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Embryotransfer beim Pferd

J. Klewitz!, P Heer?, D. Behrendt?, J. Probst’, G. Martinsson2, H. Sieme!

Im Rahmen der equinen Reproduktionsmedizin hat der kommerzielle Embryotransfer (ET) in den vergangenen Jahren kontinuierlich zugenommen. Nach
transzervikaler Embryogewinnung zwischen D 6 und 8 nach der Ovulation werden die Embryonen entweder direkt, transzervikal auf eine zyklussynchrone
Empfangerstute tbertragen, gekihlt innerhalb von 12—24 Stunden zu einer synchronen Trégerstute transportiert oder kryokonserviert (konventionelle
Tiefgefrierung oder Vitrifikation).

Die Embryogewinnungsrate wird von der Geschlechtsgesundheit und dem Alter der Spenderstute, der Qualitdt des eingesetzten Spermas, dem Besa-
mungsmanagement, dem Tag der Embryogewinnung und der Anzahl der Ovulationen pro Zyklus beeinflusst. In den vergangenen Jahren wurden verschie-
dene Superovulationsprotokolle zur Steigerung der Ovulationsrate untersucht, um die Effizienz des equinen Embryotransfers zu steigern.

Die frithestens 7 Tage nach der Ubertragung des Embryos ermittelte Trachtigkeitsrate hangt vorwiegend von der Zyklussynchronitat der Spender- und
Empfangerstute, der Embryoqualitat, der Geschlechtsgesundheit der Empfangerstute und der Transfermethode ab.

Auch nach Einfiihrung des praxisreifen Embryotransfers zieht der equine ET weiterhin das wissenschaftliche Interesse auf sich. Durch Verbesserung der
Superovulationsprotokolle und der Kryokonservierung soll die Effizienz gesteigert und eine saisonale und raumliche Unabhéngigkeit erzielt werden, um
der Pferdezucht langfristig ein wirtschaftliches biotechnisches Verfahren zu eréffnen.

Schliisselwaorter: Stute, Embryotransfer, Superovulation, eFSH, Kryokonservierung

Equine Embryo Transfer. In the field of equine reproduction commercial embryo transfer activity is continuously increasing in the last years. After
transcervical embryo revovery on D 68 after ovulation the embryo is either transferred straight away to synchrone recipient mare, cooled shipped to the
synchrone recipient within 12—24 hours or cryopreserved (conventional freezing or vitrification).

Embryo recovery is influenced by genital health and age of the donor, semen quality, insemination regime, day of embryo recovery and number of
ovulations per cycle. In the last years different superovulation protocols were tested to increase embryo recovery and the efficiency of equine embryo-
transfer.

Pregnancy rate detected 7 days after ET depends on donor-recipient synchrony, embryo quality, general and reproductive health of the recipient and
transfer technique.

Although it is now fairly widespread in equine clinical practice, ET continues to attract scientific interest to further improve efficiency by optimizing
superovulation protocols and achieve saisonal and regional independence by improved cryopreservation. J Reproduktionsmed Endokrinol 2010; 7 (3):

184-9.
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B Einleitung

Als praxisreifes biotechnisches Verfah-
ren hat in den vergangenen Jahren der
kommerzielle Embryotransfer (ET) zur
Realisierung verschiedener ziichteri-
scher Zielsetzungen Einzug in die Pfer-
dezucht gehalten. Wesentliche Griinde
zur Anwendung des ETs sind die Mog-
lichkeit, von einer Stute mit guter Nach-
kommenleistung mehrere Embryonen
pro Jahr zu gewinnen und die parallele
Zuchtnutzung von Sportpferden ohne
Unterbrechung des Trainings- oder Tur-
niereinsatzes. Durch die Besamung und
Spiilung 2-jdhriger Stuten kann eine vor-
zeitige Zuchtnutzung erfolgen, die zu
einer Verkiirzung des Generationsinter-
valls beitrdagt. Aus medizinischer Sicht
ist der Embryotransfer bei Stuten indi-
ziert, die aufgrund extragenitaler und ge-
nitaler Erkrankungen selbst keine Frucht
mehr austragen konnen oder nicht den

Belastungen und Risiken einer Trichtig-
keit ausgesetzt werden sollten.

