 269,5° C behielt. Spezielle Verdiinnungsmittel oder VorsichtsmaBregeln
wandte man bei diesen Experimenten keine an. Ahnliche Versuche wurden in
den vierziger Jahren mit mehr oder weniger Erfolg auch fiir das Tief-
gefrieren von Frosch-, Hiithner-, Kaninchensperma usw. angestellt, was hier
der Vollsténdigkeit halber ebenfalls angefiihrt sei.

Es hat sich gezeigt, daB die Samenzellen auBerhalb des Organismus gegen
hohere Temperaturen wesentlich empfindlicher sind als gegen niedere. Bei
+ 10 bis + 15°C aufbewahrtes Kaninchensperma befruchtet teilweise
noch nach 200 Stunden. Aufbewahrung bei + 37° C fiihrt dagegen schon
nach 13 Stunden, bei + 45° C sogar schon nach 15 Minuten zur Befruch-
tungsunfihigkeit. Die Bewegung horte allerdings erst bei + 48° bis 4 50°C
auf. Spermien in saurem Milieu sind etwas widerstandsfihiger. Nach Gotze
[2] gilt bei grolen Haussiugetieren ungefihr das gleiche. Als Griinde fiir
ein solches Verhalten werden angegeben:

1. Rascher Verbrauch der Vorratsstoffe durch erhohte Aktivitit bel hoherer
Temperatur.

2. Rasche Zunahme des Keimwachstums und der dadurch auftretenden
spermafeindlichen Stoffe. (Dieser Nachteil fillt allerdings bei Zusatz von
Antibiotika dahin. In England ist es heute allgemein iiblich, dem wver-
diinnten Samen Penicillin und Streptomycin beizugeben.)

3. Verinderungen der Eiweikoérper durch Koagulation und Unterbrechung

- der Stoffwechselvorginge bei Temperaturen von iiber + 45° C.

Bei niederen Temperaturen (also bei + 2 bis + 5° C) tritt der Kilteschlaf
oder die Kilteanabiose auf, ein Zustand, der auf Herabsetzung aller bio-
chemischen Vorginge beruht und die vollstédndige Einstellung aller Bewegun-
gen mit sich bringen kann. Die Kaltetrigheit ist die Vorstufe dieses Zustandes.
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Aber sogar eine Abkiihlung auf 4 2 bis + 5° C ist fiir ein Sperma nicht
ungefihrlich, weil sie zum Temperaturschock und damit zum schnellen Tod
oder zu erheblicher Verkiirzung der Lebensdauer und damit auch zu einer
verminderten Befruchtungsfihigkeit fithren kann. Bei Abkiihlung bis her-
unter auf 4 20°C kommt der Kilteschock nicht zustande. Die Gefahr
beginnt erst unterhalb der 20°-Grenze. Dieses Verhalten bedingt fir die
Samengewinnung und -behandlung spezielle MafBiregeln, auf die aber hier
nicht néher eingetreten werden kann.

Halten wir also bis dahin fest: 1. Es ist moglich, Sperma bei bedeutend
tieferen als den Korpertemperaturen iiber mehrere Tage lebend und befruch-
tungsfihig zu erhalten. 2. Es ist moglich — artverschiedenes Verhalten mit-
beriicksichtigt — Sperma unter der 0°-Grenze mit Erfolg aufzubewahren,
und 3. unter mehreren wichtigen Faktoren zur erfolgreichen Aufbewahrung
von Sperma nimmt die Temperatur eine zentrale Stellung ein.

Was uns hier vor allem interessieren wird, ist die Frage, wie sich Bullen-
sperma einer speziellen Kiltebehandlung gegeniiber verhalten wird.

Im Jahre 1952 wurde von den beiden englischen Forschern Polge und Rowson
am Tierzuchtkongre8 in Kopenhagen [3] eine Gemeinschaftsarbeit publiziert; iiber das
T1efgefr1eren von Bullensperma und eine Aufbewahrung desselben bei —79° C iiber
eine lingere Zeitdauer. Seit dieser Publikation hat die Methode bereits in die kommer-
zielle Praxis international Eingang gefunden.

