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Einleitung

1 EINLEITUNG

Sowohl beim Menschen (Battagleh al., 2000; Battaglieet al., 2001; Biagiottiet al.,
2002; Tarharet al., 2003) als auch bei verschiedenen Tierarten (Berrgh, 1988; Berghet
al., 2001) konnten positive Zusammenhange zwischen twstikularen Blutfluss und der
Spermaqualitat festgestellt werden.

Die Durchblutung der Hoden wird unter anderem dwetschiedene Vasokonstriktoren
und -dilatatoren gesteuert. Stickstoffmonoxid ist bedeutender endogener Vasodilatator
(Moncadaet al., 1991; Inagamiet al., 1995), dessen Aktivitdt Uber den Nachweis der
Stickstoffmonoxid-Synthase in unterschiedlichenetedles Hodengewebes, unter anderem in
den Endothelzellen der Blutgefalie nachgewiesenevividdendorffet al., 1997).

Neben lokal wirkenden Substanzen spielen bei deguR8on der testikularen
Durchblutung auch Hormone eine wichtige Rolle. $wibkte die Applikation von humanem
Choriongonadotropin  (hCG) bei Studien an Labortiereeben einem Anstieg der
Testosteronkonzentrationen im Blutplasma auch é&nebhung der Blutversorgung des
Hodens (Wanget al., 1984; Dambest al., 1985; Bergh and Damber, 1993). Auch beim
Hengst wurde nach Injektion von hCG ein Anstieg ddestosteron- und
Ostrogenkonzentrationen im Blutplasma beobachtetct@ll and Cox, 1982; Zwaiet al.,
1989; Roser, 1995). Roser (1995) stellte aulBerdast, fdass der Anstieg der
Sexualsteroidhormone bei subfertilen Hengsten gppticationem weniger stark ausgepragt
ist als bei fertilen Hengsten. Untersuchungen ileer Einfluss von hCG auf den testikularen
Blutfluss liegen bei Pferden bisher nicht vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe d@opplersonographie zu Gberprifen, ob
auch beim Hengst Zusammenhéange zwischen dem téséku Blutfluss und der
Spermagquantitat bzw. -qualitat sowie der Fertili@stehen. Zum anderen sollte der Einfluss
durchblutungsférdernder Pharmaka, welche die Rmisg von Stickstoffmonoxid férdern,
auf die testikulare Durchblutung und die Zahl ungb{@at der Spermien untersucht werden.
Daruber hinaus wurde der Effekt von hCG auf dietikekire Durchblutung im
Zusammenhang mit den Anderungen der Testosterod- Qstrogenkonzentrationen im
Blutplasma analysiert und die Blutflussreaktion Vfertilen und weniger fertilen Hengsten
verglichen, um auf diese Weise zu Uberprifen, olchdueventuell zu beobachtende
Anderungen im Blutfluss Hinweise auf die Fertilithtr Hengste zu erhalten sind.
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2 LITERATUR

2.1 Anatomie und Physiologie der Blutversgung des Hodens beim Hengst
2.1.1 Anatomie

2111 Arterielle GefalRe

Die Arteria testicularis ist fur die Blutversorgundes Hodens verantwortlich. Sie
entspringt als paariges Visceralgefal3 seitlich dess Aorta abdominalis in Hohe des 4.
Lendenwirbels (Waibl und Wilkens, 1996), bestetd atnem geraden (im Abdomen), einem
gewundenen (im Samenstrang) und einem marginalesthilitt (an der Hodenoberflache)
(Setchell and Maddocks, 1994) und verlauft zunacksntral Uber die innere
Lendenmuskulatur und weiter entlang der seitlicBamchwand in der Plica vasculosa in
gestrecktem Verlauf zum tiefen Leistenring. Zusammmit der Vena testicularis,
LymphgefalRen, den Nerven des Plexus testicularts dem Samenleiter bildet sie den
Samenstrang (Abb. 2.1). Da der Hoden beim Hengshger nachbarlicher Beziehung zum

aul3eren Leistenring steht, ist der Samenstrantjvré&laz.

. . C A . .
V. testicularis ——» //'4— A. testicularis

Rankenkonvolut —» . :

L !

“
o

<+«—— Samenleiter

Abb. 2.1: Linker Hoden, Nebenhoden und Samengtdes Hengstes (modifiziert nach
Koch 1963).
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Im Samenstrang bildet die A. testicularis ein aichtdbeieinander liegenden Schlingen
bestehendes konisches Rankenkonvolut. Nach HeindePtak (1976) zeigt sie einen im
Uhrzeigersinn gerichteten spiralformigen Verlaufobei jede einzelne Spiralwindung
wiederum 3 kleinere, nahezu in einer Ebene gele§gmlwindungen aufweist. Dieser aus
etwa 10 grofRen (Grundspiralen) und 50 KkleinerenkyS@arspiralen) bestehende
Arterienabschnitt ist durchschnittlich 70 cm langdubesitzt im proximalen Plexusabschnitt
einen GefalRdurchmesser von 2 mm, im mittleren Atigicbon 2,5 mm und im hodenseitigen
einen von 3 mm (Heinze and Ptak, 1976). Der augi&lGefallverlauf der Pars convoluta der
A. testicularis bewirkt eine Verringerung der Fiie@chwindigkeit des Blutes, verbunden mit
einem starken Abfall des mittleren Blutdruckes, sieh nur graduell vom vendsen Blutdruck
unterscheidet (Hofmann, 1960).

Entlang des Margo epididymalis zieht die A. teddos als Marginalarterie zum
kaudalen Hodenpol. Von dort verlauft sie zum Malfidper und wieder in Richtung des
kranialen Hodenpols. Wahrend ihres Verlaufs teih slie Marginalarterie in mehrere grof3e
Aste auf, gibt aber auch mehrere kleine Aste anUtiegebung ab (Pozor and Kolonko,
2000). Aus den Asten der A. testicularis gehen areRchym die Zentripetalarterien hervor,
die in den Hodensepten zur Hodenachse, dem Metiastiestis ziehen. Dort bilden sie
knauelartige Windungen und verlaufen dann als Zegalarterien zur Hodenkapsel zurlck.
Diese entlassen in allen Lagen des Parenchymsidleierund dann Kapillaren, welche die
Tubuli seminiferi contorti umhdallen (Waibl and Wéks, 1996). Es existieren zwei kapillare
Netzwerke. Das intertubulare Netzwerk verlauft parazu den Samenkanalchen im
interstitiellen Raum zwischen drei benachbarten uliuond versorgt die Leydig-Zellen,
wahrend das peritubulare Netzwerk zwischen verdehien interstitiellen Abschnitten
gelegen ist und ein Netzwerk bildet, das sich dmhtden einzelnen Tubuli befindet. Es
scheint der Versorgung der Tubuli zu dienen ( SEtch978; Murakamet al., 1989).

2.1.1.2 Venose Gefalle

Der ventse Abfluss erfolgt zum einen Uber Venee, iber die Extremitas capitata
gemeinsam mit den Ductuli efferentes den Hoderagsdn (Waibl and Wilkens, 1996). Zum
Uberwiegenden Teil verlaufen die Parenchymvenenr abdiar und intertubular zur
Organkapsel. An der Hodenoberflache formieren sitd Venen zu einer Gefal3tapete, um
sich dann an der Basis des Samenstranges in emmeslicdGeflecht kleinerer Zweige
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aufzulésen, welche die groben Schlingen der Artesiéseitig umspinnen und als
Rankengeflecht, Plexus pampiniformis, bezeichnerdem® (Amselgruber, 1988). Nach
Heinze und Ptak (1976) ist der Plexus pampiniforwadzen- bis spitzkegelférmig gestaltet
und 5 cm lang und 2,5 cm dick. Zusammen mit demkBakonvolut hat es die Aufgabe, die
Hodentemperatur um zwei bis sechs Grad Celsius deteKorperinnentemperatur zu halten
und den Ubergang von Substanzen vom arterielledeim vendsen Teil zu ermdglichen
(Setchell and Maddocks, 1994). Am Anulus vagineéiseinigen sich die kleinen Gefal3e des
Plexus pampiniformis zur V. testicularis, welchegdel zur A. testicularis verlaufend in der

V. cava caudalis mindet.

2.1.1.3 Arteriovenodse Anastomosen

Im Samenstrang scheint es arteriovendse Anastomaseayeben, welche bisher zwar
nicht bei Pferden, jedoch bei verschiedenen Tienanvie z.B. Rindern, Schafen und
Schweinen nachgewiesen wurden (Setchell and Maddd®®4). So wurde bei Schafbocken
und Ebern festgestellt, dass 40% des durch diedictlaris flieRenden Blutes direkt in das
vendse System gelangt, ohne den Hoden zu pass{®taddocks and Sharpe, 1989;
Maddockset al., 1993). Die Bedeutung dieser Anastomosen ist bisher unbekannt.

2.1.2 Physiologie

Der Hoden hat inkretorische und sekretorische Awégawie die Synthese und Sekretion
der Sexualsteroide Testosteron und Ostrogen, dimiting von Riickkopplungssignalen an
Hypothalamus und Hypophyse uber die testikularemmdoe Aktivin und Inhibin und die
Spermatogenese (Bader, 2000). All diese Funktiomerden von der Hodendurchblutung
beeinflusst (Sharpe, 1984; Damletral., 1985; Setchell, 1986; Bergh and Damber, 1987;
Setchell, 1990; Bergh and Damber, 1993).

Obwohl sich mehrere Studien an Labortieren mit pleysiologischen Regulation des
testikularen GefalRsystems beschaftigt haben, sedlaflr verantwortlichen Mechanismen
bisher weitgehend unbekannt (Bergh and Damber,)1#8ige Autoren gehen davon aus,
dass die autoregulatorischen Fahigkeiten nur begrsind (Setchell, 1970; Damber and
Janson, 1978b; Bergh and Damber, 1993;). So betdtanhLissbrant et al. (1997) eine
positive Korrelation zwischen Blutdruck und testdaem Blutfluss.
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Damber und Bergh (1993) unterscheiden am Hodendgéirlich drei verschiedene
Arten der Regulation: die Steuerung der Makrozakoh, d.h. des Blutflusses in den
grolReren GefalRen aufRerhalb des Hodens, die Reguldgr Mikrozirkulation in den

kleineren Gefal3e innerhalb des Hodens und die aantbparakrine Kontrolle des Blutflusses.

2.1.2.1 Makrozirkulation

Es sind mehrere Faktoren bekannt, die einen Em#ws die testikulare Makrozirkulation
haben (Bergh and Damber, 1993). So konnte in vemdehen Studien festgestellt werden,
dass sowohl die Verabreichung der Katecholaminee®am und Noradrenalin (Free, 1977;
Damber and Janson, 1978a) als auch die verschiedpstaglandine (Free, 1977) eine
Abnahme des testikularen Blutflusses bewirken. Dazwen aber unphysiologisch hohe
Dosen der oben genannten Substanzen nétig. Dagegdaen die im Hoden produzierten
Mediatoren Arginin-Vasopressin, Serotonin und Ehdbb-1 bereits in physiologischen
Konzentrationen den testikularen Blutfluss (Colkh al., 1996a; Collinet al., 1996b).
Deshalb sind Collin et al. (1996) der Ansicht, d&eotonin und Endothelin-1 wichtige
physiologische Regulatoren des testikularen Blasiis sein konnten. Auch luteinisierendes
Hormon (LH) (s. Kapitel 2.5.1) und der Gonadotrepieleasing-Hormon-Agonist Buserelin
scheinen einen Einfluss auf den testikularen Blafflzu haben (Bergh and Damber, 1993).
Widmark et al. (1986) beobachteten nach intratektier Verabreichung einer niedrigen
Dosis Buserelin eine Abnahme des testikularen Bisgf wo hingegen eine hohere Dosis zu
einem Anstieg fuhrte. Die Autoren erklarten sicasgin Unterschied mit der erst bei héheren
Dosen auftretenden LH-Stimulation, wahrend sie Béekt der niedrigen Dosis Buserelin
einer Stimulation bisher unbekannter Leydig-ZelbdRrkte zuschreiben.

Einen Anstieg der Hodendurchblutung bewirkten irhém Dosierungen die Protease
Kallikrein (Saito and Kumamoto, 1988) und Adeno@tteetet al., 1982). In physiologischen
Konzentrationen hatten aber nur verschiedene netisache Peptide wie Artriales- (ANP),
Brain- (BNP) und C-Typ- natriuretisches Peptid (GNRine Wirkung auf die
Hodendurchblutung (Colliet al., 1997).
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2.1.2.2 Mikrozirkulation

Ahnlich wie im Endstromgebiet anderer Organe, komest auch im Hoden zur
Vasomotion (Colliret al., 2000). Darunter versteht man die rhythmischew@&akungen der
Muskelaktivitat der prakapillaren Sphinkter (Berghd Damber, 1993). Nach Damber et al.
(1986) weist die Vasomotion bei Labortieren einedaenz von 7 bis 11 pro Minute auf. Die
physiologische Bedeutung und Regulation der Vasmmotist bisher weitestgehend
unbekannt, Bergh und Damber (1993) nehmen abedass, sie eine wichtige Rolle bei der
Filtration und Resorption von Gewebeflissigkeitetipilntaglietta (1988) vermutet, dass die
Vasomotion durch spontane Schrittmacheraktivitétgitten Muskulatur der Arteriolenwand
hervorgerufen und durch humorale und neuronaledraktreguliert wird.

In mehreren Studien wurde beobachtet, dass sowehlHdrmone LH und GnRH
(Damber et al., 1986; Widmarket al., 1986; Damberet al., 1987a) als auch die
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin (Damletral., 1982) die vasomotorische
Aktivitat hemmen, wodurch ein kontinuierlicher ikatéarer Blutfluss entsteht. Im Gegensatz
dazu fuhrt Testosteron nach Hemmung der Vasomotiorch Hypophysektomie oder
Leydig-Zell-Zerstérung zur Induktion der vasomoschen Aktivitdt (Widmark, 1987,
Damberet al., 1992).

Nach Bergh und Damber (1993) besteht kein direklesammenhang zwischen der
vasomotorischen Aktivitat und der totalen testiketaDurchblutung. Die Blutversorgung des
Hodens kdnne sowohl bei geringer als auch bei estarisomotorischer Amplitude niedrig,
normal oder hoch sein (Widmark, 1987; Bergh and Benn1993). Ein Grund hierflr liegt
nach Auffassung der Autoren darin, dass der Blssfluon vielen Faktoren und nicht nur der
Vasomotion abhangt. So steht zwar der Gefal3widedsian umgekehrten Verhaltnis zur
vasomotorischen Amplitude, aber auch andere Faktwie der Durchmesser der Gefalle
spielen eine wichtige Rolle (Bergh and Damber, 3993

2.1.2.3 Lokale Durchblutung

Neben der Steuerung der Hodendurchblutung durah Kiakro- und Mikrozirkulation
hangt die lokale Durchblutung des Hodengewebes awmh komplizierten para- und
autokrinen Mechanismen ab (Sharpe, 1984; Shar@)); 1Sharpeet al., 1990). So stellten
Damber et al. (1992) bei Ratten fest, dass Teswstevelches von den Leydig-Zellen

gebildet wird, eine entscheidende Rolle bei derréaliterhaltung der Hodendurchblutung

6
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spielt. Nach Zerstoérung der Leydig-Zellen durchdgttDimethyl Sulfonat kam es zu einer
deutlichen  Reduzierung des testikularen  Blutflussesvelche aber  durch
Testosteronbehandlung wieder normalisiert werdemteo(Dambegt al., 1992). Aber auch
die Tubuli seminiferi scheinen eine wichtige Robei der Regulation der testikularen
Durchblutung zu spielen. So kam es nach ihrer @arag, trotz normaler Testosteron-Werte,
zu einer Senkung des testikularen Blutflusses, weglanalog zum Grad der Schadigung war
(Setchell and Galil, 1983; Wang al., 1983). Die Mediatoren und Zellen, welche diese
GefalRwirkung vermitteln, sind bisher aber nichtdrek (Bergh and Damber, 1993).

2.2 Grundlagen der dopplersonographischeslutflussmessung

Nachfolgend sind nur die wichtigsten fir das Verdtiis dieser Arbeit erforderlichen
Grundlagen der Dopplersonographie beschrieben.ildgthere Angaben hierzu sind in den
Dissertationen von Baumgartner (1998), Buhimey88@) und Mayer (1999) nachzulesen.

2.2.1 Physikalische Grundlagen

Die Grundlage fur die Blutflussmessung bildet die o s genannte
Dopplerfrequenzverschiebung oder ,Dopplershift‘. nidawird die Frequenzverschiebung
zwischen den vom Schallkopf ausgesendeten und den Korpergewebe bzw. den
Blutkérperchen reflektierten hochfrequenten Schellem bezeichnet. Die H6he des
Dopplershifts ist abhéangig von der Sendefrequers Stshallkopfes, dem Winkel zwischen
dem Ultraschallstrahl und der Blutflussrichtung, r deSchallgeschwindigkeit im
Weichteilgewebe (ca. 1540 m/s) und der Blutflussgesndigkeit (Dudwiesut al., 1993;
Marsal, 1993).