Der Weg von den ersten Berichten er-
folgreicher Ubertragung equiner Embry-
onen im Jahr 1972 [1, 2] bis zur praxis-
reifen, kommerziellen Anwendung ge-
staltete sich aus unterschiedlichen Griin-
den schwierig. So sind die Erfolgsaus-
sichten mit einer Spiilrate von ca. 50 %
(35-70 %) bei singuldrer Ovulation be-
grenzt und das Management aufgrund
tiaglicher Ovulationskontrollen und der
Auswahl und Synchronisation der Em-
pfiangertiere aufwendig. Hinzu kommen
fehlendes Equipment und technische Er-
fahrung sowie die Skepsis der Ziichter
und Zuchtverbinde, die lange Zeit jihr-
lich nur ein Fohlen pro genetische Mut-
ter akzeptierten [3].

In Siidamerika und den Vereinigten
Staaten wird der Embryotransfer seit

Ende der 1990er-Jahre praxisreif einge-
setzt und durch Entwicklungen in den
ET-Programmen und Verbesserungen
der Rentabilitit von Spiilung, transzervi-
kaler Ubertragung, Embryonenlagerung
und Rezipientenbereitstellung kommer-
ziell erfolgreich betrieben (Tab. 1). Ins-
besondere die Moglichkeit des gekiihl-
ten Transportes bei 5 °C bis zu 24 h ohne
merklichen Vitalitdtsverlust der Embry-
onen [4] machte den Einsatz des ET's der
Pferdezucht zuginglich. So konnen Em-
bryonen nach der Spiilung zu speziali-
sierten Zentren geschickt werden, die
eine Auswahl synchronisierter Rezipien-
tenstuten bereitstellen.

Seit 2003 wurde mit der Griindung der
fiir den innergemeinschaftlichen Handel
zugelassenen Embryotransfereinrichtung
im Landgestiit Celle und der ET-Station
auf einem Privatgestiit (Lewitzhof) in
den neuen Bundesldndern die ET-Akti-
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Tabelle 1: Anzahl der equinen Embryotransfers weltweit im Jahr 2008. Nach [IETS-
Newsletter, 2009]

Land Anzahl der Transfer- Anzahl iibertragener Embryonen
Spiilungen taugliche
Embryonen Frisch Tiefgefroren/Aufgetaut
Argentinien 15.000 9000 9000
Brasilien 14.200 9900 9800 35
Kanada 42 36 36
Europa 1216 1043* 1014 -
Sudafrika 56 48 48 -
Australien 24 15 15
USA 13.500 6840 6500 340
Gesamt 44.338 27.082 26.606 379
*inkl. 48 in vitro produzierte Embryonen
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Abbildung 1: Entwicklung der Bedeckungsarten in der deutschen Reitpferdezucht. Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung aus [5]. * Anzahl der tragenden Empfangerstuten

vitdten in Deutschland nennenswert er-
weitert (Abb. 1). Die ansteigende Zahl
der nach § 15 Binnenmarkt-Tierseuchen-
schutzverordnung (Richtlinie 92/65/
EWG v. 13.07.1992, Entsch. 95/176/EG
v. 6.4.95, Verordnung 176/2010 Anderung
Richtlinie 92/65/EWG v. 02.03.2010)
beantragten und genehmigten Embryo-
transfereinrichtungen fiir Pferde verdeut-
licht das zunehmende Interesse der Pra-
xis an der Durchfiihrung des ETs. Einen
weiteren Impuls bietet der seit Februar
2006 genehmigte Export von Pferdeem-

bryonen in die USA nach Beantragung
einer Einfuhrerlaubnis durch den ameri-
kanischen Importeur (www.aphis.usda.
gov/vs/ncie).

Auch nach der Einfiihrung des praxis-
reifen, kommerziellen ETs zieht der
equine Embryotransfer weiterhin das
wissenschaftliche Interesse auf sich. So
mangelt es nach wie vor an einem {iber-
zeugenden Behandlungsschema, um die
Problematik der Superovulations-Induk-
tion bei der Stute [6] zu iiberwinden.

==

Abbildung 2: Schematische Darstellung der transzervi-
kalen Embryonengewinnung beim Pferd

Auch die Kryokonservierung equiner
Embryonen gestaltet sich schwierig [7].

In diesem Artikel werden das Verfahren
des Embryotransfers beim Pferd und die
Einflussfaktoren auf die Embryogewin-
nungs- und Trichtigkeitsraten beschrie-
ben.

¥ Verfahren des Embryo-
transfers

Embryonengewinnung und
-beurteilung

Die Spiilung der Spenderstute erfolgt in
der Regel am 7. oder 8. Tag (D) nach der
Ovulation (= D0). Aufgrund des im Ver-
gleich zu anderen Spezies langen Eilei-
tertransportes beim Pferd kann der Em-
bryo erst 144-156 Stunden nach der
Ovulation aus dem Uterus gewonnen
werden [8, 9]. Ab Tag 9 wird der verhilt-
nismiBig groBe Embryo jedoch leicht
bei der Gewinnung, der Lagerung oder
dem Transfer beschédigt [10, 11].