Was wurde unternommen, dafl auf einmal die fritheren vergeblichen Versuche mit
dem Tiefgefrieren von Bullensperma von Erfolg gekréont worden sind ? — Die Engldnder
Polge, Smith und Rowson [3] kamen bei ihren Versuchen auf die Idee, dem Ver-
diinnungsmittel Glyzerin beizugeben und so den Gefrierprozefl derart zu beeinflussen,
daB die empfindlichen Spermien keinen Schaden leiden. Es wurde versucht — und der
Versuch fithrte zu einem Erfolg. Wir wollen hier aber dem Thema der eigentlichen
Tiefgefriertechnik nicht vorgreifen und im zweiten Teil nochmals auf die Behandlung
des Spermas mit Glyzerin zuriickkommen,

Es ist selbstverstindlich, daB3 mit den drei Daten 1780, 1938 und 1952 und den vier
Namen Spallanzani, Jahnel und Polge/Rowson die Forschungsgeschichte des Tief-
gefrierens von Sperma sich nicht erschépft. Experimente und Berichte sind mit deut-
schen, franzdsischen, italienischen, amerikanischen, russischen und vor allem eng-
lischen Namen verkniipft. Es schienen mir dies aber die wichtigsten Marksteine in der
ganzen Entwicklung zu sein, weshalb sie eine besondere Erwihnung fanden.

IT.

Die erste Aufgabe einer Besamungsstation, die Bullensperma tief-
gefrieren will, ist die Auswahl der richtigen Stiere, fiir die sich das Anlegen
einer Gefrierkonserve iiberhaupt lohnt. In Little Horwood, einer Station des
Milk Marketing Board in England, wo ich mit der Methode bekannt gewor-
den bin, wurden nur solche Stiere verwendet, die sich als Zuchttiere bereits
bewihrt hatten, also dltere Tiere. Bis heute ist aber noch kein Test bekannt,
nach dem man ein Sperma beurteilen konnte, ob es sich fiir das Tiefgefrieren
eignet. Man ist hier auf den Versuch angewiesen, und es hat sich gezeigt, daf3
im Durchschnitt das Sperma von 809, der Bullen geeignet ist.
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Die Samengewinnung unterscheidet sich in keiner Art und Weise von der
iiblichen Methode fiir die KB. Man nimmt das Ejakulat von 2-3 aufeinander-
folgenden Spriingen und untersucht eine Probe unter dem Mikroskop rein
optisch auf Aussehen, Dichte und Beweglichkeit der Spermien. Weitere
Untersuchungen werden normalerweise nicht gemacht.

Nach der Gewinnung des Samens und dem Untersuch, beginnt die Vorbereitung
und die Behandlung fiir den GefrierprozeB. Als Verdinnungsmittel wird wie bei der tag-
lichen Praxis fiir die KB eine Mischung von Na-Zitratlosung und Eigelb im Misch-
verhéltnis 1:1 verwendet. Die Na-Zitratlosung wird vom Milk Marketing Board als
Standard hergestellt, der durch alle Besamungsstationen von einem zentralen Labor
bezogen wird. Das Rezept ist folgendes: Es werden 3,5 g des dreibasischen Na-Salzes
der Zitronensidure mit 2 H,O Kristallwasser in 100 ccm dreimal destilliertern Wasser
gelost und mit Zitronensdure auf pH 6,7 eingestellt.

Das Eigelb stammt von Frischeiern, die kurz vor dem Gebrauch aufgeschlagen wer-
den. Dem ganzen Verdiinnungsmittel werden als Antibiotika an Penicillin und Strepto-
mycin soviel zugesetzt, daB die gebrauchsfertige Samenfliissigkeit 500 Einheiten pro
cem enthélt.

Vor dem Mischen mit dem Sperma wird das Verdiimnungsmittel im Wasserbad auf
eine Temperatur von -4 27 bis + 30° C erwiirmt, um den bereits erwihnten Tempe-
raturschock zu vermeiden, der eine starke Schidigung der Spermien zur Folge haben
wirde. Je nach der subjektiv beurteilten Dichte wird nun das Ejakulatgemisch aller
Spriinge (also von mindestens zwei) bis zu einem Verdiinnungsverhiltnis von 1:10 mit
d_'em'erwéirr'nten Eigelb-Na-Zitratgemisch vermengt. Diese Mischung kommt nun in
den Kiihlschrank und wird auf + 5° C abgekiihlt.

Zugleich wird eine Mischung von reinem Glyzerin und Na-Zitrat im Volumenver-
hiltnis 1:4 ebenfalls auf 4 5° C abgekiihlt, die nach dem Erreichen der + 5° C-
Grenze der verdiinnten Samenfliissigkeit im Verhdltnis 1:1 zugesetzt wird. Das
urspringliche Ejakulat ist also im Maximum 1:20 verdiinnt worden und enthélt 109,
Glyzerin. Diese Mischung ist nun endgiiltig und muf3 zur sogenannten Aquilibrierung
fur 12 bis 20 Stunden i Kiihlschrank bei 4- 5° C aufbewahrt werden.