Diese Beziehung kommt in der folgenden Gleichung Zusdruck:
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2f*v* cosa

fd) =

f(d) = Dopplershift [Hz] =Frequenzverschiebung

f = Sendefrequenz des Schallkopfes [Hz]

v = Blutflussgeschwindigkeit [m/s]

¢ = Ausbreitungsgeschwindigkeit des Ulthadls im Korpergewebe [m/s]
a = Winkel zwischen Ultraschallstrahl una &chtung des Blutflusses

Die akustisch wahrnehmbaren Frequenzverschiebuk@gemen in Abhangigkeit von der
Zeit auch in einem Koordinatensystem optisch sehtipemacht werden, wobei sich bei
arteriellen GefalRen Wellenformen mit deutlicher édtdgilung in Systole und Diastole
ergeben (Dickey, 1997).

Zusatzlich werden bei Farbdopplergeraten Blutstrameerschiedlicher Flussrichtung
verschiedenfarbig dargestellt. Ublicherweise werdafiden Schallkopf zuflieRende Stréme
rot und vom Schallkopf sich entfernende Blutflibkeu dargestellt (Dudwiesus, 1995).

Bei so genannten Duplexsystemen wird das B-BilddiedDopplerfrequenzverschiebung
zeitgleich dargestellt. Da hierbei in Echtzeit tdétraschall des Dopplergerates auf das B-Bild
Ubertragen wird, kann mit diesem System das zursunthende Gefal3 genau lokalisiert
werden, so dass somit im gepulsten Dopplermodues satektive Blutflussmessung maoglich
ist. Der Bereich, aus dem die Dopplerfrequenzveebcingen gemessen werden, ist dabei im
Messbild durch ein, in der GroRRe variables, Dogplester gekennzeichnet (Ruland and

Borkenhagen, 1988; Fendel and Sohn, 1989; PendaNamnnking, 1993).

2.2.2 Auswertung von Dopplerkurven

Bei der Auswertung von Dopplerwellen stehen prirgdipqualitative, quantitative und

semiquantitative Methoden zu Auswabhl.

22.2.1 Qualitative Auswertung

Bei der qualitativen Auswertung werden die Pulsgrelhinsichtlich der Flussrichtung,
des Vorhandenseins eines diastolischen Blutflussek dessen Kontinuitat wahrend einer
8
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Herzaktion deskriptiv beurteilt und klassifiziegswamy and Steptoe, 1988; Telaiyal.,
1996).

Eine detailliertes Beurteilungsschema dieser Blaffinuster ist in der Dissertation von
Mayer (1999) aufgelistet.

2.2.2.2 Quantitative Auswertung mit Hilfeder Blutflussgeschwindigkeit

Die quantitative Auswertung der Dopplerkurven didat Feststellung des tatsachlichen
Blutflussvolumens, das pro Zeiteinheit eine bestimm@efal3lokalisation passiert. Zu diesem
Zweck mussen sowohl der Winkel zwischen der Bls#hichtung und dem Dopplerstrahl als
auch der Querschnitt des betreffenden GefalRes miMdsslokalisation bekannt sein. Die

Blutflussgeschwindigkeit ergibt sich dann durch Watlang der Dopplergleichung:

f(d) * c
v = —
2f* cosa
f(d) = Frequenzverschiebung = Dopplershift][H
f = Sendefrequenz des Ultraschallkoffzg
% = Blutflussgeschwindigkeit [m/s]
C = Schallgeschwindigkeit im Korper (€840 m/s)
o = Winkel zwischen der Blutflussrichtuagd der Richtung des Ultraschallstrahls

Aus der Querschnittsflache des GefalRes an der dbkedislation und der berechneten

Blutflussgeschwindigkeit lasst sich nach folgendermel das Blutflussvolumen (BFV)
berechnen:

BFV=v*60*A

BFV = Blutflussvolumen [ml/min]
% = Blutflussgeschwindigkeit [m/s]

A = Flache des GefaRquerschnittes alskneisangenommen [cih
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2.2.2.3 Semiquantitative Auswertung mit Hfie der Widerstandsindices

In der Dopplersonographie wird der Blutfluss vorggad semiquantitativ beurteilt. Der
Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass Gefé@sghnitt und Winkel zwischen
Blutflussrichtung und Dopplerstrahl nicht mit inedBerechnung einflieRen und somit als
maogliche Fehlerquelle wegfallen.

Bei dieser Methode werden verschiedene Dopplemsdicgebildet, die zur
Charakterisierung der Widerstandsverhéaltnisse inRiripherie des untersuchten Gefal3es
dienen. Am gebréauchlichsten sind der Resistancexlii®l) nach Pourcelot (1974) und der
Pulsatility Index (PI) nach Gosling und King (1975)

Zur Berechnung dieser Indices werden die maximgdéoische (S), die enddiastolische
(D) und die minimale Frequenzverschiebung (Min) igodie mittlere Frequenzverschiebung

(Mean) wéahrend eines Herzzyklus verwandt (Abb.:2.2)

(S-D)
Resistancéndex: Rl =
S
(S -Min)
Pulsatility Index: Pl =
Mean
S = maximale systolische FrequenzverschielfB&Yy)
D = enddiastolische Frequenzverschiebung (EDV)
Min = minimale Frequenzverschiebung
Mean = mittlere Frequenzverschiebung
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Mean

Frequenzverschiebung [Hz]

Min

I 1 .
Herzzyklus Zeit [s]

Abb. 2.2: Schematische Darstellung einer Dopydie mit der maximalen systolischen (S),
enddiastolischen (D), minimalen (Min) und der rerédn (Mean)
Frequenzverschiebung wéhrend eines Herzzyklus.

Bezuglich der Wertigkeit dieser Dopplerindices zuBeurteilung  der
Widerstandsverhéltnisse in der Peripherie des suntbten Gefalles wurden von Hecher et al.
(1988) und Thompson et al. (1988) bei arteriell@i@@en mit kontinuierlichem diastolischen
Blutfluss keine Unterschiede festgestellt. Alleghnst der Rl nach Fendel und Sohn (1989)

zur Beurteilung bei Gefallen mit diskontinuierlichBiatfluss nicht geeignet.
2.3 Dopplersonographische Untersuchungeresl testikuléren Blutflusses

Bereits seit 1989 wird die Dopplersonographie bei dntersuchung des testikularen
Blutflusses in der Humanmedizin eingesetzt (Midutedt al., 1989). In den letzten Jahren

wurde diese Technik auch in der veterinarmedizimescAndrologie verwendet (Guinzel-Apel
et al., 2001; Pozor and McDonnell, 2004).
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2.3.1 Humanmedizin

Middleton et al. (1989) waren die Ersten, die mitfdHder Dopplersonographie den
arteriellen Blutfluss des Hodens bei gesunden Médnmmtersuchten. Sie bestimmten die
maximale systolische (PSV) und enddiastolische W&pgverschiebung (EDV), sowie den
Resistance Index (RI) und Pulsatility Index (Pl)i betratestikularen, kapsularen und
supratestikularen Arterien. Dabei waren die Werer thtratestikularen und kapsularen
Arterien Uber den ganzen Hoden vergleichbar, wa&hoka Ergebnisse der supratestikularen
Arterien regional sehr unterschiedlich waren. Dwatdken erklaren dies mit der vermutlich
bei einigen Patienten falschlicherweise durchgeéithtUntersuchung der den Nebenhoden
versorgenden Arterien.

Bei prapubertaren Kindern ermittelten Paltiel et @994) in den Parenchymarterien
hohere RI-Werte als bei Jungen in der Pubertat. Adimren gehen davon aus, dass dieses
Phanomen die beim reifen Hoden einsetzende Vasaftila und Blutflusssteigerung
widerspiegelt. Zudem war die RI-Abnahme mit dem thets des testikuldaren Volumens
assoziiert, so dass die Autoren eine negative kKarmoa zwischen Hodenvolumen und RI
postulieren.

Den Einfluss des Alters auf die Parameter Rl undid@rpruften Wielgos und Mitarbeiter
(1998). Dabei konnten sie bei 51 bis 80 Jahre @iténnern signifikant héhere RI und PI-
Werte feststellen als bei unter 40jahrigen. Als ddhe daflr vermuten die Autoren
degenerative Veranderungen des Hodengewebes.

Mehrere Autoren beobachteten, dass bestimmte Haingen des Hodens mit
Anderungen des Resistance Index einhergehen (Atitlh, 1997; Jeet al., 1997; Dubinsky
et al.,, 1998; Pavlica and Barozzi, 2001). So kam es bénmédrn mit Torsionen des
Samenstrangs zu einem Anstieg der RI-Werte deridrnieles Hodenparenchyms (Dubinsky
et al., 1998; Pavlica and Barozzi, 2001). Bei Patientat unilateralem Kryptorchismus
konnten Attila et al. (1997) auf der nicht abgagtieen Hodenseite niedrigere RI-Werte
ermitteln als auf der abgestiegenen. Je grofer Histologisch feststellbaren
Hodenschadigungen in Form einer Verminderung dextbuessers der Tubuli seminiferi,
der Anzahl der Spermatogonien und der Zunahme degulpularen Gewebes an den
kryptorchen Hoden waren, um so groBere RI-Wertenteon die Autoren ermitteln. Sie
weisen darauf hin, dass die Hodenschadigung sousache als auch Folge der verdnderten
Blutversorgung des Hodens seien kann.
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Auch bei verschiedenen entzindlichen Hodenerkragdoin wurden mittels
Dopplersonographie Veranderungen des testikulatetiligses festgestellt. So untersuchten
Jee et al. (1997) den Einfluss von entzindlichendeaferkrankungen auf den
Widerstandindex RI. Bei Patienten mit Epididymoatishwar der Rl der intratestikuléaren
Arterien erniedrigt. Dagegen veranderte sich RIRaienten mit einer isolierten Epididymitis

nicht.

2.3.2 Veterindrmedizin

Pozor und McDonnel (2004) haben den Blutfluss deteéticularis im Samenstrang und
in der Pars marginalis der A. testicularis bei gelein Hengsten unterschiedlichen Alters
beurteilt. Dabei verwendeten sie wie bei der Studom Middleton et al. (1989) die
Blutflussgeschwindigkeitswerte Peak Systolic VelpqPSV) und End Diastolic Velocity
(EDV), sowie die Widerstandsindices Pl und RI. D¥erte des rechten und linken Hodens
differierten etwas, die Unterschiede waren abehtngignifikant. In der Pars marginalis
konnten gegenlber der Pars convoluta niedrigere H8Vund RI-Werte festgestellt werden,
wohingegen EDV hoher lag. Die Autoren erklaren eliémterschiede im Vergleich zum
Menschen mit den abweichenden anatomischen GegelbemhSo liegen die Hoden beim
Hengst in horizontaler Lage nahe der BauchdeckedimdPars convoluta ist dadurch kurz
und starker gewunden.

Die Autoren ermittelten bei den 11 bis 15 Jahrerallengsten héhere EDV-Werte und
niedrigere RI-Werte als bei der Gruppe der 16 Bigaéhre alten Hengste. Die Werte der 3 bis
10 jahrigen Hengste unterschieden sich nicht van lwkiden Gruppen. Die Autoren haben
keine Erklarung fur diese Ergebnisse.

Lee et al. (1996) stellten bei 5 Hunden artifizethe Torsion des Samenstranges in funf
Schritten von 180 bis 540° her, bis der testikuBl&fluss im Hodenparenchym nicht mehr
bestimmt werden konnte. In vier Fallen war der filigs ab einer Drehung von 450° und in
einem Fall von 540° nicht mehr feststellbar. Erstish war, dass die gemessenen RI-Werte
sich nicht mit dem Grad der Torsion anderten.

In der Studie von Pozor und McDonnel (2004) wamédiés ein Hengst mit einer Torsion
des Samenstrangs um 180° untersucht worden. Auar hiaren zwischen den
Dopplerparametern des betroffenen Tieres und dawngken Hengste keine Unterschiede zu

verzeichnen.

13



Literatur

Zudem bestimmten letztgenannte Autorinnen den Bisgfbei weiteren neun Hengsten
mit pathologischen Hodenveréanderungen, vier daaiteh eine unilaterale Hydrozele, drei
eine Varikozele und zwei einen atrophischen Hoddaer auch hier lagen Rl und Pl sowie
PSV und EDV im Bereich der Werte der gesunden Hengsbei jedoch bei Vorliegen einer
Varikozele tendenziell hohere PSV-, RI- und PIl-\WWertfeststellbar waren. Einer der
atrophischen Hoden hatte im Parenchym ein vergréfemarterielles Gefal3. Die
Blutflusswerte zeigten aber auch hier keine Auitfikiten.

Gunzel-Apel et al. (2001) untersuchten den Unteestcles testikularen Blutflusses bei
Hunden mit Hodentumoren im Vergleich zu gesundenddn. Dabei waren bei den tumordés
veranderten Hoden PSV und die amplitudengewichtetiere Geschwindigkeit (TAMAX)
signifikant hoéher als bei gesunden Hunden, wahrsicti die Widerstandsindices nicht
unterschieden. Die Autorinnen erklaren dies mit deusie von Horstman et al. (1992) beim
Menschen beschriebenen Anstieg des Blutflusseauseihmender Tumorgrof3e.

2.4 Zusammenhang zwischen testikularem Bfluss und Spermaqualitat

Die Hoden, in denen taglich mehrere Millionen Spemyproduziert werden, sind sehr
anfallig gegentber Stérungen der Durchblutung (Darménd Bergh, 1992; Bergh and
Damber, 1993; Berght al., 2001). So stellten verschiedene Autoren (Batiagglal., 2000;
Battagliaet al., 2001; Biagiottiet al., 2002; Tarharet al., 2003) bei Mannern mit Stérungen
der Hodenfunktion eine verminderte testikulare Dbiatung fest. Nach Battaglia et al.
(2000) ist bei Patienten mit einer Azoospermie deulsatility Index (Pl) der
transmediastinalen Arterie héher als bei Mannetremier Oligozoospermie und auch die PI-
Werte von Mannern mit Oligozoospermie waren sigaifit héher als bei solchen mit
Normospermie. Biagiotti et al. (2002) untersucht®atienten mit unterschiedlichen
Erkrankungen des Genitaltrakts, die mit einer Apeosiie, einer Oligoasthenospermie bzw.
einer Normospermie vergesellschaftet waren unddaévtdnner mit einer Normospermie. Sie
stellten eine positive Korrelationen zwischen Sproduktionsrate und PSV fest.
Uberraschenderweise war bei den Patienten auclpasitiver Zusammenhang zwischen
Spermatogeneserate und dem Widerstandsindex Réahabhten. Eine Erklarung fur dieses
Phanomen haben die Autoren nicht, nehmen aberaas,Rhthologien in der Gefal3architektur
die Ursache daflr sein kdnnten.

Tarhan et al. (2003) stellten mittels farbdopplamyraphischer Untersuchungen der

A.testicularis im Samenstrang fest, dass bei gesundlannern das testikulare
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Blutflussvolumen hdher ist als bei Patienten mitiktazelen. Dabei fanden sie eine positive
Korrelation zwischen dem arteriellen Blutflussvokmrmund der Spermakonzentration der
Ejakulate. Die Autoren erklaren sich dies mit eingestdorten Energiemetabolismus im
mikrozirkulatorischen Gefal3system bei mangelhd@tatversorgung des Hodens. So herrscht
im  Hodengewebe Dbereits unter physiologischen Beoiggn ein geringer
Sauerstoffpartialdruck vor (Setchell and Maddock894; Zheng and Olive, 1997). Dies
resultiert nach Sweeney et al. (1991) daraus, dias8. testicularis im Rankenkonvolut stark
geschlangelt ist und so ein hoher GefalRwiderstankdevrscht. Folglich sei der Blutdruck in
den testikularen Kapillaren stark herabgesetzt.\Kirteil dieser sauerstoffarmen Umgebung
konnte darin liegen, dass Schadigungen der Sperduech Sauerstoffradikale vorgebeugt
wird (Max, 1992; Setchell and Maddocks, 1994; Aitk&999). Lissbrant et al. (1997) sind
der Ansicht, dass es jedoch bei einer weiterenivggrung des Sauerstoffgehalts schnell zur
Schadigung des Hodens kommit.

Eine weitere mogliche Ursache fur testikulare Retktionen sehen Collin et al.
(1996 a, b) in der Uberproduktion potenter Vasokikisren wie Vasopressin, Serotonin und
Endothelin-1.

In mehreren tierexperimentellen Studien wurde nsitteirzzeitig angelegter Ligaturen
die Auswirkung einer verminderten testikularen B&rsorgung und anschliel3ender
Reperfusion auf das funktionelle Hodengewebe untéits Eine bis zu 60 minitige komplette
Ligatur der A. testicularis bei Ratten fuhrte zunkee oder nur einer limitierten Schadigung
des zur Spermatogenese befahigten Epithels (Cetilie Harrison, 1952; Steinberger and
Tjioe, 1969; Tjioe and Steinberger, 1970). Eine @6 120 minltige Ligatur bewirkte
hingegen eine selektive Schadigung der Spermategonnd der sich noch nicht in der
Prophase der Meiose befindlichen Spermatozytenn{&eger and Tjioe, 1969; Tjioe and
Steinberger, 1970). Studien haben gezeigt, dasse dellschadigungen durch Apoptose
hervorgerufen werden (Turnest al., 1997), vorwiegend bedingt durch freie Radikale
wahrend der Reperfusions-Phase (Prillaman and Tut887). Auch ein direkter Effekt der
Hypoxie ist nach Bergh et al. (1988) in Betrachizizhen.