Zur transzervikalen Embryogewinnung
wird ein kommerziell verfiigbarer Spiil-
katheter vorsichtig durch den Gebarmut-
terhals eingefiihrt und bis in den Gebér-
mutterkorper vorgeschoben, ohne die
Zervix dabei stark zu dilatieren. Mithilfe
eines ca. 70 ml Luft fassenden Ballons
wird der Spiilschlauch vor dem inneren
Muttermund fixiert, sodass das Uteruslu-
men nach auflen abgedichtet ist (Abb. 2).
Je nach GroBe der Gebdrmutter werden
bei Warmblutstuten ca. 1-21 Spiil-
medium in den Uterus infundiert und an-
schliefend abgehebert. Als Spiilmedium
wird klassischerweise auf 32-35 °C er-
wirmtes Dulbeccos PBS mit Zugabe von
fetalem Kélberserum oder bovinen Se-
rumalbumin eingesetzt, um ein Festset-
zen des Embryos am Silikon oder Plastik
des Spiilsystems zu verhindern. Alterna-
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tiv eignen sich kommerziell erhéltliche,
gebrauchsfertige Medien oder kosten-
glinstige Ringer-Laktat-Losung. Unter
verschiedenen erhéltlichen Spiilsyste-
men werden von den meisten Autoren
geschlossene Systeme mit zentralem Y-
Stiick bevorzugt, sodass die Spiilfliissig-
keit durch einen Schlauch in den Uterus
flieBen kann und iiber einen zweiten
Schlauch mit angeschlossenem In-line-
Filter abgehebert wird. Der Vorgang
wird in der Regel mit je 1 Liter Spiilfliis-
sigkeit 3—4x wiederholt. In einigen Zen-
tren wird nach erfolgloser erster Spiilung
das Spiilprozedere unter Oxytocinappli-
kation wiederholt, wodurch eine Steige-
rung der Embryogewinnungsrate erzielt
wird [12, 13]. Der Grofteil der klaren,
zellarmen Spiillosung passiert den 75 wm
In-line-Filter. Nur in den verbleibenden
50 ml Losung wird der Embryo mithilfe
eines Stereomikroskops (Vergroferung
x10-x50) gesucht und anhand Grofe,
Entwicklungsstadium (spidte Morula,
frithe oder geschliipfte Blastozyste) und
Qualitit beurteilt. Die GroBe variiert in
der Regel zwischen ca. 150 um Durch-
messer am Tag 6 bis zu 1,2 mm am Tag
8, wobei gelegentlich wachstumsverzo-
gerte Embryonen oder kleinere Embryo-
nen bei asynchroner Doppelovulation
auftreten. Die Qualitit des Embryos
wird entsprechend einer Einteilung in
Grad 1-4 (exzellent bis degeneriert) be-
urteilt [10].

Embryonenaufbereitung und
transzervikaler Transfer

Bis vor wenigen Jahren wurden die ge-
wonnen Embryonen routineméBig chir-
urgisch iiber eine Laparatomie unter
Vollnarkose [14] oder iiber die Flanke
unter lokaler Infiltrationsanisthesie am
stehenden, sedierten Pferd in die Gebiir-
mutterhornspitze iibertragen [15]. Da
sich durch die ebenfalls erfolgreiche
Methode des transzervikalen, nicht-chir-
urgischen Transfers eine schnelle, kos-
tengiinstige und wenig invasive Alterna-
tive bot, wird heute auf die chirurgische
Ubertragung weitestgehend verzichtet.

Vor dem Transfer auf die Empfinger-
stute wird der Embryo durch mehrfaches
Umsetzen in ein kommerziell erhélt-
liches ,,holding medium* (z. B. Emcare
Embryo Holding Solution®, ICP, Auck-
land, NZ; ViGro Holding Plus®, AB
Technology, Pullmann, WA, USA; Ham’s
F10 Medium) gewaschen, um ihn von
eventuell anhaftenden Zellen oder Mikro-
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organismen zu befreien. Beim direkten
Transfer vor Ort wird der Embryo je
nach GroBe in eine 0,25- oder 0,5-ml-
Paillette aufgesogen [16] und diese in
eine spezielle Transferpipette verbracht.
Nach transvaginaler Einfiihrung der
Pipette und Passieren des Zervikalkanals
— dhnlich einer Besamung — wird der
Embryo im Gebdrmutterkorper der Rezi-
pientenstute abgesetzt. Bei sachgemiBer
Durchfiihrung und geeigneten Spender-
und Empfingertieren sind mit diesem
Verfahren Embryogewinnungsraten zwi-
schen 40 und 50 % zu erwarten.