Nach dieser Zeit ist die Samenfliissigkeit als Mischung von Sperma, Eigelb, Na-
Zitrat, Antibiotica und Glyzenn bereit zum Tiefgefrieren. Man hat unterdessen auch die
2-ccm-Ampullen vorbereitet, in denen das Sperma 1-ccm-weise tiefgefroren werden soll.
Die Ampullen wurden mit einer speziellen Glasfarbe beschriftet und sind in einer
Wanne mit eisgekiihltem Wasser ebenfalls in den Kiihlschrank gestellt worden. Die
Korkzapfen fiir den VerschluB wurden mit heilem, dann destilliertem Wasser und mit
Na-Zitratlésung gewaschen und stehen ebenfalls zur Abkiihlung dort.

Sobald die Samenfliissigkeit, die Ampullen, die Korkzapfen und die Abfullpipette
die gleiche Temperatur (mindestens -+ 5° C und hdéchstens + 8° C) erreicht haben,
kann mit der Abfiillarbeit begonnen werden. Diese muf} sehr rasch erfolgen, damit sich
das ganze System nicht iiber | 8° C erwérmt. Die Temperatur im Wasserbad, in dem
die Ampullen stehen, wird stédndig iiberwacht und bei Erreichen der kritischen 4 8°-
Grenze mul} die Arbeit unterbrochen werden, damit man alles im Kiihlschrank erneut
kiithlen kann. Um diesen Arbeitsunterbruch zu vermeiden, werden dem Wasserbad vor-
teilhaft kleine Eisstiickchen beigegeben.

‘Wenn die Ampullen mit je 1 cem abgefiillt sind, werden sie mit den Korkzapfen ver-
schlossen und mit einer rasch trocknenden Plastikmasse in der gleichen Farbe wie die
Beschriftung versehen. Die so vorbereiteten Glischen kommeén nun je 10 und 10 in
kleine Metallgitterchen, was die spéitere Handhabung beim eigentlichen Gefrieren erheb-
lich erleichtert.

Man bringt nun diese Zehnerpacku.ngen erneut in den Kiihlschrank und kiihlt sie
auf mindestens + 4°C ab. In dieser Zeit wird die Tiefkiihlboxe (Abb. 1) bereitgestellt.
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Diese enthélt Methylalkohol, der mit Trockeneis auf die Kiihlschranktemperatur ge-
bracht wird. Der Methylalkohol dient lediglich dazu, als Medium einen regelméBigen
Gefrierverlauf zu gewihrleisten. Er wird erst bei sehr tiefen Temperaturen fest und
ist deshalb besonders geeignet. Es ist wichtig, daB die Samenampullen und der Alkohol
in der Boxe die gleiche Temperatur haben. Ist dies der Fall, so werden die Glédschen
in die Boxe gebracht und der eigentliche Gefrierprozef3 kann beginnen.

Abb. 1. Tiefkuhlboxe wie sie in Little Horwood, England, verwendet wird. Die Samenampullen
werden darin in Methylalkohol mit Trockeneis gefroren. Bis auf — 11° C kiithlt man alle zwei
Minuten um ein Grad. Bei dieser Temperatur wird méglichst rasch auf — 60 bis 65° abgekiihlt,
worauf der Samen im Lagerkabinet versorgt wird. Die Boxe ist gut isoliert. Der kleine Motor
treibt einen Propeller, der die Aufgabe hat, wihrend des Gefrierprozesses den Alkohol in
sténdiger Bewegung zu halten, was eine regelmiaflige Abkiithlung gewéhrleistet.

Abb. 2. 30 bis 50 Ampullen gibt jede Absamung von zwei Springen. Das Ejakulat wird mit

Eigelb und Natrium-Zitrat verdiinnt, und man gibt Penicillin und Streptomyecin als Anti-

biotica dazu. Erst die Zugabe von 10 Volumenprozent Glyzerin erméglicht ein fiir das Sperma
gefahrloses Gefrieren. ‘

Wie schon erwdhnt, wird zur Abkithlung Trockeneis verwendet, das in kleinen
Brocken bis zu Schnee zerschlagen, zugegeben wird. Je kleinere Brocken man beigibt.,
desto besser 148t sich die Abkiihlung regulieren.

Durch den Zusatz des festen CO, wird nun das ganze System alle zwei Minuten um
1° C abgekiihlt. Man kiihlt auf diese Weise bis auf — 10° bis — 11° C ab. Dies ist eine
kritische Temperatur im Kristallisationsprozefl und man hat nun durch Zusatz von
viel Trockeneis so rasch als mdéglich auf — 60° C abzukiihlen. Ist diese Temperatur
erreicht, wird der Samen ins Lagerkabinett gebracht, wo eine Temperatur von wenig-
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stens — 65° C sein mul3. Wird der Samen auf iber — 65° C erwirmt, so geht er rasch
zugrunde. Man wihlt eine Temperatur von — 79° C nur deshalb, weil sie bequem mit
festem CO, zu erreichen ist.