Markey et al. (1994/1995) untersuchten den EffekEremoderaten ununterbrochenen
Reduktion des testikularen Blutflusses bei Schatbic indem sie den Durchmesser der
Samenstrangarterie mittels Ligatur fur acht Wochenkleinerten und dann den Hoden
entnahmen und untersuchten. Sie stellten eine da®ahadigung der Tubuli seminiferi und
eine Entzindungsreaktion im Interstitium fest. Daie dAutoren aber keine
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Blutflussbestimmungen vornahmen, konnte keine Agessgetroffen werden, ab welchem
Grad der Blutflussreduktion es zu degenerativenan@erungen kommt. Dies versuchten
Bergh et al. (2001) in ihren Studien an Ratten mabblen. Eine flinfstiindige Reduktion des
Blutflusses um etwa 30 % des Ausgangswertes wareighend, um den Tod von

Spermatogonien und frihen Spermatozyten-Stadien irduzieren und zu einer

Entzindungsreaktion in den intratestikularen GeidBe fihren. Die Autoren schliel3en
daraus, dass bereits eine relativ geringe Redukliantestikularen Blutflusses einen grof3en

Einfluss auf die Spermienproduktion haben kann.

2.5 Einfluss von exogenen Hormonen auf désstikularen Blutfluss und den

Plasmatestosteronspiegel

Waéhrend es bisher keine Untersuchungen tber Zusahiéimge zwischen dem Einfluss
von exogen zugefihrten Hormonen und der Hodendlutthiy bei Pferden gibt, wurden zu
dieser Fragestellung zahlreiche Studien an Labertieind Schafen durchgefiihrt. Hierbei
wurden vor allem die Effekte wvon luteinisierendemorton (LH), humanem

Choriongonadotropin (hnCG) und Ostrogenen auf dikiglare Durchblutung tberpruft.

2.5.1 Luteinisierendes Hormon (LHpzw. humanes Choriongonadotropin (hCG)

Widmark und Mitarbeiter (1989) untersuchten die klfirg von exogen zugefuhrtem LH
auf die testikulare Durchblutung mittels Injekticadioaktiver Mikrosphéaren bei Ratten. Die
Messungen erfolgten 2, 4, 6, bzw. 12 Stunden naclsubkutanen Verabreichung von &b
LH. Die Hodendurchblutung fiel zunachst deutlich abd lag 6 Stunden nach der LH-
Injektion nur noch bei 40 % derjenigen der Kongollppe. Nach weiteren 6 Stunden war sie
jedoch wieder deutlich angestiegen. Die LH behdadeTiere wiesen zu diesem Zeitpunkt
im Vergleich zur Kontrollgruppe doppelt so hohe tBlusswerte auf. Die Autoren vermuten,
dass der zunachst auftretende Abfall der Hodenthluting mit einem Anstieg des
prakapillaren Gefal3widerstands zusammenhangt. BeulRion des Blutflusses fihren sie
auf eine Hemmung der Vasomotion und einen Anstieglér Permeabilitat der Venolen
zurtick, wodurch es zum Anstieg des prae- und pp#idaen Widerstandes komme. Fir den
anschlieBend zu beobachtenden Anstieg des tesgkuBlutflusses haben die Autoren jedoch

keine Erklarung.
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In der selben Studie Uberpriften Widmark et al8@%uch den Einfluss einer mit 2,§
deutlich niedrigen LH-Dosis auf den testikularerutBuss. Hier waren weder 6 noch 12
Stunden nach der LH-Injektion Auswirkungen auf testikularen Blutfluss festzustellen.

Hinsichtlich des Plasmatestosteronspiegels war dact\pplikation der hohen LH-Dosis
ein zweigipfliger Verlauf mit Maxima eine und seclgunden post applicationem zu
verzeichnen. Zwo6lf Stunden nach der LH-Injektionnkten die Autoren dann keine
Anderung mehr gegeniiber dem Basiswert feststeMlaoh Verabreichung der niedrigen LH-
Dosis ergab sich nur eine eingipflige Verlaufskumi¢ einem Ho6hepunkt eine Stunde nach
der Verabreichung (Widmarét al., 1989). Die Autoren stufen die Testosteronantweaith
der niedrigen LH-Dosis als physiologisch ein, da&hnnliche Werte wie bei endogenen LH-
Anstiegen oder nach der Kopulation erreichte. Ein&msammenhang zwischen den
Testosteronwerten und der testikularen Durchbluwormten die Autoren nicht herstellen.

Auch humanes Choriongonadotropin (hCG), das vamalLH-Wirkung besitzt, wurde
Ratten in einer Dosierung von 50 bis 200 IE subkutgiziert, um mittels radioaktiver
Mikrospharen dessen Wirkung auf die Hodendurchblgitau untersuchen (Damber al.,
1981; Setchell and Sharpe, 1981; Wahgl., 1983; Wanget al., 1984; Dambeet al., 1985;
Damberet al., 1987b; van Vliett al., 1988;). Es waren hierbei keine einheitlichen Brasse
zu verzeichnen. Wang et al. (1983/1984) stelltereiz®&tunden post injectionem einen
Blutflussabfall fest, der aber nicht signifikant waSechs Stunden post applicationem
beobachteten van Vliet et al. (1988) einen Bludfaigfall um etwa ein Drittel. Damber et al.
(1985) stellten acht Stunden nach der hCG-Injektomen nicht signifikanten Anstieg
gegenuber unbehandelten Kontrolltieren fest, watpen Setchell und Sharpe (1981) 12
Stunden post injectionem einen nicht signifikantearchblutungsabfall ermittelten. Im
Gegensatz dazu konnten mehrere Studien Ubereinstichinen signifikant um das Zwei-
bis Dreifache erhohten Blutfluss 16 (Setchell ardhrfe, 1981) und 20 bis 24 Stunden
(Damberet al., 1981; Setchell and Sharpe, 1981Dandteal., 1985; Dambeet al., 1987b)
nach der Verabreichung von hCG beobachten.

Der Plasmatestosteronspiegel war 2 (Wetrg., 1983; Wanget al., 1984), 8 (Dambest
al., 1985) bzw. 20 bis 24 Stunden ( Daméieal., 1981; Dambeet al., 1987b) nach der hCG-
Applikation gegeniber unbehandelten Tieren um de®i-Zbis Finffache angestiegen.
Hierbei war, &hnlich wie nach der LH-Injektion, d&gaximum zwei Stunden post

applicationem zu verzeichnen.
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Nach der Applikation von hCG konnte zudem eine Reiteiterer Anderungen am
testikularen Gefal3system festgestellt werden. Sbdmhteten Damber et al. (1986) zwei bis
sechs Stunden nach der Behandlung eine Hemmungvaswmotion, die sie auf eine
Relaxation der prakapillaren Sphinkter zurtckfuhrtBie Autoren beobachteten aul3erdem
eine entzindungsahnliche Reaktion, jedoch nur Nacabreichung hoher hCG-Dosen.

Auclair et al. (1995 a, b) untersuchten den Eirsfluen hCG auf die Hodendurchblutung
bei Schafbdcken. Sie injizierten eine hohe DosisGh@travenés (20 IE pro kg
Korpergewicht) und bestimmten in den folgenden z8tenden in zehnminutigen Intervallen
den testikularen Blutfluss. Sie konnten dabei kelmelerungen des Blutflusses feststellen,

wahrend die Testosteronspiegel um das Vierfachteges.

2.5.2 Ostrogene

Damber et al. (1981) untersuchten bei Ratten detluSs von Ostrogenen auf die
testikulare Durchblutung. Sie applizierten funfrraltaglichen Abstanden 5@0g Ostradiol-
17B und stellten 20 bis 24 Stunden nach der letztgkiion keine Anderung des Blutflusses
fest. Die Testosteron-Konzentration im Plasmaifiedieser Zeit um etwa 60 % ab. Wurden
die Ostrogengaben mit einer anschlieRenden hCGtioje kombiniert, dann war die
Wirkung von hCG vermindert, d.h. die Blutfluss- umé@stosteron-Werte stiegen nicht so
stark an, wie bei alleiniger hCG-Behandlung. Daelgi al. (1985) machten vergleichbare
Beobachtungen bei ahnlichen Untersuchungen an Imysegtomierten Ratten. Nach
Widmark et al. (1987) beruht dieses Phanomen auf id&ibitorischen Effekt der Ostrogene
auf die testikulare Steroidsynthese. Ostrogeneinéein die Entstehung von Testosteron
zum einen direkt durch Hemmung der zur Steroid®sdhbendtigten Enzyme (Bartéeal .,
1977; Moger, 1977; Melner and Abney, 1980; Mog&8Qd; Dambekt al., 1983; Daehliret
al., 1985) und zum anderen indirekt durch Unterdrligkder LH-Produktion (van Beurdeh
al., 1977; Alderet al., 1968).

2.5.3 Einfluss von humanem Choriongonadatpin (hCG) auf die testikulare

Steroidsynthese beim Pferd

Humanes Choriongonadotropin (hC@jrd in der Pferdemedizin zur Diagnostik von
Fertilitatsstorungen (Roser, 1995) bzw. bei Verdaalf Kryptorchismus eingesetzt (Cox,
1975).
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Die intraventse Verabreichung von 6000 bzw. 10@OCG fihrt primér zur Sekretion
von Testosteron (Zwaiet al., 1989; Cox and Redhead, 1990). Nach hCG-Injekeidolgte
die Testosteron-Freisetzung biphasisch mit eineteer Spitze in der ersten Stunde post
injectionem (Coxet al., 1973; Amann and Ganjam, 1981; Setchell and C882;1Roser,
1995) und einem zweiten Maximum nach zwei bis @egen (Silberzahat al., 1988; Zwain
et al., 1989; Cox and Redhead, 1990; Roser, 1995). Dafneleln die Werte erst rapide und
dann langsamer ab bis sie etwa am siebten Tag ipestionem wieder die Basiswerte
erreicht hatten (Silberzalat al., 1988; Zwainet al., 1989; Cox and Redhead, 1990; Roser,
1995).

Uber einen vergleichbaren biphasischen OstrogetaMergibt es unterschiedliche
Aussagen. Roser (1995) konnte im Gegensatz zu emdeutoren (Ganjam and Kenney,
1975; Amann and Ganjam, 1981, Setchell and Cox2)L8®en friihen Anstieg in den ersten
Stunden post applicationem beobachten. Dagegemvedlen anderen Studien nur zwei Tage
nach der Verabreichung von hCG ein Anstieg der dgstnwerte auf das etwa Zwei- bis
Dreifache der Ausgangswerte festzustellen (Sildereaal., 1989; Zwairet al., 1989; Roser,
1995). Die Werte fielen unmittelbar danach wiederuad erreichten etwa am siebten Tag
post injectionem die Ausgangswerte.

Nach Zwain et. al. (1989) wird das freigesetztetdsieron in den Leydig-Zellen zum
Teil in Ostrogen umgewandelt, wobei diese Reaktarch die Zytochrom £, Aromatase
katalysiert wird (Eisenhaueet al., 1994). Die Autoren sehen die Ursache fur den
Ostrogenanstieg in den ersten Tagen nach der h@g&ibn darin, dass, bedingt durch den
Testosteronanstieg, reichlich Substrat fir die édstnsynthese vorhanden ist. Weiter folgern
sie, dass die Androgene erst nach dem Abfall deo@sn-Werte ihre Hochstwerte erreichen,
da sie nicht mehr durch die Aromatase umgewandettl@n konnen. Als Ursache fur den
Abfall des Ostrogen-Spiegels diskutieren Zwain et. (1989) eine verminderte
Ansprechbarkeit der Aromatase-Rezeptoren.

Roser (1995) untersuchte den Effekt von hCG (101&)@uf den Steroidhormonspiegel
bei fertilen, subfertilen und infertilen HengsteBie definierte Hengste als fertil, die eine
Konzeptionsrate von mehr als 75 % aufwiesen, alsfesti wurden Tiere mit einer
Konzeptionsrate  unter 10%  eingestuft, wahrend Hengsmit fehlendem
Befruchtungsvermdgen als infertil bezeichnet wurden

Nur bei den fertilen und subfertilen Hengsten stieglie Testosteron- und Ostrogen-
Spiegel an, wéhrend sich die Werte bei infertileangiste nicht erhohten. Der ausbleibende

19



Literatur

Testosteronanstieg bei infertilen Hengsten deusathnAuffassung der Autorin auf eine
Stérung in der Funktion der Leydig-Zellen hin. lhideinung nach kénnten geschéadigte
Rezeptoren, abnormale SignalUbertragung oder aefékdnsskriptions- oder Translations-
Prozesse die Ursache dafir sein. Die niedrigeno$esbnwerte sind nach Meinung der
Autorin wahrscheinlich auch die Ursache fiir deridetien Anstieg der Ostrogen-Werte, aber

auch einen Defekt der Aromatase schliel3t sie @iaht

2.6 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist wegen seiner vielfaligéWVirkungen in verschiedenen
Organsystemen das Molekil, welches die meisterogigthen Funktionen im Organismus
beeinflusst (Morrigt al., 1996).

NO wird durch die NO-Synthase (NOS) mit Hilfe vown-Eaktoren aus der Aminosaure
L-Arginin gebildet (Palmeet al., 1988; Rossellet al., 1998; Dixit and Parvizi, 2001).

Die NO-Synthase (NOS) kommt in verschiedenen Isoéor vor. In Gehirn und
Nervenzellen findet man eine neuronale NOS (nNQ@&hrend in Gefal3endothelien eine
endotheliale NOS (eNOS) existiert. Diese beidemrfeor werden auch zusammengefasst als
constitutive NOS (cNOS) bezeichnet, da sie beide diine kontinuierliche basale NO-
Freisetzung sorgen. lhre Aktivitat hangt von derdcl@ankonzentration in der Zelle ab
(Griffith and Stuehr, 1995; Snyder, 1995). Eine ttdri nachgewiesene Isoform ist
calciumunabhéngig und induzierbar (iNOS), d.h. wied als Antwort auf verschiedene
Stimuli ausgebildet, wie sie die im Rahmen von Bntiungen synthetisierten Zytokine und
bakteriellen Lipopolysaccharide darstellen (Nussled Billiar, 1993; Morris and Billiar,
1994).

Genauere Ausfuhrungen zur Stickstoffmonoxid-Syrghead -Wirkungsweise finden
sich in den Dissertationen von Rohr (2002) und Sakder (2003). Im Folgenden wird nur

auf das Vorkommen und die Effekte von Stickstoffioxid am Hoden eingegangen.
2.6.1 Vorkommen im Hodengewebe
Isoformen der NO-Synthase wurden in den Leydig- 8edoli-Zellen, der peritubularen

Lamina propria, sowie in den Endothel- und glatiurskelzellen der testikularen Blutgefalie
beim Menschen nachgewiesen (Middendetffal., 1997). Rosselli et al. (1998) vermuten,

20



Literatur

dass Stickstoffmonoxid sowohl an der SpermatogenadeSteroidbildung, als auch an der

Regulation der Hodendurchblutung beteiligt ist.

2.6.2 Bedeutung von Stickstoffmonoxid bei der&julation des testikularen Blutflusses

Stickstoffmonoxid ist ein bedeutender endogenerodéatator, welcher kontinuierlich
vom Endothel freigesetzt wird (Moncaeégal., 1991; Inagamét al., 1995). So wurde nach
Hemmung der NO-Synthase in den meisten Gefél3systeime beachtliche Vasokonstriktion
und folglich ein Blutflussabfall beobachtet. Derntiss von Stickstoffmonoxid auf die
Hodendurchblutung ist hingegen noch nicht vollsigndeklart. Battaglia et al. (2000)
untersuchten bei fertilen Mannern und bei Patienm@h Oligo- bzw. Azoospermie die
testikulare Durchblutung und bestimmten indireketidie Nitrit- bzw. Nitratkonzentration
den NO-Gehalt im Seminalplasma. Dabei zeigte gelss Manner mit Fertilitatsstérungen
einen hoheren testikularen Gefallwiderstand undngere Nitrit- und Nitratspiegel im
Sperma aufwiesen als fertile Manner. Es bestangesitiver Zusammenhang zwischen der
Hodendurchblutung und den Nitrit-/Nitratspiegeln $@minalplasma. Die Autoren stellen die
Hypothese auf, dass Stickstoffmonoxid die Vertglwmon Hormonen und N&hrstoffen Uber
die testikularen HodengefalRe reguliert. Weiter dohgsie, dass NO durch die Beeinflussung
der Permeabilitat der Lamina propria den Hormond WNhrstofftransport ins tubulare
Lumen fordert und so die Spermienproduktion unchkfion moduliert (Battaglieet al.,
2000).

Lissbrant et al. (1997) untersuchten den Einfluss MO-Synthase-Inhibitoren auf den
testikularen Blutfluss bei Ratten. lhre Studie brgdass, im Gegensatz zu anderen Organen,
Stickstoffmonoxid bei der Regulation des basalestikelaren Blutflusses nur eine
untergeordnete Rolle spielte. Die Beobachtungess @ Hoden von Menschen und Ratten
nur geringe NOS-Aktivitdten ermittelt wurden (Ehrenal., 1994; Burnettet al., 1995),
bestétigt die Autoren in ihrer Vermutung. Nach derabreichung von hCG stellten Lissbrant
et al. (1997) hingegen einen Anstieg der NOS-Aidiviest, so dass Stickstoffmonoxid unter
diesen Bedingungen eine Rolle beim Anstieg destagten Blutflusses spielen kénnte.