Gekiihlter Transport

Eine der bedeutendsten Entwicklungen
des kommerziellen Embryotransfers ist
die Moglichkeit des gekiihlten Transpor-
tes bei 5 °C bis zu 24 h ohne merklichen
Vitalitdtsverlust der Embryonen [17,
18]. Besonders in den USA und Brasi-
lien nahm die Zahl transportierter Em-
bryonen in den vergangenen 10 Jahren
deutlich zu [7], da sie Besitzern und
Praktikern eine Anwendung des ETs
ohne die Problematik der Rezipienten-
bereitstellung aus dem eigenen Bestand
ermdoglicht. Fiir den Transport stehen
unterschiedliche Medien zur Verfiigung.

So wurde kein Unterschied in der Trich-
tigkeitsrate direkt iibertragener oder bis
zu 24 h in Ham’s-F-10-Medium trans-
portierter Embryonen ermittelt [4]. Da
dieses Medium jedoch eine Begasung
mit 5 % CO,, 5 % O, und 90 % N, vor-
aussetzt, haben sich mittlerweile in der
Praxis gepufferte Medien (Embryo Hol-
ding Solution®, ViGro Holding Plus®)
durchgesetzt, mit denen vielversprechen-
de Trichtigkeitsraten nach gekiihltem
Transport zu verzeichnen sind.

Embryonentiefgefrierung

Die Kryokonservierung eroffnet die
Moglichkeit einer vollstdndigen raumli-
chen und saisonalen Trennung von Em-
bryonengewinnung und -transfer und so-
mit die Unabhingigkeit von der Syn-
chronisation des Empfingers. Sie er-
moglicht die Nutzung iliberzihliger Em-
bryonen bei Mehrfachovulationen und
den Aufbau von Embryonenbanken, die
als genetische Reserve genutzt werden
konnen. Doch diese Konservierungs-
technik gestaltete sich seit dem ersten
lebend geborenen Fohlen (1982) aus
einem tiefgefrorenen Pferdeembryo [19]
schwierig. Unabhidngig vom Einfrier-
medium und Kryoprotektivum kénnen

in der konventionellen Slow-freezing-
Methode nur akzeptable Trichtigkeits-
raten von 50-60 % erzielt werden, wenn
die Morula oder friihe Blastozyste einen
Durchmesser von < 300 wm besitzt [13,
20-22]. Diese Kriterien werden in einem
sehr schmalen Zeitfenster kurz nach der
Ankunft des Embryos im Uterus zwi-
schen 144 und 168 Stunden nach der
Ovulation erfiillt. Als eine Ursache fiir
die erhohte Apoptoserate bei der Tiefge-
frierung groferer Embryonen [23] wird
die nur beim Pferd vorkommende azellu-
lare Glykoproteinkapsel angesehen, die
sich wihrend der Blastulation am Tag 6
zwischen dem Pferdeembryo und der
umgebenden Zona pellucida ausbildet
[24, 25]. Eine negative Korrelation zwi-
schen der Kapseldicke und der Einfrier-
tauglichkeit equiner Embryonen fiihrte
zu der Vermutung, dass die Diffusion
von Kryoprotektiva in den Embryo be-
hindert wird [26, 27]. Methodisch wird
bei der Kryokonservierung zwischen der
konventionellen Slow-freezing-Metho-
de mit stufenweiser Zugabe und Verdiin-
nung des Gefrierschutzmittels [28], dem
One-step-Verfahren ohne Ausverdiin-
nung des Kryoprotektors und der Vitrifi-
kation unterschieden.

Bei der konventionellen Slow-freezing-
Methode wird der Embryo nach stufen-
weiser Glyzerinzugabe und Aufziehen in
eine 0,25- oder 0,5-ml-Paillette mit einer
Kiihlrate von 3 °C/min zunéchst von
Zimmertemperatur auf —6 bis -7 °C ge-
kiihlt. Bei dieser Temperatur wird die
Eiskristallbildung (seeding) ausgelost.
Nach einer Aquilibrierungszeit von
10 min erfolgt die weitere Abkiihlung
mit einer Abkiihlrate von 0,3 °C bis zu
einer Temperatur von —30 °C, bevor die
Embryonen in fliissigen Stickstoff iiber-
fiihrt werden. Nach dem Auftauen fiir
30 sec bei 37 °C im Wasserbad wird das
Glyzerin stufenweise ausverdiinnt. Alter-
nativ werden in der Literatur 1,2-Pro-
panediol [29], die Kombination von 1,2-
Propanediol und Glyzerin [30] und Ethy-
lenglykol [27, 31] diskutiert, die jedoch
im Vergleich zu Glyzerin gleichwertige
oder schlechtere Einfrierergebnisse er-
brachten.