Natiirlich stellt sich nun hier die Frage, wie lange solch gefrorenes Sperma,
in diesem Zustand aufbewahrt werden konne. Rowson gibt eine Zeit von
drei Jahren als bis heute nachgewiesen an. Man sieht nicht ein, warum
gefrorenes Sperma nicht praktisch unbeschrinkt haltbar sein sollte. Doch
werden erst jahrelange Versuche eine endgiiltige Antwort geben konnen.

Soll eine solche Samenampulle fiir eine Insemination in Gebrauch kom-
men, so wird sie in einem Wasserbad von etwa + 37° C rasch aufgetaut und

Abb. 3. Die Ampullen werden in einem Lagerkabinett in numerierten Laden gelagert. Die
Temperatur darf nie — 65° C tibersteigen, sonst geht das Sperma zugrunde. Die Temperatur
wird mit Hilfe von Alkohol und Trockeneis so tief gehalten.

(Aufnahmen vom Verfasser.)

steht dann fiir 36 bis 48 Stunden unter gewohnlichen Lagerungsbedingungen
fir die KB zur Verfiigung. '

AnschlieBend an die Gefriertechnik sollen noch einige Fragen einer
Glyzerinbeimengung zu Sperma etwas niher untersucht werden.

Erste Versuche sind mit Sperma von Hithnern gemacht worden. Unver-
diinntes Sperma oder solches in Ringer’s Losung ergab keine Bewegung der
Spermien mehr nach einem Gefrierprozef} in kleinen Ampullen (Polge/Row-
son [3]). Hingegen, wenn die Samenampullen 159, Glyzerin enthielten und
in einer Mischung von Trockeneis und Alkohol mit —79° C gefroren wurden,
zeigten die Spermien nach dem Auftauen eine vollstindige Beweglichkeit

31



376 J.vox AH

und diese war von unbehandeltem Sperma gar nicht zu unterscheiden. Auch
nach Auftauen erst nach einem Jahr Lagerung bei — 79°C, zeigte die Samen-
probe einen hohen Prozentsatz beweglicher Spermien.

Spéater wurden die Versuche auch auf Saugetlersperma, ausgedehnt Bei
Anwendung der gleichen Gefriermethode wie bei Hiithnersperma, zeigte sich
kein Erfolg. Das beste Resultat erhielt man mit ungefihr 80 9 iiberlebender
Spermien, wenn die Samenfliissigkeit 159, Glyzerin enthielt und iiber den
Zeitraum von 45 Minuten von 0° C auf — 79° C abgekiihlt und in einem
Wasserbad bei + 40° C aufgetaut wurde.

Zwei wichtige Fragen gilt es nun abzuklédren: 1. Welche Funktion hat das
Glyzerin iiberhaupt beim Gefrierprozell von Sperma? und 2. Wie sind die
Befruchtungsverhiltnisse einer Besamungsfliissigkeit, die Glyzerin enthilt?

Wird das Glyzerin dem Samen rasch bei einer Temperatur von -+ 30°C bis
zu einer Konzentration von 159, zugesetzt, so stellt man einen augenblick-
lichen Riickgang der Beweglichkeit der Spermien fest. Es scheint, daB damit
eine Empfindlichkeit gegen den osmotischen Schock zum Ausdruck kommt,
den das rasche Zugieflen von Glyzerin bei dieser Temperatur verursacht.

Man hat dann entdeckt, daB ein Mischen mit Glyzerin bei ungefihr
+ 5° C und ein Aquilibrieren iiber 12 bis 20 Stunden bei dieser Temperatur,
nicht nur einen hohen Grad der Beweglichkeit vor dem Gefrieren, sondern
auch einen hohen Prozentsatz lebender Spermien nach dem Gefrierprozef3
und Wiederauftauen ergibt. Weitere Versuche zeigten auch, dafl eine Kon-
zentration von 109, Glyzerin giinstiger ist als eine solche von 15%,. Genau
nach diesen Erkenntnissen wurde die Methode des Tiefgefrierens beschrieben.