Im Gegensatz dazu stellten Huang et al. (1994) adidkatten die Wirkung des NOS-
Inhibitors N°-nitro-_-arginin-methyl-ester (L-NAME) auf den Blutfluss imehreren
peripheren Organen, unter anderem auch im Hoderpiilfen, mit Hilfe von injizierten
Mikrospharen einen Abfall der Hodendurchblutung eundem einen Anstieg des Blutdruckes
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fest. Sie erklaren dies mit der durch Unterdrickudey NO-Freisetzung im Endothel
verbundenen Vasokonstriktion in der Peripherie, dier den Anstieg des peripheren
GefalRwiderstandes zum Anstieg des Blutdruckes.fuhrt

Den Einfluss von L-NAME auf den testikularen Bludgk unter pathologischen
Umstanden erforschten Sharma et al. (1998) an eirfepsismodel bei Ratten.
Vierundzwanzig Stunden nachdem den Ratten opegatey Peritonitis zugeflgt worden war,
bekamen sie L-NAME verabreicht. Der testikularetBliss stieg bis zur L-NAME-Injektion
an und fiel danach wieder ab. Daraus schlieRenAdimren, dass der Anstieg in der
Hodendurchblutung wahrend einer Sepsis zumindesiweise durch endogenes
Stickstoffmonoxid ausgel6st wird.

Barlas und Hatiboglu (2002) untersuchten nach aineifsigminttigen Hodentorsion bei
Ratten den Einfluss des NO-Donors L-Arginin und #&3S-Inhibitors L-NAME auf die
Hodendurchblutung. Bei den mit L-Arginin behandelf@eren kam es zu einer verbesserten
Wiederdurchblutung und geringeren Gewebeschadigisgei den Tieren, denen L-NAME

appliziert worden war.

2.6.3 Vorkommen in den Spermien

Isoformen des Enzyms NO-Synthase wurden erstm&6 b8i Spermien des Menschen
(Lewis et al., 1996) und der Maus (Herresb al., 1996a) nachgewiesen. Wahrend NOS bei
der Maus am Akrosom und am Schwanz der Spermiamdeh wurde, war sie beim Mann
nur am Kopf der Spermien im Bereich des postakred®mund aquatorialen Segments
lokalisiert. Lewis et al. (1996) fanden bei Pat@antnit Asthenozoospermie weniger NOS als
bei fertiien Mannern und auch Battaglia et al. (@0@rmittelten im Seminalplasma von
Patienten mit einer Oligo- oder Azoospermie genadeO-Werte als bei Mannern mit einer

Normospermie.

2.6.4 Bedeutung von Stickstoffmonoxid fldie Funktion der Spermien

Um die Befruchtung der weiblichen Eizelle zu erndigtn, missen die Spermien
verschiedene Funktionen erflllen. Stickstoffmonaosqaielt nach Herrero und Gagnon (2001)
bei den meisten dieser Prozesse eine wichtige Radleeigte sich in mehreren Studien, dass
die Zugabe von NO-Donoren zu Spermien die Motilittr Spermien sowohl férdern
(Hellstrom et al., 1994; Creechet al., 1998; Yeomanet al., 1998) als auch hemmen
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(McKinney et al., 1995; Weinbergt al., 1995) kann. Nach Herrero und Gagnon (2001) sind
diese widerspriichlich erscheinenden Ergebnisse dié unterschiedlichen NO-
Konzentrationen, die in den verschiedenen Versuclewendet wurden, zurtckzufuhren.
Ihrer Ansicht nach stimulieren niedrige NO-Spieds Motilitat der Spermien, wohingegen
sie durch hohe gehemmt wird. Eine Erklarung hiesgien die Autoren in dem von Schaad
et al. (1996) im Seminalplasma des Mannes gefumdemsht kompetitiven Inhibitor der
NNOS. Sie vermuten, dass dieser die NO-Konzentraid einem niedrigen Niveau halt und
so eine toxische Schadigung der Spermien verhinBese Hypothese wurde durch Studien
bestétigt, in denen durch Zugabe von NOS-Inhibitodgée Motilitat der Spermien von
infertilen Ma&nnern mit hohen NO-Spiegeln verbessertden konnte (Rossekt al., 1995;
Nobunagaet al., 1996). Die Infertilitat solcher Patienten erklatderrero und Gagnon (2001)
damit, dass erhthte NO-Konzentrationen zu einentspen Hyperaktivitat der Spermien
fuhren, welche den Spermientransport durch denliwbén Genitaltrakt beeintrachtigt oder
zu einer unvollstandigen Kapazitation fihrt.

Eine Beteiligung von Stickstoffmonoxid an der Kaipation stellten mehrere Autoren
nach Inkubation von Spermien mit NO freisetzendems&nzen fest (Zinet al., 1995;
Herreroet al., 1999;). Es kam zu einem Anstieg der Zahl der i@pmer mit abgelaufener
Kapazitation. Zudem beobachteten Herrero et alO@R0dass Stickstoffmonoxid durch
Interaktion mit cyclischem Adenosinmonophosphat NEA eine wichtige Rolle bei der
Tyrosinphosphorilierung von Spermienproteinen watrder Kapazitation spielt.

Stickstoffmonoxid ist auch bei der Induktion derrd&omenreaktion beteiligt (Zamet
al., 1995; Herrereet al., 1997; Revellet al., 1999; Kuoet al., 2000; Revellet al., 2001). So
stellten Kuo et al. (2000) an Spermien vom Sedigel, dass verschiedene Induktoren der
Akrosomenreaktion zu einem Anstieg der NO-SpiegelSperma fiuhrten. Beim Menschen
zeigte sich, dass durch NO-Donoren die Akrosoméaicradosisabhangig stimuliert werden
konnte, wahrend Hamoglobin, ein NOS-Inhibitor, digemmte (Revellgt al., 1999). Auch
bei der Maus wurden &@hnliche Beobachtungen gemadtitei hier auffiel, dass bei héheren
Konzentrationen an NO-Donoren die Akrosomenreakaosblieb (Herreraet al., 1997).
Dieses Ergebnis ist nach Herrero und Gagnon (2@8@&ht tberraschend und deutet ihrer
Ansicht nach darauf hin, dass hohe NO-Konzentratioaufgrund der dadurch induzierten
Bildung von oxidativ wirkenden Substanzen toxisdhken.

Noch nicht eindeutig geklart ist die Bedeutung &tickstoffmonoxid bei der Bindung
der Spermien an die Oozyten (Sengekal., 1998; Francavillat al., 2000). Francavilla et

23



Literatur

al. (2000) konnten durch verschiedene Konzentraticgines NOS-Inhibitors die Zahl der an
die Zona pellucida gebundenen humanen Spermient miebinflussen. Dagegen waren
Sengoku el al. (1998) in der Lage, durch Zugabdriger Konzentrationen eines NO-Donors
zum Kapazitationsmedium die Zahl der an der Henazgebundenen humanen Spermien zu
erhohen. Ahnlich Ergebnisse erhielten auch Kodarhaale (1996), nachdem sie ein
geringgradig oxidativ wirkendes Milieu im Inkubatemedium schafften. Aus diesen
Beobachtungen folgern Herrero und Gagnon (2001)ss daModifikationen der
Spermamembran, induziert durch eine begrenzte phgvakidation bzw. durch niedrige NO-
Konzentrationen, die Membranfluiditat &ndern unddutah die Zona-Bindung fdrdern
konnen.

Die Fusion zwischen weiblichen und mannlichen Gamdtonnten Francavilla et al.
(2000) durch die Zugabe eines NO-Inhibitors hemmenreiner anderen Studie hatte sich
gezeigt, dass bei einer Vorbehandlung der Oozytgnemem NOS-Inhibitor der relative
Anteil an Pronuklei um 80% abnahm (Herretal., 1996b). Schliel3lich konnten Kuo et al.
(2000) Eizellen von Seeigeln durch die Mikroinjektivon NO-Donoren oder rekombinierten
NOS aktivieren. Die Autoren folgern daraus, dass dan den Spermien gebildete
Stickstoffmonoxid fur die Aktivierung der Eizellerdtig ist.

2.6.5 Der Stickstoffmonoxid-Donor Molsidomin: Egenschaften und Pharmakokinetik

NO-Donoren sind pharmakologisch aktive Substanzee|che Stickstoffmonoxid
freisetzen (Yamamotaet al., 1997). Die Aminosaure L-Arginin ist die einzigaica
physiologischerweise vorkommende Substanz, aus rdiéer Hilfe von NO-Synthasen
Stickstoffmonoxid hergestellt wird (Rossedt al., 1998). Daneben gibt es auch eine Reihe
von Substanzen wie z.B. Molsidomin, die nach ihvestabolisierung im Organismus NO
freisetzen (Yamamotet al., 1997). So wird Molsidomin (N-Ethoxycarbonyl-3-rpbolino-
sydnonimin) in der Leber enzymatisch in seinen vakti Metaboliten 3-morpholino-
sydnonimin (SIN-1) und die N-Ethoxycarbonyl-Grupgespalten (Noack and Feelisch,
1989). Im Gegensatz zu &hnlich wirkenden NO-Dononge z.B. organischen Nitraten, wird
aus SIN-1 direkt Stickstoffmonoxid abgespalten. &ahst Molsidomin aktiver als
vergleichbare Vasodilatatoren. Die organischenitditund Nitrate stimulieren die l8sliche
Guanylatcyclase erst nach Bildung von S-Nitrosd#moDieser Umweg ist vermutlich auch
der Grund fur die im Gegensatz zu Molsidomin atgimden Toleranz. Organische Nitrate

konnen bei Langzeittherapien plétzlich uneffektiverden. Molsidomin ist somit den
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organischen Nitraten durch seine hohere Aktivigityas langere Wirkungsdauer und der
Tatsache, dass so gut wie keine Toleranzen aufiretderlegen. Da Molsidomin

Stickstoffmonoxid unabhangig von der Anwesenhaiesiintakten Endothels freisetzt, wird
es bei durch Gefal3schadigungen bedingten NO-Mahgdlenen eingesetzt, um einer
Vasokonstriktion vorzubeugen (Karow, 2000). In ¢fermanmedizin ist dies besonders bei
der Behandlung von Zustanden, die mit einer unzbeziden Sauerstoffversorgung des

Herzmuskels einhergehen, der Fall (Koronartheragsu).

2.6.6 FertilAid-for-Stallions

Das bereits erwahnte Erganzungsfuttermittel Fedifar-Stallions’ wurde dazu
entwickelt, die Fertilitét von Hengsten zu untetztin. Bisher sind keine Studien uber die
Wirkung von FertilAid-for-Stallions bei Hengsten bekannt.

Als wesentlichen Bestandteil enthalt es neben dé&v¥nor L-Arginin (siehe vorherige
Kapitel) eine Reihe weiterer Stoffe wie L-Carniti@purenelemente und Vitamine, die bei
Mangelzustdnden einen Einfluss auf die Fertilitit ¥lengsten haben kdnnen.

Weitere Bestandteile sind die Aminoséuren Histid®lutaminsaure, N-Acetyl-L-
Cysteine und 3-Methyl-Glycin, die Mineralstoffe BoChrom und Magnesium, das

Arzneikraut Gokshura, das Tang- u. AlgenproduktpKebwie Ingwer, Zimt und Zucker.

2.6.6.1 L-Carnitin

Nach Wiesner (2000) ist L-Carnitin ein Co-Faktoer deim Transport des fur dg
Oxidation wichtigen Acyl-CoA in den Matrix-Raum dBbfitochondrien eine wichtige Rolle
spielt und so dem Schutz von Zellmembranen dient.

Im Nebenhoden des Menschen wurden hohe L-Carniimzintrationen festgestellt
(Hildebrandt, 1994), die nach Auffassung mehreretofen eine wichtige Rolle bei der
Reifung und fur die Motilitat der Spermien spieleowie fir die Fertilitdt entscheidend sind
(Lenzi et al., 1992; Jeulin and Lewin, 1996; Xuahal., 2003). Wahrend ihrer Wanderung
vom Kopf zum Schwanz des Nebenhodens nehmen drengfmezoen fortwahrend L-Carnitin
auf. Nach Zeyner und Harmeyer (1999) scheint exogegefiihrtes L-Carnitin einen
positiven Einfluss auf die Vorwartsbeweglichkeit i b@atienten mit verminderter
Spermaqualitat zu haben.
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Herfen et al. (1997) untersuchten den Einfluss reisechs monatigen L-Carnitin-
Behandlung bei finf Hengsten mit verminderter Spenmalitdt. Sie verabreichten den
Hengsten zweimal taglich 6g L-Carnitin mit dem Eutund stellten eine Verbesserung der
Motilitat der Spermien bei den behandelten Hengstgageniber unbehandelten
Kontrolltieren fest.

Stradaioli et al. (2000) bestimmten den Gehalt a@aknitin und Acetylcarnitin im
Sperma von Hengsten mit unterschiedlicher SperntiédifuaSie fanden eine positive
Korrelation zwischen L-Carnitin und Acetylcarnitumd der Spermienkonzentration. Zudem
stieg mit zunehmendem Acetylcarnitingehalt der 8ypen die Zahl der vorwartsbeweglichen

und morphologisch unauffalligen Spermien an.

2.6.6.2 Spurenelemente

FertilAid-for-Stallions” enthalt zudem die Spurenelemente Zinkoxid, Selethinin,
Kupferoxid, Aminosaure-Molybdan-Chelat und Mangdfstudie bei Mangelsituationen eine
Auswirkung auf die Fertilitdt haben (Leonhard-Mar2R02).

Der essentielle Charakter vieler Spurenelementéarerisich nach Leonhardt-Marek
(2002) aus ihrer Bedeutung fur die Funktion vonyiEmen und anderen Proteinen. Mangel an
Spurenelementen manifestieren sich nach Auffassdeg Autors zuerst in gestorter
Fruchtbarkeit, bevor andere Symptome apparent wer8e scheinen Spurenelemente unter
anderem eine wichtige Rolle bei der Spermienreif(ifiyy Se), Kapazitation (Zn) und dem

Schutz vor Oxidation (Se, Cu) zu spielen.

2.6.6.3 Vitamine

Bei den in FertilAid-for-Stallions enthaltenen Vitaminen gehéren Thiamin,
Panthothensaure, Pyridoxin, Folsaure, und Nicotiresimid der Gruppe der B-Vitamine an.
Zudem enthalt es Ascorbinsaure;Tocopherol und Biotin. Die meisten Vitamine sind
Bestandteile von Koenzymen und somit auch fir diekkonen im mannlichen Genitaltrakt
entscheidend (Hildebrandt, 1998).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere

Die Untersuchungen wurden an 27 Hengsten der Réaseoversches Warmblut und 3
Vollbluthengsten des Niederséchsischen Landge@eite durchgefiuhrt.

Die 18 Hengste des so genannten NO-Donoren-Versuaten im Zeitraum von Oktober
2002 bis Februar 2003 in der Hengstprufungsanstidtheidsdorf aufgestallt.

Die 12 Hengste des hCG-Versuchs befanden sich wibn bls August 2003 im
Niedersachsischen Landgestit in Celle.

Die Hengste wurden in Einzelboxen auf Stroheinsgebalten und erhielten um 7, 12
und 17 Uhr ihre rationierte Futterration, welche &leu, Hafer und Kraftfutter bestand. Alle

Tiere waren im Untersuchungszeitraum klinisch gdsun

3.2 Versuchsdurchflhrung

3.2.1  Uberpriifung des Einflusses von Fertilfid-Stallions” und des Stickstoffmonoxid-

Donors Molsidomin auf den testikulaBaotfluss und die Spermaqualitat

Im NO-Donoren-Versuch wurden 18 Hengste unabhawgigder Spermaqualitat bzw.
Fertilitdt in drei gleichgroRe Gruppen etwa gleitiiger Hengste eingeteilt. Bei einem
Durchschnitt von 7,% 1,0 JahrenX * sx) variierte das Alter dieser Tiere zwischen 3,5 und
17,5 Jahren. Alle Hengste waren erfolgreich inZlerht eingesetzt worden und zeigten keine
Fertilitatsstorungen. Die Hengste wurden wahrend gesamten Untersuchungszeitraums
dreimal wochentlich in Abstanden von 2 bis 3 Tageseminiert. Im Januar wurden jedoch
das Sperma einiger Hengste aufgrund der beginneB@dmamungssaison haufiger, d.h.
teilweise taglich gewonnen.

Wahrend der Vorbehandlungsperiode, die vom 28.022Bis 01.12.2002 dauerte,
erhielten die Hengste der FertilAid-, Molsidominndu Kontrollgruppe ihre normale
Futterration.

Wahrend der vom 02.12.2002 bis 24.01.2003 dauerBddrandlungsperiode bekamen
die Hengste der FertilAid-Gruppe um 9 und 15 UhtiRéd-for-Stallions" (Fa. Total Health
Enhancement Inc., USA) oral verabreicht. Fertilfod-Stallions” ist ein
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Erganzungsfuttermittel, welches als wesentlichest@alteil den Stickstoffmonoxid-Donor
L-Arginin enthalt. GemanR der Beschreibung des tledless wurde den sechs Hengsten in den
ersten zehn Tagen die doppelte Ration, also zwelha)) pro Hengst und Tag appliziert.
Nach Ablauf der ersten zehn Tage erhielten die &rdbn morgens und abends jeweils 35,5 g
verabreicht. Vor der Applikation wurde das Pulvdrgewogen, in eine 100 ml Spritze
verbracht und diese mit Wasser aufgefillt. Die t3priwurde in die Backentasche der
Hengste geschoben und der Inhalt langsam ins Meagdrgzt.