Um die Kosten eines voll- oder halb-
automatischen Einfriergerites zu umge-
hen, gewann in den vergangenen Jahren
die Vitrifikation zur Kryokonservierung
equiner Embryonen an Bedeutung. Un-
ter Vitrifikation ist die Versetzung in
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einen glasidhnlichen Zustand zu verste-
hen, wobei die Viskositit der extra- und
intrazelluldren Fliissigkeit derartig zu-
nimmt, dass die Fliissigkeiten erstarren,
ohne Eiskristalle zu bilden. Dazu werden
die Embryonen in Einfriermedien mit
sehr hohen Konzentrationen an Kryo-
protektiva gegeben, wodurch den Zellen
in kiirzester Zeit moglichst viel Wasser
entzogen wird, bevor sie mit dem umge-
benden Medium direkt in fliissigen
Stickstoff gegeben werden. Mit dieser
weniger aufwendigen Technik konnten
dhnliche Auftauergebnisse wie bei der
konventionellen Slow-freezing-Metho-
de [32, 33] und akzeptable Trichtig-
keitsraten (> 60 %) erreicht werden [34],
wobei besonders bei der Vitrifikation
eine Embryonengrofie von < 300 um es-
senziell fiir das Uberleben des Embryos
zu sein scheint. Ein kommerziell erhilt-
liches Vitrifikationskit (Equine Vitrifi-
kationkit®, Bioniche Animal Health,
USA) ermoglicht eine erfolgreiche Em-
bryonenkryokonservierung unter Praxis-
bedingungen unter der Voraussetzung,
dass kurzzeitige Aufenthaltszeiten in
den verschiedenen Medien eingehalten
werden, um toxische Einfliisse der Vitri-
fikationsmedien auf den Embryo zu mi-
nimieren.

B Einflussfaktoren auf die
Embryogewinnungsrate

Die entscheidendsten Faktoren fiir den
Erfolg einer Embryospiilung sind das
Besamungsmanagement und die Ge-
schlechtsgesundheit von Stute und
Hengst [7, 35]. Eine erfolgreiche Em-
bryogewinnungsrate ist nur bei genital-
gesunden Stuten, ohne vorberichtliche
Fruchtbarkeitsprobleme, zu erwarten
und sinkt drastisch bei Spenderstuten
iiber 15 Jahren [15, 36, 37]. Bei der Be-
samung spielen neben der Qualitit des
Spermas, die Art der Samenkonservie-
rung, die Spermiendosis und der Besa-
mungszeitpunkt eine Rolle. Frischsper-
ma, d. h. am Tag der Samengewinnung
iibertragenes fliissigkonserviertes Sper-
ma, ist aufgrund deutlich besserer
Embryonengewinnungsraten dem Ver-
sand- und Tiefgefriersperma vorzuzie-
hen. Bei der Besamung junger, fertiler
Stuten mit Frischsperma von fertilen
Hengsten liegt die Embryogewinnungs-
rate > 70 % [38]. Da jedoch héufig dlte-
re Sport- oder Zuchtstuten mit Nach-
kommenleistung zum Embryotransfer
vorgestellt werden und der Einsatz von

Versand- oder Tiefgefriersperma ge-
wiinscht wird, schwanken die Embryo-
gewinnungsraten in der Praxis zwi-
schen 30 und 50 % [13].

Die Gewinnungsraten werden des Wei-
teren vom Zeitpunkt der Embryospiilung
beeinflusst. Da der Pferdeembryo erst
148 Stunden nach der Ovulation in den
Uterus eintritt, ist eine Spiilung am Tag
6, der sich fiir die Gewinnung eines pra-
expansiven Embryos zur Kryokonser-
vierung eignet, mit einer geringeren Er-
folgsaussicht verbunden als bei einer
Spiilung am Tag 7 oder 8 [39]. Hinzu
kommt, dass die Dauer der Eileiterpas-
sage von vielen weiteren Faktoren be-
einflusst wird. So wurde eine Verzoge-
rung zu Beginn der Saison und bei der
Nutzung élterer Spenderstuten [7, 37]
beobachtet.