Diese Experimente erlauben bis zu einem gewissen Grade die Beantwor-
tung der Frage nach den Funktionen, die das Glyzerin beim Gefrierproze
ausiibt. Es scheint nidmlich, als ob Glyzerin imstande wire, Zellen gegen
tiefe Temperaturen zu schiitzen. Man neigte urspriinglich zur Ansicht, daB
Glyzerin seinen Effekt lediglich dadurch zustande bringe, dafl es den Charak-
ter der Kristallisation im Medium oder in der Zelle verindere oder gar ver-
hindere. Glyzerin ist aber bei den verwendeten Konzentratlonen ein stark
dehydratlslerender Stoff und hat den gleichen Effekt auf lebende Zellen wie
eine Zuckerl6sung. Es sei hier erwidhnt, dafl die 10 9, Glyzerin pro ccm einem
Gewicht von 0,126 g entsprechen und 0,1544 g Traubenzucker isoosmotisch
sind, was als stark dehydratisierend bezeichnet werden mufl. Man pflegte
verhiltnismiBig groBe Volumina zu gefrieren. Das hat nach einer Publi-
kation des Englianders Parkes [4] zwei mogliche Folgen: « Erstens einmal
wird beim langsamen Gefrieren und dem dadurch schrittweisen Entziehen
des Wassers das iibrigbleibende Medium mehr und mehr hypertonisch, was
durch sich allein schon eine Dehydratation der Zelle zur Folge hat. Es ist
daher moglich, daBl beim verwendeten Material eine Dehydratation durch
die Verbindung verschiedener Umsténde erfolgt und dies einen wirksamern
Faktor zum Schutz der Zellen gegen tiefe Temperaturen darstellt.»

Als zweite SchluBfolgerung beim Verwenden grofer Volumina gibt Par-
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kes an, daB zerstorende Verinderungen im Medium und in der Zelle selbst
unterschieden werden miiiten. Die Konzentration von 109, Glyzerin ver-
hindert die Bildung von Kristallen im Medium bei einem verhiltnismaBig
langsamen Gefrierprozel nicht, aber es verdndert ihre Form und ver-
grofert die interstitiellen Rdume, in denen sich einzelne Zellen ansammeln
konnen. Es besteht auch kein Zweifel, dall Steigerung des inneren Druckes
und mechanische Schiadigung der Zellen verhindert werden.

Uber die Formen der Kristalle in den Zellen selbst weif man wenig
Bescheid. Die Spermien 'haben eine zu dichte Hiille, um solche Beobach-
tungen zuzulassen. In Versuchen, bei denen Amdében unter dem Mikroskop
gefroren wurden, hat man bei einer Zugabe von 59, Glyzerin, die als Hoch-
konzentration zuldssig war, gesehen, dafl eine deutliche Kristallbildung in
den Zellen beim Gefrieren nicht verhindert werden konnte und solche Zellen
erwiesen sich nach dem Auftauen als tot. :

Zusammenfassend kann gesagt werden; daB man eigentlich iiber die
Funktionen des Glyzerins noch wenig weill und dafl man weitgehend auf die
Erkenntnis angewiesen ist, daB der GefrierprozeB bei Zugabe die Samen-
zellen nicht schidigt.

Leichter ist die Beantwortung der Frage nach den Befruchtungsverhdilt-
nissen einer Besamungsfliissigkeit, die Glyzerin enthilt, weil die Versuchsan-
ordnung lediglich in der Weise zu erfolgen hat, dall man eine moglichst grof3e
Zahl von Kiihen in einer Gruppe mit dem iiblich verdiinnten Sperma insemi-
niert und die zweite Gruppe mit Sperma, das mit Glyzerin behandelt wurde.

Der Englinder Holt [5] hat im Herbst des Jahres 1952 und im Friihling des fol-
genden Jahres diesen Versuch auf breiter Basis durchgefiihrt. Die Resultate waren die
folgenden in den beiden Versuchsperioden zusammen: Bei den 5702 besamten Kiihen
der Kontrollgruppe ergab sich als Konzeptionsrate fiir die erste erfolgreiche Besamung
ohne Riickruf innert drei Monaten 62,59%,. Bei der Gruppe von 5787 Tieren, die mit
Glyzerin behandeltem Sperma besamt wurden, ein Prozentsatz der Konzeption von
66,8%,. Die Differenz von 4,3%, zugunsten des mit Glyzerin behandelten Samens wird
als statistisch gesichert angegeben. Der Same stammte von neun verschiedenen Stieren.

Schon bei diesem ersten Versuch hat Holt einen Unterschied im Verhalten
des Spermas einzelner Stiere festgestellt. Er hat auch hier die Versuchs-
resultate statistisch ausgewertet und ist bei vier Stieren mit 2994 Kiihen in
der Kontrollgruppe und 3020 Kiihen in der Versuchsgruppe auf eine Diffe-
renz in der Konzeptionsrate von 7,3 9, als statistisch gesicherten Unterschied
gekommen. Bei fiinf Stieren, die in der Kontrollgruppe fiir 2708 Besamungen
verwendet wurden, ergab sich der nicht gesicherte Unterschied von 0,7 9%,.
Mit andern Worten, das Sperma von Stieren mit einer nicht befriedigenden
Fertilitat ist durch die Behandlung mit Glyzerin auf eine befriedigende
Hohe der Konzeptlonsrate gebracht worden.