Die Hengste der Molsidomin-Gruppe bekamen um 9 ifmdJhr jeweils 8 g des NO-
Donors Molsidomin (Molsidomin retard-ratioph&tr8) in Tablettenform oral verabreicht.
Die Dosis wurde durch Vorversuche, in denen diesfrefuenz der A. facialis bei
ansteigender Dosierung des Medikaments manuell ggamewvurde, ermittelt. Bei der in der
vorliegenden Studie angewandten Dosis war ein Aldfai Pulsfrequenz feststellbar. Die
Tablette wurde den Hengsten zusammen mit etwag gageben.

Die Hengste der Kontrollgruppe wurden keiner Metidda unterzogen, sie bekamen
stattdessen nur etwas Hafer.

Um die Spermaqualitat der Hengste naher zu bestimmerde das Sperma nach den in
Kapitel 3.4 beschriebenen Methoden analysiert.

Bei den mit konventionellen Methoden ermitteltene®paparametern dienten die
Untersuchungen der letzten zwei Wochen vor Behawgdloeginn (Woche -2 und -1) als
Ausgangswerte. Aus organisatorischen Grinden konnte der darauf folgenden
achtwochigen Behandlungsperiode die Hengste inldtgersuchungswochen 4 und 5 nicht
regelmaRig deseminiert werden, weshalb die Spensadheser Wochen nicht ausgewertet
wurden. Die Werte der 8 Untersuchungswochen wumderden Zeitpunkten 1, 2 und 3
zusammengefasst. Zeitpunkt 1 stellte den MitteldertWochen -2 und -1 dar und spiegelte
die Ausgangswerte wider. Der Mittelwerte der Spgranameter der Wochen 1, 2 und 3
wurden als Zeitpunkt 2 definiert. Es wurden somé& &permien erfasst, welche sich zu
Versuchsbeginn in der Spermiogenese befanden. &gunkt 3 umfasst die Mittelwerte der
Spermaparameter der Wochen 6, 7 und 8 und repig&desd die Qualitat der Spermien, die
sich zu Beginn der Futterung in der Spermatozytegeefunden haben.

Bei den mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermiteel Spermaparametern (s. Kapitel
3.4.2 ) wurde jeweils eine Probe der Untersuchuonghken -2, 2 und 8 untersucht.

Die Hodendurchblutung der Hengste aller Gruppen dewurmit Hilfe der
Farbdopplersonographie zu 4 verschiedenen Zeitpan&tmittelt. Einmal in der vorletzten

und letzten Woche vor Beginn der Behandlung (Woeéhlezw. -1) und jeweils einmal in der
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zweiten und 8. Woche nach Behandlungsbeginn (s.itéaf3.3). Aus den beiden
Untersuchungen vor Behandlungsbeginn wurde dereMigrte gebildet und als Zeitpunkt 1

bezeichnet. Die anderen beiden Untersuchungen waldeZeitpunkt 2 und 3 definiert.

3.2.2 Uberprufung des Einflusses von huma@aariongonadotropin (hCG) auf den

testikularen Blutfluss und die Stehmrmonkonzentrationen im Blutplasma

In diesem Versuch wurden 12 Hengste so in zwei @npaufgeteilt, dass in jeder
Gruppe etwa gleichaltrige Hengste waren. |hr Dwhbhgtsalter betrug 12,& 1,1 Jahre
(X £ sx) und variierte zwischen 7 und 20 Jahren. Aufgraed endenden Decksaison
wurden diese Tiere nur noch vereinzelt in unreg8iggn Abstanden zur Samengewinnung
herangezogen. Wahrend der siebentagigen Untersgspemode wurde das Sperma der
Versuchshengste nicht oder bis zu drei mal £ sx = 1,17 £+ 0,35) gewonnen. Die
Fruchtbarkeit der Hengste wurde anhand des Mitiebakrer Fertilitatsdaten der Jahre 1997
bis 2002 beurteilt. Als Fertilitatsparameter dienttie Frihgraviditatsrate pro Zyklus, das
heil3t die Trachtigkeitsrate pro Rosse ohne Berabkgung der embryonalen Verluste und
die Abfohlrate pro Zyklus in Prozent. Von den 8 Ksten, denen humanes
Choriongonadotropin (hCG) verabreicht wurde, wurderals fertil und 4 als subfertil
klassifiziert. Die 4 Hengste, denen nur das Losoniigel als Placebo intravends verabreicht
wurde, gehorten der Kontrollgruppe an. Sie wieseergleich zu den mit hCG behandelten
Hengsten durchschnittliche Fertilitdtsdaten auf.

Bei allen 12 Hengsten wurde im Zeitraum vom 19.002 bis 06.08.2003 in
regelmaRigen Abstanden der Blutfluss der Arteriastidalaris mit Hilfe der
Farbdopplersonographie ermittelt. Die Untersuchangefolgten kurz vor der Injektion
(Zeitpunkt 0) sowie 1, 3, 6, 12, 24, 72, 120 un8 Bdunden nachher. Die Studien begannen
bei allen Hengsten um 9:00 Uhr. Vor jeder Untersmchwurde eine Blutprobe aus der V.
jugularis entnommen und eingefroren, um spater idhbgh ihres Gehalts an
Gesamtdstrogenen und Testosteron analysiert ziewdsd Kapitel 3.5). Im Anschluss an die
erste Untersuchung wurden den Hengsten der hCGp8B000 IE hCG (Ovogé&000, Fa.
Intervet) intravends verabreicht. Hierfir wurde,ewtom Hersteller vorgesehen, der als
Trockensubstanz gekuhlt und lichtgeschitzt gelag®@virkstoff in einem vom Hersteller

mitgelieferten wassrigem Losungsmittel aufgelostl wtann sofort in die Vena jugularis
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injiziert. Die Hengste der Kontrollgruppe erhielterur das Ldsungsmittel intravenos

verabreicht.
3.3 Sonographische Untersuchungen

Die Ultraschalluntersuchungen fanden in einem reigeil des Stalls, in dem keine
anderen Tiere standen, statt. Ein Zwangsstand wuribdhit verwendet. Auf eine
medikamentelle Ruhigstellung wurde ebenso wie mg dlasenbremse oder Scheuklappen
verzichtet. Die Versuchshengste wurden von eindfspirson mit Hilfe einer Trense

gehalten.
331 Gerate und Sonden

Alle sonographischen Untersuchungen wurden mit ttraschallsystem Eccocee CX
der Firma Toshiba (Tokio, Japan) durchgefuihrt. Asnde diente eine 7,0 MHz
Mikrokonvexsonde.

Die farbdopplersonographischen Blutflussmessungfgéen hierbei im PW-Modus bei
einem Hochpassfilter von 50 Hz. Zur Aufzeichnung defunde dienten ein SVHS-
Videorekorder (PanasofficAGMD 835 Matsushita Electric, Osaka, Japan) undSvH
Videokassetten (EMTECEQ 240).

3.3.2 Farbdopplersonographische Darstellgnder A. testicularis

Die dopplersonographischen Blutflussmessungen deegticularis dextra und sinistra
erfolgten im lateromedialen Strahlengang (Abb..30i¢ Sonde wurde zu diesem Zweck auf
etwa halber H6he zwischen Leistenring und Margdidpmalis des Hodens am Samenstrang
so positioniert, dass die verschiedenen Anschmite Pars convoluta der A. testicularis
aufgefunden werden konnten. Die Dopplerfrequenzbgebungen wahrend des Herzzyklus

wurden auf Videoband aufgezeichnet.
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Abb. 3.1: Dopplersonographische Blutflussmessuteg A. testicularis sinistra im

lateromedialem Strahlengang.

3.3.3 Auswertung der Pulswellen

Die auf Videokassette aufgezeichneten Dopplerfrepuerschiebungen wurden mit Hilfe
eines Bildanalyseprogramms (NIH-Image, Version 118(5. National Institute of Health,
1996) an einem Macintosh-Computer nach dem von rBéyer (1999) beschriebenen
Verfahren ausgewertet.

Von jeder Messung wurden hierzu zwei gleichformigensekutive Dopplerwellen mit
maximaler Amplitude ausgewahlt, wobei darauf gestchwurde, dass der Winkelzwischen
Dopplerstrahl und Blutflussrichtung zwischen 20 @@dGrad betrug (Abb. 3.2).

Neben dem Winked wurden zudem die maximale systolische Frequenekieisung (S),
die minimale diastolische Frequenzverschiebung YMindie enddiastolische
Frequenzverschiebung (D) sowie die mittlere Freguerschiebung Uber dem Herzzyklus
(Mean) bestimmt (Abb. 3.2). Fur letztere Bestimmuwgrde eine Hillkurve um die

Dopplerpulswelle gelegt und das Integral unterkigwe berechnet.
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Abb. 3.2:  Dopplersonographische Darstellung dagflBsses der A. testicularis. Linke
Bildhalfte: Dopplerwelle mit maximaler systolisch€), enddiastolischer (D),
minimaler (Min) und mittlerer (Mean) Frequenzveristiung wéahrend des
Herzzyklus. Rechte Bildhélfte: A. testicularis.

Es wurden ferner im B-Modus Aufnahmen von Querdtémi der A. testicularis
angefertigt, um die Gefal3querschnittsflache arMisslokalisation zu bestimmen.

Alle Messwerte wurden zur weiteren Bearbeitung ime€eTabelle des Programms Stat
View 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolinal998) ubertragen. Unter
Bertcksichtigung der jeweiligen Geréteeinstellungab die Multiplikation des Kosinus des
gemessenen Winkels mit der mittleren Frequenzvexsuhgen die mittlere
Blutflussgeschwindigkeit tUber dem Herzzyklus (TAMY¥ Time Averaged Maximum
Velocity).

Zur Betrachtung des Blutflusswiderstandes im Veysngsgebiet der A. testicularis
wurden gemald den in Kapitel 2.2.2.3 beschriebermemé&ln die Dopplerindices Pulsatility
Index (PI) und Resistance Index (RI) fir zwei auhaederfolgende Blutflusskurven
berechnet und daraus der Mittelwert gebildet. Aas whittleren Blutflussgeschwindigkeit
(TAMV) und der jeweiligen GefaRquerschnittsflacheirde zudem das Blutflussvolumen
(BFV) pro Zeiteinheit kalkuliert.
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3.4 Samenbeurteilung

Die Ejakulate der Hengste des ersten Versuchs wundeh der von Klug und Sieme
(2003) beschriebenen Methode mittels einer kimsthc Scheide (Modell Hannover)
gewonnen; anschlieBend wurden die mit konventienellMethoden ermittelbaren
Spermaparameter bestimmt (s. Kapitel 3.4.2.1). Widodgend wurden die Ejakulate nach der
bei Krienke (2003) beschriebenen Methode aufbereitePailletten abgefillt und nach dem
von Klug und Sieme (2003) beschriebenen Verfahrgrodonserviert und in flissigem
Stickstoff (-196°C) bis zur Durchfiihrung der Versagelagert.

3.4.1 Spermabeurteilung mittels konventicgller Methoden

Unmittelbar nach der Gewinnung wurden die Ejakuld¢ée Hengste hinsichtlich des
Ejakulatvolumens, der Samenzelldichte (photomédirisct dem SpermaCue, Fa. Minitlb,
Landshut) und mikroskopisch beziglich der Vorwéatgeglichkeit der Spermien beurteilt
(Klug and Sieme, 2003). Die Spermiengesamtzahl vaas dem Ejakulatvolumen und der
Samenzelldichte errechnet. Aus den Daten der dnéérSuchungstage einer Woche wurde

jeweils der Mittelwert gebildet.

3.4.2 Spermabeurteilung mittels Durchfluss/tometrie

Die Durchfiihrung der durchflusszytometrischen Assasfolgte an aufgetauten Proben
kryokonservierten Spermas.

Vor den durchflusszytometrischen Analysen wurden kdiyokonservierten Pailletten 30
Sekunden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und mitLPF®edium auf eine
Endkonzentration von 1 x 8permien/ml eingestellt.

Zur Bestimmung der Membranintegritat und des akraden Status wurden die Proben
mit SYTO®17, FITC-PNA und PI gefarbt (s. Kapitel 3.4.2.2Bpi allen Analyseverfahren
wurden 10.000 Spermien pro Probe analysiert. Diebé&hr wurden nach Zugabe der
Farbstoffe im abgedunkelten Raum 15 Minuten bei@h einem Thermostat (Typ 5320, Fa.
Eppendorf) inkubiert.

Die Integritat der Chromatinstruktur wurde mit de®permachromatinstruktur-Assay
(SCSA") ermittelt (s. Kapitel 3.4.2.3).

33



Material und Methoden

3.4.2.1 Gerate und Gerateinstellungen

Fur die Untersuchungen wurde ein Durchflusszytomdt@CScan™ (Fa. Becton
Dickinson, San Jose, USA), das mit einem luftgelaihl Argonionenlaser mit einer
Wellenlange von 488 nm und einer Leistung von 15 mggestattet war, verwendet. Zur
Messung standen drei verschiedene Filter zur Auswdh1l (530/30 nm) fur die grine
Fluoreszenz, FL-2 (585/42 nm) fur die orange Flspeaz und FL-3 (650LP nm) fur die rote
Fluoreszenz. Fur die Datenanalyse war ein Power G&€omputer (Fa. Apple Computer
Inc., Cupertino, Kalifornien, USA) an dieses Gesgdlgeschlossen. Die Bearbeitung und
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Software-RPaogn Cellquest™ (Fa. Becton
Dickinson, San Jose, USA). Die Analyse der SCS%aten wurde mit dem Software-
Programm DAS Version 4.40 (Beisker, 1994) vorgen@mm

3.4.2.2 SYTO17/FITC-PNA/PI-Assay

Um die Plasmamembranintegritdt zu bestimmen, wuienSpermien mit den DNA-
Farbstoffen SYT®17 und Propidiumjodid (P1) angefarbt. Das rot fesmierende Pl kann
nur bei geschadigter Plasmamembran in den Zellkiffandieren, wahrend SYT®17,
welches orange leuchtet auch durch intakte Membrgpenetriert. Da Propidiumjodid
SYTO®17 von der DNA verdrangt, kommt es bei geschadi§@ermienmembran zu einer
roten Fluoreszenz. Orange gefarbten Spermien weidagegen auf eine intakte
Plasmamembran und damit auf vitale Spermien hioifidset al., 1997).

Um simultan auch den akrosomalen Status zu bestimmerden diese Farbstoffe mit
Arachis hypogaea Lectin (PNA), ein an Fluoreszsothiocyanat (FITC) gekoppeltes Lektin
kombiniert. FITC-PNA bindet sich bei akrosomaleh&digung bzw. partiell abgelaufener
Akrosomenreaktion an dessen Membran und emittréries Licht (Thomast al., 1997).

Es wurde der von Garner et al. (1999) entwickeltesady eingesetzt, wobei die
Farbstoffkonzentrationen geringgradig modifiziemirden (0,5 nM SYT®17, 2,99 nM PI
und 100 pg/ml FITC-PNA).

Fur die Messungen wurden die Filter FL-1 fur dié@rgr Fluoreszenz und FL-3 fir die
rote Fluoreszenz herangezogen. Bei der Auswertunglem die Spermienkdpfe zum einen
hinsichtlich ihrer Plasmamembranintegritat, zumeard hinsichtlich der Unversehrtheit des
Akrosoms in 4 verschiedene Populationen unter{@itb. 3.3). Die Eingrenzungen der

einzelnen Spermienpopulationen erfolgte mit Hiltes dAnalyseprogramms der Cellquest™:-
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Software (Fa. Becton Dickinson, San Jose, USARleitSpermien mit intaktem Akrosom
(orange angefarbte Spermien), membrangeschadigien&m mit intaktem Akrosom oder
volligem Verlust des Akrosoms (rot angefarbte Spen)yy membrangeschadigte Spermien
mit angefarbten Akrosom (rot angefarbte Spermieh gnin angefarbtem Akrosom) und
vitale Spermien mit angefarbten Akrosom (orangeséirpte Spermien mit griin angefarbtem
Akrosom). Anschlieend wurden die beiden Populationin denen vitale bzw.

akrosomangefarbte Spermien vorkamen, addiert.

104
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(d)
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FL-3 (rote Fluoresze

o L L
. e
/ : e

*
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b) | | | (e)
0 10t 107 108 1
FL-1 (grine Fluoreszenz)
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Abb. 3.3: Punktwolkendiagramm (a) der 4 Spermigmtationen (SP) nach SYTa@7/
FITC-PNA / Pl-Farbung und anschlie3ender durchflyssnetrischer
Auswertung [Ausdruck des Computerbildes; SP 1 al@iSpermien mit intaktem
Akrosom (SYTO positiv, PNA negativ); SP 2 = memlgaschadigte Spermien
mit intaktem Akrosom oder volligem Verlust des Akoms (Pl positiv, PNA
negativ); SP 3 = membrangeschadigte Spermien méfarbten Akrosom (PI
positiv, PNA positiv); SP4 = vitale Spermien migafarbten Akrosom (SYTO
positiv, PNA positiv]. Schematische Darstellung der vitalen Spermien mit
intaktem Akrosom (b), der toten Spermien mit ingslktAkrosom (c), der toten
und akrosomangefarbten Spermien (d) und der vitahehakrosomangefarbten
Spermien (e) nach SYTQ7 / FITC-PNA / PI-Farbung (nach Krienke 2003).
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3.4.2.3 Spermachromatinstruktur-Assay (SCS' )

Evenson et al. (2002) beobachteten, dass Veramgiemuim der Chromatinstruktur der
Spermien haufig trotz erfolgreicher Befruchtungeinem Absterben des Embryos flhren.
Die Spermachromatinstrukturanalyse liefert sormegriweiteren Parameter zur Bestimmung
der Spermaqualitat. Sie beruht auf dem Prinzips @ésormal strukturiertes Chromatin eine
erhohte Empfindlichkeit gegenuber einer Sauredeieatung besitzt. Dies fuhrt zu einer
teilweisen Trennung der normalerweise doppelstgingrliegenden DNA in Einzelstrange.
Nach der sich anschlieBenden Farbung mit dem metaehischen Farbstoff Akridinorange
emittiert doppelstrangige DNA Licht im griinen Betei(Abb. 3.4). Einzelstrangige DNA
zeigt hingegen eine rote Fluoreszenz. Mit Hilfe @errchflusszytometrie wird bei jedem
einzelnen Spermium die Intensitat beider Fluorezzerestimmt. Errechnet man den Anteil
der Rotfluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz, sélterhan den so genannten DNA-
Fragmentations-Index (DFI), der ein Mal3 fur dier&tg der Integritdt der Chromatinstruktur
der einzelnen Spermien darstellt (Evensboal ., 2002).