Multiple Ovulationen - Super-
ovulation

Ublicherweise ovuliert die Stute einen
singuldren Follikel pro Rosse. Bei Voll-
(~22 %) und Warmbliitern (~15 %) wer-
den jedoch Doppel- oder Dreifachovula-
tionen beobachtet [40], die zu einer Stei-
gerung der Embryogewinnungs- und
Trichtigkeitsraten fiithren [15, 38]. Eine
offensichtliche Moglichkeit, die Effizi-
enz des Embryotransfers zu verbessern,
ist die medikamentdse Auslosung mul-
tipler Ovulationen. Im Vergleich zum
Rind gestaltet sich die Superovulation
bei der Stute jedoch schwierig. Zu den
verschiedenen Behandlungsprotokollen
[6], mit denen maximal eine Verdopp-
lung der Ovulationsrate erzielt wurde,
zihlten eCG [41], GnRH [42], porzine
hypophysidre FSH-Priparationen [43],
Wachstumshormone, equine Hypophy-
senextrakte [44] und die aktive [45] und
passive [46] Immunisierung gegen In-
hibin [47].

Als Ursache fiir die Schwierigkeiten bei
der Superovulationsinduktion bei der
Stute wird neben einer relativen Unemp-
findlichkeit der equinen FSH-Rezepto-
ren [47] die von anderen Tierarten ab-
weichende Ovaranatomie mit einer be-
grenzten Ovulationsfliche diskutiert.
Wihrend bei den iibrigen Haussdugetie-
ren die Zona vasculosa im Inneren und
die Zona parenchymatosa in der Periphe-
rie des Eierstocks liegt, umgibt bei der
Stute die gefdl3- und bindegewebsreiche
Zona vasculosa das Keimepithel und
ldsst nur die Fossa ovarii als Ovulations-

grube frei. In den vergangenen Jahren
war ein aus equinen Hypophysenextrak-
ten aufgereinigtes Pridparat zur Super-
ovulationsbehandlung bei der Stute
kommerziell erhiltlich (eFSH®, Bioniche
Animal Health, Ontario, Kanada), mit
dem unter Praxisbedingungen 0,65-2
Embryonen pro Zyklus gewonnen wur-
den. Die Kosten einer solchen Behand-
lung waren jedoch erheblich und der Er-
folg variierte individuell zwischen den
Stuten. Weitere Probleme umfassten die
Registrierungsproblematik eines biolo-
gischen Hypophysenprodukts in Europa
und die Herstellung eines exakten FSH-
LH-Verhiltnisses bei der Extraktion, da
eine zu geringe FSH-Dosis in einer un-
geniigenden Stimulation resultiert, wih-
rend ein zu hohes LH-FSH-Verhiltnis
zur vorzeitigen Luteinisierung der Folli-
kel und ausbleibenden Ovulationen
fiihrte [48]. Eine Losung fiir diese Pro-
bleme konnte die Entwicklung eines
rekombinanten equinen FSH-Produktes
(reFSH) bringen, das mittels neuer Sing-
le-Chain-Expressionstechnik hergestellt
wurde und bei Stuten zu einer Stimula-
tion der Follikelentwicklung fiihrte [49].

Eine extreme Erhohung der Ovulations-
rate muss nicht unbedingt das Ziel sein,
da so auch eine groBere Anzahl atreti-
scher Follikel rekrutiert wird, die keine
lebensfahige Eizelle oder Embryo er-
bringen. Auflerdem sind hohere Ovula-
tionsraten nicht unbedingt mit einer gro-
Beren Embryonenzahl verbunden, insbe-
sondere, wenn es sich um ipsilaterale
Ovulationen handelt. Eine Ursache konn-
te sein, dass nicht alle Follikel die Ovu-
lationsgrube erreichen und luteinisieren,
ohne die Eizelle zu entlassen [50].