Damit stehen wir erneut vor dem Problem, welche erkungen das Gly—
zerin auf ein Sperma auszuiiben vermag. Es sei hier noch angefiihrt, daB die
Ejakulate nicht, wie sonst allgemein iiblich, mit Antibiotika behandelt wur-
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den. Der Effekt ist nach Holt in gleicher Richtung weisend, wie er sich beim
Zusatz von Antibiotika zu Sperma gewisser Stiere erwiesen hat. Auf die
Frage der Antibiotika sei aber hier in diesem Zusammenhang nur ganz am
Rande hingewiesen.

IIT.

Welche Bedeutung man in der Praxis der kiinstlichen Besamung einem
Verfahren zu lingerer Aufbewahrung von Sperma beimift, ist schon daraus
ersichtlich, mit. welchem Aufwand die Entwicklung einer brauchbaren
Gefriermethode vor sich gegangen ist. Heute, zweieinhalb Jahre nach Publi-
kation der beschriebenen Methode, die in weitern Kreisen beachtet wurde,
liegen schon Berichte aus Amerika, Holland, Schweden, Deutschland und
natiirlich auch England vor, worin von Tausenden von Besamungen mit
tiefgefrorenem Sperma die Rede ist.

In fast allen Publikationen iiber das Tiefgefrieren steht gewdhnlich nach
dem Besprechen der Technik, der lapidare Satz: « Die Vorteile des Verfahrens
sind offensichtlich.» Weil aber in der breiten tierziichterischen Praxis in der
Schweiz die KB ohne grole Bedeutung ist, liegen wohl die mé&glichen Vor-
teile einer Gefriertechnik von Sperma nicht sogleich auf der Hand und es
sollen im folgenden einzelne wesentliche Punkte angefithrt werden [6].

An jeder Besamungsstation zeigt sich nach der bisherigen Konservie-
rungsmethode ein relativ groBer Verschleill an Sperma besonders in deck-
armen Zeiten des Sommers, wihrend zur Winterzeit die Vatertiere oft bis
an die Grenze ihrer Leistungsfahigkeit ausgeniitzt werden miissen. Hier ver-
mag nun die Gefrierkonserve von Sperma einen Ausgleich zu schaffen. Man
hat die Moglichkeit, die Bullen {iber das ganze Jahr regelmaBig zur Absamung
zuzuziehen : im Sommer wird das restliche Sperma gefroren und steht fiir den
Mehranspruch im Winter zur beliebigen Verfiigung. Das Verfahren erméglicht
den Bullenstationen auch, die Stiere nach ihrer individuellen Leistungs-
fahigkeit zu nutzen, ohne dafl wegen ilterer Tiere oder wegen Tieren mit
einer kleinern individuellen Potenz mehr Stiere eingestellt werden miiten.

Ein weiterer Vorteil besteht darin, da mit der Kaltkonservierung dem
Ziichter die Moglichkeit gegeben werden kann, in den Stall der Besamungs-
station zu gehen und sich einen Stier, der ihm aus irgend einem Grunde fiir
seinen Stall als besonders geeignet erscheint, auszusuchen. Die Station ihrer-
seits wird ihm den Samen des Bullen auch dann garantieren kénnen, wenn
das ausgesuchte Vatertier aus irgend einem Grunde ausscheiden sollte. Diese
Garantie wird allerdings durch den betreffenden Samenvorrat und die mog-
liche Lagerungszeit beschriankt sein. In England kennt man den sogenannten
«Nominated Service», durch den ein Ziichter auf Abruf den Samen eines
bestimmten Stieres erhalten kann. Dieser Kundendienst wird durch das Tief-
gefrieren tiberhaupt erst richtig ermoglicht. Wir kommen also mit dem Tief-
gefrieren dazu, daB wir aus der Massenvermehrungsmethode der KB eine
Prizisionsmethode der Vermehrung schaffen konnen.
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Den gleichen Vorteil zeigt die Moglichkeit, Jungstiere buchstiblich aufs
Eis legen zu konnen, bis man ihren Erbwert auf Grund der Nachzucht mit
einem Maximum an Sicherheit wird beurteilen kénnen. Man nimmt den
Samen von regelmifigen Spriingen und friert ihn ein. Weil die Kosten fiir
eine Samenkonservierung in tiefer Kilte fiir kleine und groBle Dosen unge-
fihr gleich grofl sind, wird das Anlegen einer eigentlichen Samenbank in
dieser Hinsicht keine Schwierigkeiten bereiten. Vererbt ein Spender schlecht,
dann ist der Verlust, wenn die Dosen vernichtet werden, klein, vererbt er
aber gut, so stehen dem Ziichter sofort Tausende von Dosen zur Verfiigung,
ohne daBl der Spender mehr als gewGhnlich beansprucht werden miilite.
Dieses Verfahren ist auch dann méoglich, wenn das Vatertier wegen friih-
zeitigen Todes bereits ausgeschieden sein sollte. Es sei hier daran erinnert,
daB man bis heute tiefgefrorenen Samen drei Jahre erfolgreich gelagert hat.