Die Probenaufbereitung und Messung erfolgte nachbee Evenson und Jost (2000)

beschriebenen Methode.
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Abb. 3.4. Punktwolkendiagramm (a) bei der dunesdkzytometrisch durchgefihrten
Spermachromatinstrukturanalyse (SP = SpermienptipojaSchematische
Darstellung der Spermien mit griiner Fluoreszenzdl). doppelstrangiger DNA
und Spermien mit erhdéhter Rotfluoreszenz (c), shihvermehrt vorkommender
einzelstrangiger DNA nach dem SCSA™ (nach Kriend@3J.

Mittels computergestutzter Auswertung der Punktwotkagramme wurde fir jedes
einzelne Spermium der Anteil der Rotfluoreszenzdan Gesamtfluoreszenz (rot + griin)
ermittelt (DFI-Wert).

Die DFI-Werte der analysierten Spermien einer Samae wurden in Abhangigkeit
ihrer Hohe in einem Verteilungshistogramm dargéstébb. 3.5) und der prozentuale Anteil
der Spermien mit erhdhten DFI-Werten an der Gesapofjation errechnete. Diese Spermien

werden nach Evenson et al. (2002) als DFI-Sperimgzeichnet.
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Abb. 3.5: Haufigkeitsverteilung der DFI-Werteh. des Anteils der Rotfluoreszenz an der
Gesamtfluoreszenz (rot + griin) (modifiziert nachERSON et al., 2002).

3.5 Blutprobenentnahme und -untersuchung

Den 12 Hengsten des zweiten Versuchs wurden naér jdopplersonographischen
Untersuchung Blutproben aus der V. jugularis entmem und auf ihren Gehalt an
Gesamtostrogen und Testosteron untersucht.

3.5.1 Plasmagewinnung

Zur Bestimmung des Hormongehaltes im Plasma wugte Hengsten am Ende jeder
Untersuchung mit Hilfe des Venoject-Vakuum-Blutaitmesystems (Terumo Europe N. V.
Leuven, Belgien) eine EDTA-Blutprobe aus der V.ylagis entnommen. Die Probe wurde
zunéchst auf Eis gelagert und dann 15 min in ftidgnzentrifuge (Hettich Universal 32 R,
Andreas Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen) beiC4und 2000 g zentrifugiert.

AnschlieRend wurde das Plasma abpipettiert undziniswveiteren Untersuchung bei -20°C
gelagert.
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3.5.2 Testosteronbestimmung

Zur Bestimmung des Testosterongehalts im BlutpladeraHengste wurde ein Enzym-
Immuno-Assay (EIA) der Firma DRG Instruments GmbWarburg (Testosteron ELISA
Kat.-Nr.: EIA-1559) in etwas modifizierter Form gesetzt:

Als Standard diente Testosteron (Sigma, T5411) erei8h von 0,25 ng/ml bis 16 ng/ml
in 30% Methanol. Zweihundert Mikroliter der Probaurden nach Etherextraktion (3 ml
30/70 vIv% tertiar-Butyl-Methyl-Ether /PetroletheAusfrieren bei -60°C und Abdampfen
der Etherphase bei +60°C im Schuttelwasserbad @d1230% Methanol aufgenommen. In
den Test wurden je Well 25ul eingesetzt. Als Koligro dienten Plasmaproben eines
Wallachs mit und ohne Zusatz von 10,0 ng/ml Testost

Inkubationszeiten, Farbreaktion und Auswertunglgtém ohne weitere Modifikationen
nach Angaben des Herstellers.

3.5.3 Gesamtostrogenbestimmung

Zur Bestimmung des Ostrogens wurden PlasmaprolmemeEIA (Antikorper: 1,3,5(10)-
Ostradiol-3,17R-diol-17-HS-BSA Code 2/3Whst; Markdr,3,5(10)-Ostratrien-3,17R-diol-
17HS-HRP), analog wie bei Meyer (1989) und Meyeaalef1997) beschrieben, unterworfen.

Zu 100 pl Plasma wurden 250 ul Hydrolyselosung (&eBuffer pH 4,8 mit 0,4% I3-
Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia) flipg und 3 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Extraktwie in Kapitel 3.6.2 beschrieben. Die
Aufnahme erfolgte in 2 ml 30%igem Methanol, wodureine 20-fache Verdinnung des
Ausgangswertes entstand. Von diesen vorverduinnteakien wurden 20 pul pro Well in die
EIA-Testplatte eingesetzt.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte IHiife des Programms Stat View 5.0
(SAS Institute Inc., Cary / North Carolina, 1998% wurden Mittelwerte, Standardfehler des
Mittelwertes und Spearman Korrelationen errechiéiterhin kam der Wilcoxon-Test zur
Uberprifung auf signifikante Unterschiede zwischesrschiedenen Gruppen innerhalb
einzelner Zeitpunkte sowie zwischen den Zeitpunkiererhalb der einzelnen Gruppen zur
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Anwendung. Unterschiede mit einer Irrtumswahrsdigikeit von p < 0,05 wurden als

signifikant definiert, wahrend solche mit p < 0,48 tendenzielle Unterschiede bezeichnet

wurden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinisch-andrologische und anamndsthe Befunde

Bei den Hengsten beider Versuche waren wahrendjelesmmten Behandlungszeitraums
klinisch und ultrasonographisch keine pathologisch¥erdnderungen am Genitale
festzustellen.

Den drei Gruppen des NO-Donoren-Versuchs wurdebhiragig von der Spermaqualitat
bzw. Fertilitat jeweils gleichaltrige Hengste zugkt(p > 0,05). Die Mittelwerte fur das Alter
betrugen bei der Kontrollgruppe (K)7 + 1,6 Jahre k + sx; Min.: 4,5 Jahre; Max.: 14,5
Jahre) bei der FertilAid-Gruppe (B)0 + 1,9 Jahre(X * sx; Min.: 3,5 Jahre; Max.: 15,5
Jahre) und bei der Molsidomin-Gruppe (MB+ 2,2 JahreX * sx; Min.: 3,5 Jahre; Max.:
17,5 Jahre).

Auch die Hengste des hCG-Versuchs wurden so ausdewdass sie im Mittel
gleichaltrig waren (p > 0,05). Die 4 Hengste demiollgruppe (K) wiesen ein mittleres
Alter von 12,5+ 1,3Jahren X + sx; Min.: 10 Jahre; Max.: 16 Jahre) und die 8 Hengste
hCG-Gruppe (H) eines von 1261,6Jahren k + sx; Min.: 7 Jahre; Max.: 20 Jahre) auf.

Die Fertilitatsdaten der Hengste der beiden Gruppesn zweiten Versuchs (Tab. 4.1)

unterschieden sich nicht voneinander (p > 0,05).
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Tab. 4.1: Fertilitatsparametex (+ sx ) der Hengste der Kontroll- (K) und hCG-Gruppe (H).
Es wurden die Mittelwerte der Fertilitatsergebnisier Jahre 1997 bis 2002

verwendet.
Versuchsgruppe
Fertilitatsparameter K H
(4 Hengste) (8 Hengste)
Frahgraviditatsrate 40,4+ 3,5 41,4+ 3,0
pro Zyklus [%]
Abfohlrate
35,7+ 2,9 36,5 2,6

pro Zyklus [%]

4.2 Testikularer Blutfluss

Der testikulare Blutfluss wurde bei den 30 Hengsten beiden Versuche mit Hilfe des
mittleren Blutflussvolumens (BFV), des Resistanudek (RI) und des Pulsatility Index (P1)

der Aa. testiculares quantifiziert.

4.2.1 Korrelation zwischen den Blutflussparamet

Um den testikularen Blutfluss moglichst einfach, dgen ohne groRReren
Informationsverlust beschreiben zu konnen, wurdetersncht, ob zwischen den
Blutflussparametern BFV, RI und Pl Zusammenhangaeben, die eine Beschréankung auf
einen dieser Parameter erlauben. Hierfir wurden\Vdezte der rechten und linken Aa.
testicularegler Untersuchungswoche -1 (Versuch 1) bzw. -stuih@éersuch 2), also Werte

der Zeitpunkte vor Behandlungsbeginn, verwendet (#2).
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Tab. 4.2: Korrelationen zwischen den Blutflusspaetern Pulsatility Index (PI), Resistance
Index (RI) und Blutflussvolumen (BFV) der A. testiaris. Es wurden von den 30
Hengsten der beiden Versuche jeweils die Werte liken und rechten A.
testicularis der Untersuchungswoche -1 (NO-Dondfersuch ) bzw. -stunde 0
(hCG-Versuch) verwendet.

BFV RI PI

BFV - -0,03 -0,01

RI -0,03 - 0,91
PI -0,01 0,91 -

** Korrelation p < 0,0001

Insgesamt betrachtet bestanden hohe Korrelatiowestlzen den Dopplerindices RI und
Pl (r =0,91; p < 0,0001). Es fallt jedoch auf, slder Zusammenhang zwischen diesen beiden
Parametern um so geringer wurde, je hoher die Wesdeen (Abb.4.1). Da in der
vorliegenden Studie Dopplerwellen mit enddiastdleso Null- bzw. Ruckwartsfliiss auftraten
und der RI in diesen Féllen einen Maximalwert vaamhimmt, wodurch diese Dopplerwellen
nicht mit Hilfe des letztgenannten Parameters fierdinzieren sind, wurde zur Beurteilung
des Blutflusswiderstandes der PIl-Wert herangezogen.

Zwischen den BFV- und PI- Werten existierte keirs@mmenhang (r = -0,01; p > 0,05),
weshalb im Folgenden die Blutfliisse mittels didsgden Parameter analysiert werden.

Wahrend sich die BFV-Werte [ml/min] der linken (hd rechten (r) A. testicularis nicht
voneinander unterschieder & sx: |: 26,9+ 1,9, r: 26,4 2,1; p > 0,05), waren die Pl-Werte
der linken A. testicularis héher als die der reohfe + sx: |: 2,3+ 0,2; r: 2,1+ 0,2; p <
0,05). Zwischen den PI- (r = 0,72; p < 0,05) bzw\VBWerten (r = 0,58; p < 0,05) beider
Seiten bestanden mittel- bis hochgradige Korretatio Daher wurden fir die folgenden

Auswertungen jeweils die Mittelwerte aus beidendBeh herangezogen.
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Abb. 4.1:

4.3

4.3.1

Korrelation zwischen dem Resistance) (®id Pulsatility Index (PI) der A.
testicularis der 30 Hengste der beiden VersuclaerJeunkt reprasentiert den
Wert der linken oder rechten A. testicularis dertddsuchungswoche -1 (NO-
Donoren-Versuch) bzw. -stunde 0 (hCG-Versuch).

Einfluss von FertilAid-for-Sthions™ und dem Stickstoffmonoxid-Donor

Molsidomin auf den testikul&n Blutfluss und die Spermaqualitat

Testikularer Blutfluss

Vor Behandlungsbeginn unterschied sich das testiguBlutflussvolumen (Abb. 4.2;

Tab. 4.3, Anhang) der drei Gruppen nicht (p > Q,@#s Blutflussvolumen der Hengste der

Molsidomin-

Gruppe lag zwar um 22% (K) bzw. 25% (ter dem der beiden anderen

Gruppen, da die Variabilitat aber sehr hoch wannken keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden. Sowohl die Hengste der Kohtads auch Molsidomin-Gruppe zeigten

zwischen den einzelnen UntersuchungszeitpunktemekAnderungen im Blutflussvolumen

(p > 0,05). Dagegen fiel das Volumen bei der F&idiGruppe zum Zeitpunkt 2, also in der

zweiten Woche nach Therapiebeginn, um 19% gegerddreAusgangswerten ab (p < 0,05).

Zu diesem Zeitpunkt war das Blutflussvolumen dengtge der FertilAid-Gruppe um 12%

(p < 0,05)

bzw. das der Molsidomin-Gruppe um 23%<(©,05) niedriger als bei der
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Kontrollgruppe. Am Ende der Behandlungsperiode watee Werte der FertilAid-Gruppe
wieder bis auf das Niveau der Ausgangswerte areggsti (p < 0,05). Zu diesem Zeitpunkt

lagen die Werte der Molsidomin- um 22% niedriges diejenigen der Kontrollgruppe

(p < 0,05).

40 1 [l Kontrolle
FertilAid .
35 7 * [] Molsidomin T
=
£ a CR—
£ 30 -
>
LL
@
25 - b ?
20 -
0 - =

1 t 2
Behandlunsbegini
Zeitpunkt

Abb. 4.2: Blutflussvolumen (BFV) der A. testicuta der Kontroll-, FertilAid- und
Molsidomin-Gruppe zu den Untersuchungszeitpunktehund 3 & £ sx; n =
jeweils 6 Hengste). Die Werte des Zeitpunktes lltatedie Mittelwerte der
Wochen -2 und -1 dar. Die Werte der Zeitpunkte @ @nstammen aus den
Wochen 2 bzw. 8 nach Behandlungsbeginn.

* #: Unterschied zwischen darten verschiedener Untersuchungszeitpunkte
innerhalb einer Grugpe< 0,05).

a, b: Unterschied zwischen ekiesdenen Gruppen innerhalb eines bestimmten
Zeitpunkts (p < 0,05).
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Die Ausgangswerte des GefalB3widerstandsindex Pl .(AbB; Tab. 4.3, Anhang)

unterschieden sich zwar zwischen beiden NO-DondraBdlungsgruppen (p < 0,05), das

heiRt die FertilAid-Gruppe wies hohere Pl-Werte al§ die Molsidomin-Gruppe, es

bestanden aber keine Differenzen zur Kontrollgrufpe 0,05). Wahrend der Behandlung

waren keine Unterschiede (p > 0,05) mehr zwischean @ruppen festzustellen, da der Pl in
der FertilAid-Gruppe um 17% abfiel (p < 0,05) undhsdie PI-Werte der Kontroll- und
Molsidomin-Gruppe wahrend des Untersuchungszeitsanight anderten (p > 0,05).

2,6

2,4

2,2

Pl

2,0

1,8

Abb. 4.3:

AN\

*a [l Kontrolle
FertilAid
|:| Molsidomin
#
b T '

2 3

Behandlunsbegini )
Zeitpunkt

Pulsatility Index (PI) der A. testictkder Kontroll-, FertilAid- und Molsidomin-
Gruppe zu den Zeitpunkten 1, 2 undX3 £ sx; n = jeweils 6 Hengste). Der Wert
des Zeitpunktes 1 stellt den Mittelwert der Wockh2rund -1 dar. Die Werte der
Zeitpunkte 2 und 3 entsprechen den Wochen 2 bnac8 Behandlungsbeginn.

*, #: Unterschied zwischen denri&fie verschiedener Untersuchungszeitpunkte

innerhalb einer Gruppe<(0,05).

a, b: Unterschied zwischen veleidnen Gruppen innerhalb eines bestimmten

Zeitpunkts (p < 0,05).
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4.3.2 Spermaqualitat

4.3.2.1 Ejakulatvolumen, Spermiengesamtaat|Motilitat

Das Ejakulatvolumen (Abb. 4.4; Tab. 4.4, Anhang;r@aeler einzelnen Wochen: Tab.
4.5, Anhang) der Hengste der drei Versuchsgruppeterschied sich zu keinem
Untersuchungszeitpunkt (p > 0,05). Zwar waren derté/der FertilAid-Gruppe niedriger als
diejenigen der anderen beiden Gruppen, die Untiexdelwaren aber nicht signifikant. Auch
innerhalb der einzelnen Hengstgruppen waren wahsl Behandlungszeitraums keine

Anderungen im Ejakulatvolumen zu verzeichnen (p05D

[ Kontrolle
60 A FertilAid
[] Molsidomin
95
E
= 50 -
£
S 45 H
o
P
5 4
S 40
4
S,
w35 -
30 -
0 A :
1 T 2 3
Zeitpunkt

Abb. 4.4: Ejakulatvolumenx £ sx) der Hengste der Kontroll-, FertilAid- und Molsitin-
Gruppe zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpuniie= jeweils 6 Hengste).
Der Wert des Zeitpunktes 1 stellt den Mittelwertersy Wochen (-2 und -1) dar,
wahrend die Werte der Zeitpunkte 2 und 3 die Mitegte dreier Wochen (1, 2
und 3 bzw. 6, 7 und 8) reprasentieren. Der WerreWioche stellt wiederum den
Mittelwert dreier Untersuchungstage dar.
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Wochen: Tab. 4.5, Anhang) unterschied sich wedelischven noch
Hengstgruppen voneinander (p > 0,05).