B Einflussfaktoren auf die
Trachtigkeitsrate

Embryoqualitat

Die unter dem Lichtmikroskop beurteil-
bare Embryonenqualitit hat einen deut-
lichen Einfluss sowohl auf die Tréchtig-
keitsrate [10] als auch auf die Trichtig-
keitsverlustrate [11]. Ein Grofteil der
gewonnenen Embryonen (> 90 %) wird
nach der Einteilung von McKinnon und
Squires in die Kategorie exzellent (1)
oder gut (2) eingeordnet [11]. Dies ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren,
dass friih degenerierende Embryonen die
Eileiter nicht komplett passieren. Wih-
rend bei der Ubertragung von Grad-1-
und -2-Embryonen eine Trichtigkeits-
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rate von 68 % erzielt wurde, wurden bei
Grad-3- und -4-Embryonen nur 40 % er-
reicht [11]. Wurde eine Entwicklungs-
verzogerung anhand eines Morula- oder
sehr kleinen Blastozystenstadiums am
Tag 7 oder 8 nach der Ovulation deut-
lich, waren die Erfolgsaussichten eben-
falls reduziert [7]. Neben der unter Pra-
xisbedingungen iiblichen lichtmikrosko-
pischen Beurteilung gibt es komplexere
Analyseverfahren, wie die Qualitits-
beurteilung mit dem membranimper-
meablen Fluoreszenzfarbstoff 4,6-Dia-
midino-2-Phenylindole-Dihydrochlo-
ride (DAPI), der zur Detektion toter Zel-
len genutzt wird.

Transfermethode

Der Erfolg des transzervikalen und chir-
urgischen Embryotransfers wird von der
Ubertragungstechnik beeinflusst [7, 50].
Dabei stellen bakterielle Kontaminatio-
nen des Progesteron-dominierten Uterus
[50] und hormonelle Imbalancen, die
sich in Form einer Oxytocin- [51] oder
PGF2a-Ausschiittung [52] nach exzes-
siver Dilatation oder Manipulation der
Zervix duflern, die groften Gefahren dar.
Aus diesem Grund werden in vielen Em-
bryotransfereinrichtungen  systemisch
Antibiotika vor und nach dem Transfer
und/oder NSAIDs verabreicht, um eine
transferinduzierte PGF2a- Ausschiittung
und anschlieende Luteolyse zu verhin-
dern. Zur Luteolyseprophylaxe wird
weiterhin die Progestagen-Behandlung
iiber 2-3 Wochen nach der Ubertragung
diskutiert, eine Beeintrdchtigung der
Lutealfunktion wurde nach transzervika-
lem Transfer jedoch selten beobachtet
[53]. Da von erfahrenen Operateuren
auch ohne jegliche unterstiitzende Be-
handlung hohe Trichtigkeitsraten erzielt
wurden [16, 38], sollte besonders auf die
schonende Ubertragungstechnik geach-
tet werden, bei der die Transferpipette
ohne groflen Widerstand in den Uterus-
korper eingefiihrt und der Embryo sicher
vor der inneren Muttermundoffnung im
Gebadrmutterkorper abgesetzt wird.

Zyklussynchronitéat der Spen-
der- und Empfangerstute

Den grofiten Einfluss auf die Tréchtig-
keitsrate nach der Ubertragung des Em-
bryos hat die Synchronitit der Spender-
und Empfingerstute. Durch die grofle
Variabilitdt der Rossedauer wird die
Ovulationsterminierung bei Spender-
und Empfingerstute erschwert. Es wur-
den d&hnliche Trichtigkeitsraten bei
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Empfingerstuten erzielt, die einen Tag
vor bis zu 3 Tagen nach der Spenderstute
(D-1 bis D3) ovulierten [54]. Auflerhalb
dieses Zeitfensters sinkt die Erfolgsrate
jedoch drastisch.

In der Regel wird der Transfer eines 7-8
Tage alten Embryos auf eine Empfin-
gerstute praktiziert, die 0-2 Tage nach
der Spenderstute ovulierte. Um diese
Synchronitit zu erreichen, steht optima-
lerweise eine Rezipientenherde oder ein
Minimum von 2-3 Empféingerstuten zur
Verfiigung, bei denen mit unterschiedli-
chen Hormonregimen [50] die Rosse
und Ovulation induziert wird. Ein einfa-
ches Behandlungsschema sieht die Ros-
seinduktion mit PGF2a bei einem funk-
tionellen, mindestens 5 Tage alten Gelb-
korper vor, wobei die zeitliche Abstim-
mung der Injektion bei Spender- und
Empfingerstute von der GroBe der
Ovarfollikel abhédngt. Sobald beide Stu-
ten deutliche Rossesymptome zeigen,
werden  tdgliche  Follikelkontrollen
durchgefiihrt. Die ,,Feinabstimmung®
erfolgt mit humanem Choriongonado-
tropin (hCG, Ovogest®, Intervet, ORT)
oder GnRH-Implantaten (Ovuplant®,
Selectavet, Weyarn), welches bei Folli-
keln > 35 mm zur Ovulationsauslésung
innerhalb von 36-48 Stunden nach der
Injektion fiihrt. Wenn bei der Spender-
stute die Ovulation beobachtet wird, er-
folgt die medikamentdse Auslosung der
Ovulation bei der Empfingerstute, wo-
durch sie im optimalen Zeitfenster bis zu
2 Tagen nach der Ovulation der Spen-
derstute ovuliert.