Ein anderer Vorteil ist mehr wirtschaftlicher Art fiir die Organisation der
KB in einem bestimmten Gebiet. Die gré3ten Kosten der KB sind die
Reisespesen des Inseminators und die Expresendungen von Samen. Gerade
in.unwegsamen Gebieten kann mit der Tiefkiihllagerung die Stierenhaltung
weiter zentralisiert werden. Der Tierarzt oder der Inseminator hat lediglich
eine Samenbank zu unterhalten und mub iiber die Kenntnisse verfiigen, die
fir Wartung und Pflege des Lagers erforderlich sind. Eine erst kiirzlich in
Holland entwickelte neue Kithlmaschine macht diese Unterzentren auch vom
Nachschub des festen CO, unabhingig. Die Anwendungsmoglichkeiten
besonders in Berggebieten scheinen verlockend, da man ja besonders an der
Wirtschaftlichkeit der KB durch die hohen Reisespesen zweifelt.

Gerade in diesem Zusammenhang sei erwihnt, dafl mit der Methode des
Tiefgefrierens eine Samensendung von Kontinent zu Kontinent, auch wenn
die Reise mehrere Tage dauert, moglich wird. Eine erste derartige Sendung
in groBerem Umfang hat am 7. Januar 1954 von Kanada nach England
stattgefunden. Wichtig ist bei solchen Transporten, daf3 geniigend Trocken-
eis beigegeben wird, damit die todlichen Temperaturschwankungen fiir das
Sperma verhindert werden kénnen. Damit ersfinet sich fiir die Tierziichter
der ganzen Welt eine verhiltnismiBig einfache und praktische Methode,
Samen aus andern Léndern zur Blutauffrischung zu erhalten, wann immer
er eine solche fiir n6tig findet. Es zeigen sich damit auch ganz neue Aspekte
fiir einen Viehhandel auf internationaler Basis.

Eine der wichtigsten Fragen in der Anwendung von tiefgefrorenem
Sperma ist die, wie die Befruchtungsverhdlinisse solchen Samens sind. Wir
miissen das Sperma nicht nur lebend erhalten, sondern was noch viel wich-
tiger ist, wir miissen es befruchtungsfihig nach dem Wiederauftauen ver-
wenden koénnen. Obwohl aus allen Léndern mit einer entwickelten KB
Berichte iiber die Anwendung gefrorenen Samens vorliegen, so sind zahlen-
mafBige Unterlagen iiber diese Zentralfrage in der Literatur vorldufig noch
spérlich zu finden. Ein Resultat auf breiter Basis gibt eine private Samen-
station in Hampshire, England, bekannt, wo vom Juni 1953 bis Juni 1954
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12 000 Kiihe mit tiefgefrorenem Sperma inseminiert worden sind. Die Kon-
zeptionsrate betrug 60,6%, und war im Vergleich mit der gewdhnlichen
Besamungsfliissigkeit um 3-79, tiefer. Also ein Resultat, das durchaus
annehmbar ist [7].

Bis jetzt war meistens von der Praxis und vor allem der kommerziellen
Praxis der beschriebenen Konservierungsmethode von Sperma die Rede. In
dieser kommerziellen Praxis liegen die Vorteile des Verfahrens, aber in der
erfolgreichen Entwicklung einer rein empirischen Methode liegen auch die
Probleme begriindet. Die Tiefgefriertechnik ist rein empirisch entstanden und
die heutige Technik kann von Verfeinerungen abgesehen als abgeschlossen
betrachtet werden. ,

In einer kiirzlich erschienenen Publikation fiihrte der Hollinder van Die-
ten [8] aus, daB die Untersuchungen mehr in die Breite als in die Tiefe
gingen, das heiBt der praktisch-technischen Seite werde viel mehr Aufmerk-
samkeit geschenkt als der physiologischen und der physiologisch-chemischen
Seite. Ganz allgemein kann man sagen, daf} dies den einen grofien Problem-
kreis um das Tiefgefrieren darstellt, innerhalb dessen wir im Verlaufe der
Ausfiihrungen ofters auf einzelne Probleme gestoflen sind.