Spermiengesamtzahl [Mrd.]

Abb

Auch die Spermiengesamtzahl (Abb. 4.5; Tab. 4.4hakg; Werte der einzelnen

Il Kontrolle

FertilAid

14 A ) :
|:| Molsidomin

AN

2

Behandlunsbegini

Zeitpunkt

innerhalb der

. 4.5. Spermiengesamtzaldl ¢ sx) der Ejakulate der Hengste der Kontroll-, FertilAi
und Molsidomin-Gruppe zu unterschiedlichen Untensungszeitpunkten (n =
jeweils 6 Hengste). Der Wert des Zeitpunktes 1lltstitn Mittelwert zweier
Wochen (-2 und -1) dar, wahrend die Werte der Zeitpe 2 und 3 die
Mittelwerte dreier Wochen (1, 2 und 3 bzw. 6, 7 @&)deprasentieren. Der Wert
einer Woche stellt wiederum den Mittelwert dreiagrtéfsuchungstage dar.
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Zwischen dem Anteil an vorwartsbeweglichen Spermiam drei Versuchsgruppen

bestanden zu keinem der drei Untersuchungszeitpwighifikante Unterschiede (Abb. 4.6;

Tab. 4.4, Anhang; Werte der einzelnen Wochen: #iah. Anhang). Innerhalb der Gruppen

nahmen nur die Werte der Kontrollgruppe zwischem deitpunkten 1 und 2 ab (p < 0,05),

wobei dieser Abfall mit 2,9% jedoch nur geringgoadiar.

66

64

62

60

58

56

Vorwartsbewegliche Spermien |

o

N

. Kontrolle

FertilAid
|:| Molsidomin

2

Behandlunsbegini
Zeitpunkt

Abb. 4.6: Anteil vorwartsbeweglicher Spermien £ sx) in den Ejakulaten der Hengste der

Kontroll-,

und  Molsidomin-Gruppe zu  umizhiedlichen

Untersuchungszeitpunkten (n = jeweils 6 Hengstex Wert des Zeitpunktes 1

stellt den Mittelwert zweier Wochen (-2 und -1) dardhrend die Werte der

Zeitpunkte 2 und 3 die Mittelwerte dreier Wochen Z1lund 3 bzw. 6, 7 und 8)

reprasentieren. Der Wert einer Woche stellt wiecherden Mittelwert dreier

Untersuchungstage dar.

* #: Unterschied zwischen den Wenterschiedener Untersuchungszeitpunkte
innerhalb einer Gruppe<(p,05).
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4.3.2.2 Vitale Spermien

Der Anteil der vitalen Spermien (Abb. 4.7; Tab.,4Ahhang) der drei Versuchsgruppen
unterschied sich weder innerhalb noch zwischenG@emppen (p > 0,05). Zwar kam es bei
den Hengsten der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 2 zkeitig zu einem Abfall des
Blutflussvolumens und auch die BFV-Werte der FairtitGruppe fielen mit Beginn der
Behandlung ab, die Variationen unter den Hengstaremv aber so grof3, dass die

Unterschiede nicht signifikant waren.

16 - [l Kontrolle
FertilAid
44 - T [] Molsidomin
S
—_ 42 -
[ -
Q0
£
o 40 A
o
N
o)
S 38 o
>
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O —

1 4 2 3
Behandlunsbegini Zeitpunkt
Abb. 4.7: Anteil vitaler Spermienx( £ sx) in kryokonservierten Spermaproben der Hengste
der Kontroll-, FertilAid- und Molsidomin-Gruppe ir8YTO®17/FITC-PNA/PI-

Assay zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunktenjeweils 6 Hengste). Die
Werte der Zeitpunkte 1, 2 und 3 entsprachen denéNeler Wochen -2, 2 und 8.
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4.3.2.3

Akrosomgeschadigte bzw. —reagiepermien

Auch hinsichtlich des Anteils der Spermien mit dédgaten Akrosom, d.h. mit

Akrosomenreaktion bzw. -schadigung (Abb. 4.8; T4l3, Anhang) unterschieden sich die

Werte weder innerhalb noch zwischen den GruppenQj05).

22

20

18

16

14

Akrosomangefarbte Spermien [%]

_ [l Kontrolle
FertilAid -
[] Molsidomin

o
3

1 f 2 3

Behandlunsbegini Zeitpunkt

Abb. 4.8: Anteil der Spermien mit angefarbten Aom (X + sx), d.h. mit geschadigtem

oder reagiertem Akrosom, in kryokonservierten Spgmoben der Hengste der
Kontroll-, FertilAid- und Molsidomin-Gruppe im SYTQ7/FITC-PNA/PI-Assay
zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten (jeweils 6 Hengste). Die
Werte der Zeitpunkte 1, 2 und 3 entsprachen denéiNeer Wochen -2, 2 und 8.

51



Ergebnisse

4.3.2.4 Chromatinstruktur der Spermien

Die DFI-Werte (Abb. 4.9; Tab. 4.7, Anhang), die telé desSpermachromatinstruktur-
Assays ermittelt wurden, unterschieden sich zudaizeitpunkt zwischen den Gruppen (p >
0,05). Die Werte der drei Gruppen &nderten sicogadm Verlauf der Untersuchungen (p <
0,05). Wahrend der Anteil an DFI-Spermien, das thei@& Spermien mit geschadigter
Chromatinstruktur der Kontroll- und Molsidomin-Gipg zwischen den Zeitpunkten 2 und 3
anstieg (p < 0,05), fiel er bei der FertilAid-Grigppum Zeitpunkt 2 vortibergehend um 30%
ab (p < 0,05), um anschlielRend wieder auf das Agsraveau anzusteigen.

35 7 [l Kontrolle 4
30 - | FertilAid
[] Molsidomin

S 25 -
p= #
Q * *
. T
()
7]
~ 15 H
LL
D *

10 - x

5 -

O -

1 t 2 3
Behandlunsbegini Zeitpunkt

Abb. 4.9: Anteil der DFI-Spermienx( = sx). Es wurden Tiefgefrierspermaproben der
Hengste der Kontroll-, FertilAid- und Molsidomin-@Gpe wahrend der drei
Untersuchungszeitpunkte untersucht (n = jeweilsehids$te). Der Wert eines
Zeitpunkts setzt sich aus dem Mittelwert dreier dgstichungswochen
zusammen.

*, #: Unterschied zwischen d®arten verschiedener Untersuchungszeitpunkte
einer Gruppe (p < 0,05
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4.4 Zusammenhang zwischen testikuldreBlutfluss und Spermaqualitat

Vor Beginn der Behandlung bestand ein positiver adusenhang zwischen dem
mittleren Blutflussvolumen und der SpermiengesahitZa = 0,65; p < 0,05; Tab. 4.8).
Zwischen den anderen Blutfluss- und Spermaparametaren dagegen keine signifikanten

Korrelationen nachzuweisen.

Tab. 4.8: Korrelationen zwischen den Blutflusspaetern BFV und Pl der A. testicularis
und verschiedenen Spermaparametern vor Behandiegigsbh Es wurden die
Mittelwerte aus den Wochen -2 und -1 der Hengstekaatroll-, FertilAid- und
Molsidomin-Gruppeyebildet.

BFV Pl

Ejakulatvolumen 0,13 0,02

Spermiengesamtzahl 0,65* -0,17

Vorwartsbewegliche 0,17 -0,09
Spermien

Vitale Spermien -0,14 -0,07

Akrosomangefarbte -0,06 -0,02
Spermien

DFI-Spermien 0,05 0,12

" Korrelation p <0,05

Die FertilAid-Gruppe war die einzige Gruppe, bei rdes wahrend des
Untersuchungszeitraums zu signifikanten Verandezoragr Blutfluss- und Spermaparameter
kam. Um zu veranschaulichen, wie sich die Paramaiemander verhielten, wurden die
relativen Anderungen der Blutflussparameter mit dmiationen der DFI-Spermien, also
dem Spermaparameter, der sich am deutlichstent@ngerglichen. Dazu wurde der aus allen
Untersuchungszeitpunkten gebildete Mittelwert dezenen Parameter gleich 100% gesetzt
und die prozentuellen Abweichungen davon berectidadt. 4.10). Kein Zusammenhang war

zwischen den Anderungen der PI- und BFV-Werte keraren. Das Blutflussvolumen fiel
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zunachst um 19% ab und stieg dann wieder auf desaNider Ausgangswerte an, wahrend
der PI kontinuierlich zum Zeitpunkt 3 hin um 17%iab
Die Anderungen in den DFI-Werten dhnelten den Solkwagen in den BFV-Werten.

Zuerst nahm DFI um 30% ab und stieg dann wiederabisdas Niveau der Ausgangswerte
an.

140 17 BFV
130 - x [ Pl
Bl DFI-Spermien

*

120 -~

110 A

100 A

Anderung [%]

90 A

80 -

70 A

)3

S i
Behandlunsbegin Zeitpunkt

Abb. 4.10: Relative Anderung der Blutflussparagneter A. testicularis und des Anteils an
DFI-Spermien der Hengste der FertilAid-Gruppe (n 65 wahrend des

Untersuchungszeitraums< (+ sx). Die Mittelwerte der Zeitpunkte 1 bis 3
entsprechen 100%.

* #: Unterschied zwischen d&arten verschiedener Untersuchungszeitpunkte
einer Gruppe (p < 0,05
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4.5 Einfluss von humanem Choriongadotropin (hCG) auf den testikularen
Blutfluss und die Steroidhononkonzentrationen im Blutplasma

45.1 Testikularer Blutfluss

Wahrend sich das mittlere Blutflussvolumen (Abld14.Tab. 4.9, Anhang) innerhalb der
Kontrollgruppe wahrend des gesamten Untersuchuiiggaas nicht signifikant (p > 0,05)
anderte, stieg es bei den Hengsten der hCG-Gruppmhalb der ersten Stunde nach der
Behandlung kurzfristig um 21% an (p < 0,05). In datten Stunde waren die Werte wieder
auf das Ausgangsniveau abgefallen. Danach nahm Blagflussvolumen wieder
kontinuierlich bis Stunde 24 post applicationem zu.diesem Zeitpunkt war BFV um 35%
gegeniber dem Ausgangswert erhoht (p < 0,05). mfdigenden Tagen fielen die BFV-
Werte stetig ab und waren 168 Stunden nach der Agigikation um 31% niedriger als die
Ausgangswerte (p < 0,05).

Das mittlere Blutflussvolumen der acht Hengste WEG-Gruppe unterschied sich zu

keinem Untersuchungszeitpunkt von dem der 4 Herdgst&ontrollgruppe (p > 0,05).

50 [l Kontrolle
45 [] HCG
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k Untersuchung nach Behandlung [h]

Abb. 4.11: Anderungen im Blutflussvolumen (BF\R & sx) der Hengste der Kontroll-
(n = 4) bzw. hCG-Gruppe (n = 8), wahrend des Untdrangszeitraums. Es
wurden jeweils die Mittelwerte der linken und resfA. testicularis gebildet.

* #, +: Unterschied zwischdan Werten verschiedener
Untersuchungsaaitgte einer Gruppe (p < 0,05).
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Auch die PI-Werte (Abb. 4.12; Tab. 4.9, Anhang) Kentrollgruppe anderten sich nicht
signifikant (p > 0,05). Im Gegensatz dazu war ded®&® hCG-Gruppe eine Stunde post
injectionem um 22% des Ausgangswertes abgefallen @©5), um dann bis zur Stunde 12
post injectionem wieder anzusteigen. Vierundzwar&ignden nach der hCG-Applikation
hatten die PI-Werte dann erneut vortiibergehend abgeen (p < 0,05), um in der 72. Stunde
post applicationem wieder das Niveau der Ausgangewzu erreichen. In der Folgezeit
blieben die PI-Werte auf konstantem Niveau.

Der GefaRwiderstandsindex Pl der Hengste der hQgpgr war zwar etwas hoher als
derjenige der Kontrollgruppe, diese Unterschiedeewaber nicht signifikant.

33 7 . Kontrolle

30 - * [] Hce "
2,7
T 24 A # #

2,1 A

1,8 A

o
N

0 1 3 6 12 24 72 120 168

Behandlung
Untersuchung nach Behandlung [h]

Abb. 4.12: Anderungen im Pulsatility Index (PR & sx) der Hengste der Kontroll- (n = 4)
bzw. hCG-Gruppe (n = 8), wahrend des Untersuchwigaams. Bei jeder
Untersuchung wurde der Mittelwert aus dem Wert ldéeen und rechten A.
testicularis gebildet.

* #: Unterschied zwischen d&arten verschiedener Untersuchungszeitpunkte
einer Gruppe (p < 0,05
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4.5.2 Steroidhormonkonzentrationen imthsma

45.2.1 Testosteron

Die Testosteronspiegel (Abb. 4.13; Tab. 4.10, Aghamei den Hengsten der
Kontrollgruppe unterlagen  keinen  signifikanten  \felérungen wahrend des
Untersuchungszeitraums (p > 0,05).

Dagegen stiegen sie bei der hCG-Gruppe innerhatbedgen 3 Stunden nach der
Behandlung steil um das 5,2-fache gegenuber derteWeater Stunde 0 an (p < 0,05).
Daraufhin fielen die Testosteronspiegel vortubergdteb (p < 0,05), um anschliel3end wieder
bis zur 72. Stunde nach der Behandlung kontinglerlbis auf das 6,5-fache des
Ausgangswertes zuzunehmen (p < 0,05). Im Anscldossieses zweite Maximum nahm der
Testosteronspiegel wieder ab und lag in Stundenl88mehr bei etwa dem Doppelten des
Ausgangswertes (p < 0,05). Alle nach der Behandggmmessenen Werte waren gegenuber
der Ausgangskonzentration erhéht (p < 0,05).

Vor der Behandlung unterschieden sich die Testostegrte der Kontroll- und hCG-
Gruppe nicht signifikant. Zwischen der ersten urtd 3tunde nach der Behandlung war
jedoch ein tendenziell hoherer Testosteronspiegetier hCG-Gruppe im Vergleich zu den

Kontrollhengsten festzustellen (p = 0,07).
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Abb. 4.13:  Anderungen der Testosteronkonzentratioim Blutplasma X + sx) der
Hengste der Kontroll- (n = 4) bzw. hCG-Gruppe (n8% wahrend des
Untersuchungszeitraums.

* #:. Unterschied zwischemdNerten verschiedener Untersuchungszeitpunkte
einer Gruppe (p €5),
@ ®): tendenzieller Unterschied zwischen verschied&@mppen innerhalb
eines bestimmtet@enkts (p < 0,10).

45.2.2 Ostrogene

Innerhalb  der Kontrollgruppe kam es zwar zu Schwagken der
Gesamtostrogenkonzentration (Abb. 4.14; Tab. 4Arthang) und zu einem Anstieg der
Werte um 28% der Ausgangswerte in Stunde 12, dvasen aber nicht signifikant (p > 0,05).

Bei den Hengsten der hCG-Gruppe blieben die Ostnwgete zunachst bis zur dritten
Stunde nach der Behandlung auf dem Niveau des Agsgeertes und stiegen 6 Stunden
nach der hCG-Injektion auf das 1,6-fache gegendbar Wert vor der Behandlung an (p <
0,05). Zwischen der 6. und 24. Stunde post appdicain blieben die Werte auf einem
konstantem Plateau, um dann kontinuierlich bis%d% des Ausgangswertes in Stunde 168
abzufallen (p < 0,05).
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Die Ostrogenwerte der Kontrollgruppe waren zwarastWoher als die der hCG-Gruppe,
es bestanden aber zu keinem Untersuchungszeitpigmitikante Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen.
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Abb. 4.14: Anderungen der Gesamtostrogenkonz@men im BlutplasmaX + sx) der
Hengste der Kontroll- (n = 4) bzw. hCG-Gruppe (n8% wahrend des
Untersuchungszeitraums.

* #, +: Unterschied zwischdan Werten verschiedener
Untersuchunggaaiikte innerhalb einer Gruppe (p < 0,05).

4.6 Zusammenhang zwischen testikoém Blutfluss und

Steroidhormonkonzentrationen

Es wurden zunéchst die Korrelationen zwischen detfl@ssparametern BFV und PI der
A. testicularis und den SteroidhormonkonzentrationBlutplasma vor Behandlungsbeginn
bestimmt (Tab. 4.11). Bei den 12 Hengsten, diei@seal Studie einbezogen wurden, war zu
diesem Zeitpunkt kein Zusammenhang zwischen BFV w®in Testosteronspiegel
festzustellen (p > 0,05). Im Gegensatz dazu warBlaslussvolumen hoch positiv mit der
Gesamtostrogenkonzentration  korreliert  (Abb.  4.15¢wischen Pl  und den

Steroidhormonspiegeln waren dagegen keine Zusaniéngelzu verzeichnen (p > 0,05).
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Tab. 4.11;

Korrelationen zwischen den Blutflusapaetern BFV und Pl der A. testicularis
und den Steroidhormonkonzentrationen vor Behandloeginn. Es wurden die
Mittelwerte der rechten und linken A. testiculadisr 12 Hengste der hCG- und

Kontroll-Gruppe verwendet.