Alter, Geschlechtsgesundheit
und GroRRe der Empfanger-
stute

Obwohl die Synchronitit der Empfin-
gerstute den wichtigsten Einflussfaktor
fiir den Erfolg der Embryoneniibertra-
gung darstellt, werden noch weitere As-
pekte bei der Auswahl eines geeigneten
Rezipienten beriicksichtigt. Die Empfin-
gerstuten sollten in gutem Allgemein-
und Erndhrungszustand und relativ jung
(3—12 Jahre) sein, da Alter ein prédispo-
nierender Faktor fiir Tréachtigkeitsver-
luste aufgrund endometrialer Degenera-
tion ist [55]. Bei der Beurteilung der
Genitalgesundheit sollte neben norma-
len Zyklusintervallen und Freisein von
pathologischen Verdnderungen (z. B.
endometrialer Zysten, uterine Fliissig-
keitsansammlungen, Pneumovagina) be-
sonders Augenmerk auf die Zervix und

den uterinen Tonus gelegt werden. Falls
infolge von Zervixverletzungen die Pas-
sage der Pipette in den Uterus erschwert
ist, sinken die Erfolgsaussichten bei der
transzervikalen Ubertragung. Ein gerin-
ger uteriner und zervikaler Tonus um
den Zeitpunkt der Ubertragung (ca. Tag
5 nach der Ovulation) ist ebenfalls mit
einer niedrigeren Trichtigkeitsrate und
einem hoheren Risiko des Trichtigkeits-
verlustes verbunden [11].

Ein héufig diskutierter Aspekt ist die
GroBe der Empfingerstute im Verhiltnis
zu Spenderstute und Hengst. Mehrere
Studien in Newmarket, bei denen Voll-
blutembryonen auf Ponystuten und um-
gekehrt transferiert wurden, zeigten,
dass ein Ungleichgewicht zwischen ,,ge-
netischer Grofe”“ des Embryos und
Empfingerstute die intrauterine und post-
natale Entwicklung beeinflussen. Eine
Ubertragung auf kleinere Empfinger-
stuten fiihrt zu einer Wachstumsverzo-
gerung des Fetus, die postnatal unter
Umsténden nicht vollstindig kompen-
siert werden [56]. Vollblutfohlen, die
sich in einem Ponyuterus entwickelten,
zeigten nach der Geburt deutliche Anzei-
chen von Unreife [57]. Aus eigener Er-
fahrung wurde jedoch bei der Uber-
tragung von Warmblutembryonen auf
Traber-, Vollblut- oder Freibergerstuten
eine geringfiigig reduzierte Geburts-
grofe in der postnatalen Entwicklung
kompensiert.

B Schlussfolgerung

In den vergangenen Jahren konnten
durch zahlreiche wissenschaftliche Un-
tersuchungen Verbesserungen in der Em-
bryonengewinnung und -iibertragung,
des gekiihlten Transports und der Tief-
gefrierkonservierung equiner Embryo-
nen erzielt werden. Durch Einfiihrung
des praxisreifen Embryotransfers und
der zunehmenden Akzeptanz in der deut-
schen Pferdezucht nahm die Embryo-
transferaktivitit bei der Stute in Deutsch-
land seit 2003 rasant zu, sodass im Jahr
2009 bereits 431 tragende Empfingers-
tuten registriert wurden [5]. Der equine
Embryotransfer zieht weiterhin das wis-
senschaftliche Interesse auf sich, um
durch eine Verbesserung der Superovu-
lationsprotokolle, der Kryokonservie-
rung und der In-vitro-Produktion equi-
ner Embryonen die Effizienz des Em-
bryotransfers und assoziierter Biotech-
nologien beim Pferd zu steigern.
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B Relevanz fiir die Praxis

Der kommerzielle Embryotransfer hat in den vergangenen Jahren Einzug in die
deutsche Pferdezucht gehalten. Neben der Anzahl der zugelassenen Embryo-
transfereinrichtungen nimmt auch das Interesse der Pferdepraxis an der Methodik
der transzervikalen Embryonengewinnung und -iibertragung sowie der -aufberei-
tung und des Versandes gekiihlter Embryonen stetig zu. Verschiedene Einfluss-
faktoren auf die Embryogewinnungsrate der Spenderstuten und Trichtigkeitsrate
bei den Empfiangerstuten sollten beriicksichtigt werden, um unter Praxisbedin-
gungen hohe Erfolgsraten im equinen Embryotransfer zu erzielen.
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