Der Hollinder de Groot [8] hat die Frage der Konservierung und Gefrie-
rung von Sperma von dieser Seite her in Angriff genommen. Untersuchungen
von de Groot zeigen zum Beispiel, daB es fiir jeden Stier eine optimale
Glyzerinkonzentration gibt und dabei auch jeweils eine optimale Kiihl-
geschwindigkeit vor dem Kristallisationspunkt besteht. Die Bullen reagieren
manchmal sehr spezifisch. Die Optima liegen zwischen 7-10 Vol.- -9% Glyzerln
und 1-3° C Kiihlgeschwindigkeit pro Minute.

Die Arbeiten von de Groot mit der Schlufifolgerung, daf sich jedes ein-
zelne Sperma gegeniiber einer Kilte- und Glyzerinbehandlung individuell
verhilt, gibt auch den Schliissel zur Erscheinung, daBl verschiedene Auto-
ren eine etwas anders modifizierte Gefriertechnik als optimal angeben. Die
Fragen der physiologischen Wirkung auf das Sperma stehen aber immer
noch offen.

Weitere Probleme bieten die genetischen Fragen. Die Vorteile, ziichterisch
gute Bullen durch das Tiefgefrierverfahren besser auszuniitzen, wurde
bereits erwihnt. Was ist aber iiber mogliche auftretende Mutationen oder
erhohte Letalitit bekannt? Eine Antwort auf diese Fragen kann nur eine
moglichst umfangreiche Besamung mit gefrorenem Sperma geben, die sich
mit Tiermaterial aus der gleichen Gegend, das durch die iibliche KB ent-
standen ist, vergleichen 148t. Bis heute fehlen aber leider noch solche zuver-
lassige Unterlagen.

Jedenfalls steht bis heute fest, daB auf der ganzen Welt Zehntausende von
Kilbern geboren wurden, die ihre Zeugung gefrorenem Sperma verdanken,
ohne daB ein stéirkeres Auftreten von Abnormitédten beobachtet worden wire.
Allein schon diese Tatsache rechtfertigt eine Anwendung der Tiefgefrier-
technik ohne allzu gro3e Bedenken.
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Résumé

Onsavait dés 1938 que lesperme soumis 4 de basses températures est encore utilisable.
L’emploi tout récent de glycérine comme agent de dilution a constitué un énorme
progrés dans ce domaine. Un traitement approprié du sperme permet aujourd’hui de
lui conserver pendant des années ses qualités fécondatrices en le refroidissant rapide-
ment et en le maintenant & —65° C. Pour l’instant, cette durée de conservation est
de 3 ans et ouvre toute une série de possibilités & la fécondation artificielle. L’auteur
décrit la méthode et mentionne les avantages et désavantages éventuels de I’ emplcu de
ces spermes surcongelés.

Riassunto

Poiché gia dal 1938 si sa che lo sperma conservato a basse temperature rimane per
lungo tempo vitale, recentemente 1’'uso di glicerina come diluente ha conseguito un
grande progresso. Con trattamento adatto oggi si puo mantenere per anni lo sperma
capace di fecondare, raffreddandolo rapidamente e conservandolo a —65°C. Al
momento 3 anni sono assicurati. Questa conservabilitd apre una serie di nuove possi-
bilita per la fecondazione artificiale. L’autore ne descrive il metodo ed illustra i van-
taggi ed eventuali svantaggi circa lo sfruttamento dello sperma profondamente
refrigerato.

Summary

Since 1938 we know that spermatozoa remain alive for a long time. The use of
glycerine for dilution is a further important step forward. By suitable treatment and
quick cooling down and keeping at a temperature of —65° C sperm may fertilize even
after years, certainly after 3 years. This preservation offers new possibilities with
regard to artificial insemination. The author describes this method and discusses
advantages and eventual disadvantages in the use of deeply cooled sperma. '
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Yeteriniirhygiene. Von E. Roots, H. Haupt und H. Hartwigk. Ein Lehrbuch der
Gesundheitspflege fiir Studierende, Tierdrzte und Landwirte. Verlag P. Parey,
1955, 229 Seiten; DM 23.80.

Da das Buch an einen weiten Leserkreis gerichtet wird, ist es in leichtverstédnd-
licher Art gehalten. Trotzdem ist darin eine Fiille von genauen Angaben enthalten, die
den Tierarzt speziell interessieren. Handeln im Prinzip alle andern veterinérhygieni-
schen Biicher iiber bakteriologische Probleme, so ist diesem Werk zugute zu halten,
daB8 zahlreiche andere, wichtige Gebiete der allgemeinen Hygiene in der Haustier-



	Das Tiefgefrieren von Sperma, eine neue Methode zur Samenkonservierung für die künstliche Besamung