Testosteron Gesamtdstrogen
BFV 0,37 0,90
Pl 0,18 0,01

* Korrelation

50
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BFV [ml/min]
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10

p < 0,05

0 100 200 300 400 500

Gesamtdostrogen [pmol/ml]

Abb. 4.15: Korrelation zwischen dem Blutflussvolen (BFV) der A. testicularis und der

Gesamtostrogenkonzentration im Blutplasma der 12hgske des hCG-
Versuchs. Jeder Punkt reprasentiert den Mittelaest den BFV-Werten der
linken und rechten A. testicularis mit dem dazugieh Ostrogenwert zur

Untersuchungsstunde 0.

Um die Anderungen der Blutflussparameter und Sté@imonkonzentrationen der mit

hCG behandelten Hengste unter- und miteinanderleiengn zu konnen, wurden fur die
einzelnen Parameter die Mittelwerte aus den vezsehnien Zeitpunkten gebildet und gleich

100% gesetzt und die relativen Abweichungen dawsedhnet (Abb. 4.16, Abb. 4.17).
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Abb. 4.16:
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Abb. 4.17:
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Untersuchung nach Behandlung [h]

Relative Anderung des BFV und PI dertésticularis der Hengste der hCG-
Gruppe (n = 8) wahrend des Untersuchungszeitrasmis §x ). Die Mittelwerte
aus allen Untersuchungszeitpunkten jeder Grupmpethen jeweils 100%.
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Untersuchung nach Behandlung [h]

Relative Anderung der Steroidhormonkonzationen der Hengste der hCG-

Gruppe (n = 8) wahrend des Untersuchungszeitranisgx ). Die Mittelwerte
aus allen Untersuchungszeitpunkten jeder GrupEpesthen jeweils 100%.
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Vergleicht man die relativen Schwankungen der Blaf#parameter miteinander, so
erkennt man, dass die BFV-Werte (Min.: 67%; Max@0%) deutlicher variierten als die PI-
Werte (Min.: 84%; Max.. 112%). Die BFV- und PIl-Wertzeigten einen in etwa
gegensatzlichen Verlauf. So wurden die beiden BRMkiwha und PI-Minima zeitgleich, das
heif3t 1 und 24 Stunden post injectionem, gemessen.

Beim Vergleich der relativen Schwankungen der beiSéroidhormonkonzentrationen
nach der hCG-Injektion fiel auf, dass sich die ds&ronkonzentrationen (Min.: 30%; Max.:
199%) zum einen deutlicher und zum anderen nichiigleeeh im Vergleich zu den
Ostrogenspiegeln (Min.: 48%; Max.: 150%) anderi@ie. Testosteronkonzentrationen waren
bereits unmittelbar, das heif3t 1 Stunde nach d&-hfEktion angestiegen und bis zum Ende
des Untersuchungszeitraums gegeniiber den Ausgangswarhoht. Die Ostrogenspiegel
stiegen dagegen erst 6 Stunden nach der Verabngjalan hCG an, blieben anschlie3end bis
24 Stunden post applicationem auf erhohtem Niveaun, dann unter das Niveau der
Ausgangswerte abzufallen.

Vergleicht man das Ausmald der Schwankungen imkte&ten Blutflussvolumen mit
denen der Steroidhormonkonzentrationen, so falft dass nur die BFV-Werte &hnlich
ausgepragte Anderungen aufwiesen wie die Sexuaiidéerwahrend sich die PI-Werte nur
geringfugig veranderten.

Bei der Gegentberstellung der Veranderungen irBffén und Testosteronwerten zeigte
sich, dass eine Stunde nach der hCG-Applikationtgleeth die BFV-Werte und
Testosteronspiegel angestiegen waren. Wahrend lddffuSsvolumen aber 3 Stunden post
injectionem bereits wieder geringgradig abnahmgletén sich die Testosteronwerte bis zu 3.
Stunde post injectionem, um danach wieder kurifrigbzufallen. Im weiteren Verlauf der
Untersuchungen kam es zu einem erneuten Anstie@lEér und Testosteronwerte, wobei
auch hier die BFV-Maxima friher erreicht wurders dle héchsten Testosteronwerte. Die
BFV-Werte waren 24 Stunden post injectionem am &iieh) wahrend die
Testosteronkonzentrationen ihr Maximum erst 72 &uan nach der hCG-Applikation
erreichten. Nach diesen Zeitpunkten kam es sowwohBiutflussvolumen als auch in den
Testosteronspiegeln zu einem Ruckgang, wobei digfl$svolumina bis weit unter die
Ausgangswerte absanken, wahrend die Testosteroektvaionen auch zum Abschluss der
Untersuchungen noch tiber dem Niveau vor der hCQikgin lagen.

Die Ostrogenspiegel stiegen zwar nicht wie BFVén ersten Stunde nach hCG-Injektion
an, ab der 3. Stunde &hnelten jedoch die Blutflersswderungen sehr den Schwankungen in
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den Ostrogenspiegeln. Beide Parameter stiegenubiStzinde 24 post injectionem an und

fielen anschlie3end parallel zueinander bis zumekfet Untersuchungen ab.

4.7 Zusammenhang zwischen testikularemuBfluss und Fertilitdtsdaten

Zwischen dem mittleren Blutflussvolumen der A. imdaris der Hengste des hCG-
Versuchs vor Behandlungsbeginn und dem MittelwertFkrtilitatsdaten der Jahre 1997 bis
2002 bestanden keine Korrelationen (p > 0,05) (#&l®).

Im Gegensatz dazu konnte aber eine tendenzielltivegéorrelation zwischen den PI-
Werten und den Fertilitatsparametern festgestatten (p < 0,10).

Tab. 4.12: Korrelationen zwischen BFV und Pl Aettesticularis und dem Mittelwert der
Fertilitatsdaten der Jahre 1997 bis 2002. Es wurdderMittelwerte der rechten
und linken A. testicularis vor Beginn der Behandjwerwendet (n = 12).

Frihgraviditatsrate Abfohlrate
pro Zyklus [%] pro Zyklus [%]
BFV 0,11 -0,16
PI -0,58" -0,56"

(*) Korrelation p <0,10

Um zu uberprifen, ob anhand der Anderungen im Bigfolumen nach hCG-
Applikation Hinweise auf die Fertilitat zu erhaltsind, wurden die mit hCG behandelten
Hengste in eine Gruppe (n = 4) fertiler und eine@pe (n = 4) subfertiler Hengste unterteilt.
Die fertilen Hengste hatten eine durchschnittlidhvéchtigkeitsrate pro Zyklus von 46,2%
und eine Abfohlrate pro Zyklus von 43,1%. Bei dabfertilen Hengsten hatten zwei Hengste
eine Fruhgraviditatsrate pro Zyklus von 29,0 bz@;4%36 und eine Abfohlrate pro Zyklus von
24,8 bzw. 26,3%, einer zeigte zur Zeit der Untensng eine hochgradige Oligo- und
Teratozoospermie und das Sperma des vierten Henggie aufgrund einer schnellen
Verminderung der Spermienmotilitat fir das Einferund den Frischspermaversand

ungeeignet.
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Bei der Gegeniberstellung der Schwankungen im IBagfolumen (Abb. 4.18; Tab.
4.13, Anhang) der fertilen und subfertilen Hengatggten sich keine grol3en Unterschiede
(p > 0,05). Auch das absolute Blutflussvolumen berden Gruppen unterschied sich zu

keinem Untersuchungszeitpunkt voneinander (p >)0,10
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Abb. 4.18: Blutflussvolumen (BFV) der A. testiatis fertiler (n = 4) und subfertiler
Hengste (n = 4) vor und nach der Behandlung mit {€G sx).
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Die Schwankungen des Widerstandsindex Pl (Abb.;4La8. 4.13, Anhang) nach hCG-
Injektion unterschieden sich ebenfalls nicht zwescthfertilen und subfertilen Hengsten
(p > 0,05). Die PI-Werte der subfertilen Hengsteemaaber hoher als die der fertilen, wobei
sich diese Abweichungen aufgrund der Variationensawen den Hengsten nur in den
Stunden 6, 24 und 72 tendenziell unterschiedenqgi®).
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Abb. 4.19: Pulsatility Index (PI) der A. testiauk fertiler (n = 4) und subfertiler Hengste
(n = 4) vor und nach der Behandlung mit hCGH sx).
@ ®: tendenzieller Unterschied zwischen verschiedé€mpen innerhalb
eines bestimmtam@unkts (p < 0,10).
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Die Testosteronspiegel der fertilen und subfertilétengste stiegen nach der
Verabreichung von hCG &hnlich stark an (Abb. 4.28b. 4.14, Anhang). Die Werte der
subfertilen Hengste waren aber in der Stunde 36utahdenziell niedriger als diejenigen der

fertilen Hengste (p = 0,07).
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Abb. 4.20: Die Testosteronkonzentration im Bluspta fertiler (n = 4) und subfertiler
Hengste (n = 4) vor und nach der Behandlung mit i€G sx).
@ ®)- tendenzieller Unterschied zwischen verschiedé€emppen innerhalb
eines bestimmtent@ankts (p < 0,10).
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Auch die Schwankungen der Ostrogenspiegel (Abld;4[ab. 4.14, Anhang) der beiden
Gruppen zeigten keine deutlichen Unterschiede (10,685). Die Ostrogenspiegel der
subfertilen Hengste lagen aber bis zur Stunde 3lenf Niveau der Ausgangswerte, wahrend

die der fertilen Hengste bereits angestiegen wgren0,07).
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Abb. 4.21: Die Gesamtdstrogenkonzentration imtfdasma fertiler (n = 4) und subfertiler
Hengste (n = 4) vor und nach der Behandlung mit (G sx).
@ ®: tendenzieller Unterschied zwischen verschiedé&wempen innerhalb
eines bestimmtent@ankts (p < 0,10).
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5 Diskussion

Die Hoden sind hochaktive Gewebe und produziergglicth mehrere Milliarden
Spermien. Daher sind sie sehr empfindlich gegeni@iérungen in der Versorgung mit
Nahrstoffen, welche vorwiegend Uber das Blut heeasiportiert werden (Damber and Bergh,
1992; Bergh and Damber, 1993; Bergh al., 2001). So wurde in einer Reihe von
Untersuchungen am Menschen (Battagtial., 2000; Battaglieet al., 2001; Biagiottiet al.,
2002; Tarharet al., 2003) und an verschiedenen Tierarten (Begtgdl., 1988; Berghet al.,
2001) nachgewiesen, dass Zusammenhéange zwischéastikularen Durchblutung und der
Spermaqualitat bestehen.

Die Durchblutung der Hoden wird durch verschiedéasokonstriktoren und -dilatatoren
gesteuert. Eine bedeutende, endogen vorkommendeasadilatatorisch wirkende Substanz
stellt Stickstoffmonoxid (NO) dar (Moncade al., 1991; Inagamiet al., 1995). Diese
Substanz wird auch im Hoden synthetisiert. Das Bnayelches NO produziert, wurde in
den Leydig- und Sertoli-Zellen, der peritubuldreaniina propria sowie den testikularen
BlutgefalRen nachgewiesen (Middendoeff al., 1997). Battaglia und Mitarbeiter (2000)
stellten fest, dass bei Menschen ein positiver Ewsanhang zwischen den im
Seminalplasma  gemessenen  Stickstoffmonoxidkonzetesn, der  testikularen
Durchblutung und der Zahl und Qualitat der Spernhiesteht.

Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid kann auchctiudie exogene Applikation der
Aminosaure L-Arginin bzw. von Stickstoffmonoxid-Damen stimuliert werden. So werden
entsprechende Pharmaka appliziert, um bei Herzskagfierkrankungen die Durchblutung zu
verbessern. In einer experimentellen Studie korauBerdem gezeigt werden, dass die
Verabreichung solcher Medikamente den uterinen owdriellen Blutfluss beim Pferd
erhohen kann (Steffen, 2000).

Neben lokal im Hoden synthetisierten Mediatorenestn bei der Regulation der
testikularen Durchblutung auch Hormone eine wi@htiBolle zu spielen. So ist aus
Untersuchungen an Labortieren bekannt, dass nacNetabreichung von hCG, das einen
Anstieg der Testosteron- und Ostrogenkonzentratiom® Blutplasma bewirkt, die
Blutversorgung des Hodens ansteigt (Wahd., 1984; Dambeet al., 1985; van Vliekt al.,
1988).

Auch beim Hengst induziert die exogene Applikatieon hCG einen Anstieg der
Testosteron- und Ostrogenspiegel im Blut (Setcmdl Cox, 1982; Zwaiet al., 1989; Roser,
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1995). Roser (1995) stellte auRerdem fest, dasaniZmenhange zwischen der Zunahme der
Sexualsteroidkonzentrationen und der Fertilitdt degngste bestehen. So stiegen die
Ostrogenspiegel bei infertilen Hengsten weit wenideutlich an als bei subfertilen und
fertilen Hengsten. Beim Hengst gibt es bisher jéddeine Informationen uber die
Auswirkungen einer exogenen Verabreichung von hGiGlan testikularen Blutfluss.

Das Ziel dieser Arbeit lag zum einen darin, zu pbéen, ob ein Zusammenhang
zwischen der Hodendurchblutung und der Spermierigabarbzw. —qualitat sowie der
Fertilitat besteht. Zum anderen wurde untersuchgicken Effekt durchblutungsférdernde
Pharmaka, welche die NO-Synthese stimulieren, auoftdstikularen Blutfluss und die Zahl
und Qualitat der Spermien haben. AuRerdem wurdaufiareachtet, welchen Einfluss hCG
auf die Hodendurchblutung hat und inwieweit evtli beobachtende Anderungen im
testikularen Blutfluss auf Schwankungen in den dstston- und Ostrogenkonzentrationen
zuriickzufiihren sind. Um zu uberprifen, ob moglieteese zu beobachtende Anderungen im
testikularen Blutfluss Hinweise auf die Fertilidér Hengste geben kdnnten und damit die
Farbdopplersonographie der A. testicularis nachldgktion von hCG als diagnostisches
Hilfsmittel zur Beurteilung der Fertilitat von Hestgn eingesetzt werden konnte, wurden

sowohl fertile als auch subfertile Tiere untersucht

51 Zusammenhange zwischen den Blussparametern

Im Rahmen von dopplersonographischen Studien wardBlutfluss meist anhand von
Dopplerindizes, welche ein Mafl} fur den Blutflusssvitand in der Peripherie des
untersuchten Organs darstellen, semiquantitatasstf(Dubinskyet al., 1998; Middletonet
al., 1989). Am haufigsten werden hierbei die Paranfeesistance Index (RI) oder Pulsatility
Index (PI) verwendet, wobei in der Regel, ohne Arggaon Grinden, nur jeweils einer dieser
beiden Parameter herangezogen wird. In der vorigge Studie wurde daher darauf
geachtet, inwieweit die Ergebnisse, welche bei Ardueg des Pl bzw. RI erhalten werden,
miteinander vergleichbar sind.

Es zeigte sich, dass RI zwar bei niedrigen, niedb¢h bei hohen Werten hoch positiv
mit den PI-Werten korrelierte (Abb. 4.1). Die Urkacdafir liegt in den unterschiedlichen
Wertebereichen fiir diese beiden Dopplerindizes. Pekann Werte von 0 bis unendlich
annehmen, wahrend der RI nur fur das Intervall @dns 1 definiert ist. Bei kontinuierlicher
Erhdhung des Blutflusswiderstandes nehmen zundmshide Parameter linear zu; wahrend
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sich aber dieser Anstieg beim Pl weiter linear detzt, néhert sich der RI asymptotisch
seinem Maximalwert von 1. Dies bedeutet, dass BlsgE mit hohem Widerstand mit dem PI
besser zu differenzieren sind als mit dem RI. Ad8er ist anhand des RI keine
Unterscheidung von Dopplerkurven ohne enddiastodisc Blutfluss, die bei manchen
Hengsten in der A. testicularis zu beobachten sindglich, da in all diesen Fallen dieser
Parameter seinen Maximalwert von 1 annimmt. Dastedem PI bei der Quantifizierung des
testikularen Blutflusswiderstand der Vorrang gedmmidem RI zu geben.

Die Dopplerindizes werden aber nicht nur herangeapgm den Blutflusswiderstand zu
beurteilen; haufig werden anhand dieser Parametach aRlckschlisse auf das
Blutflussvolumen (BFV) gezogen (Mauli al., 1989; Scholtest al., 1989). So geht man
davon aus, dass niedrige Dopplerindex-Werte au¢ ¢iohe Blutversorgung des Organs
hinweisen und umgekehrt. Bislang finden sich in deéeratur aber keine Untersuchungen
Uber Zusammenhange zwischen den Dopplerindizesdand testikularen Blutfluss. In der
vorliegenden Studie wurde daher Uberprift, inwiéw&iorrelationen zwischen den
Dopplerindizes und dem Blutflussvolumen in der ésticularis bestehen. Hierzu wurden die
beiden Blutflussparameter miteinander verglicharm zinen bei einmaliger Untersuchung
verschiedener Hengste und zum anderen bei mehendligtersuchung derselben Hengste
im Laufe verschiedener Behandlungen mit Pharmaka. lErganzungsfuttermitteln sowie
Hormonen.

Es zeigte sich dabei, dass die Dopplerindizes k&ifiekschlisse auf das absolute
Blutflussvolumen zulassen. Die RI- und PI-Wertes dei den verschiedenen Hengsten vor
der Behandlung bestimmt wurden, korrelierten nictitt den Blutflussvolumina in der A.
testicularis (Tab. 4.2). Dieses Ergebnis entspridet Beobachtung, welche bei der
farbdopplersonograghischen Untersuchung der uteriDarchblutung der Stute (Diaz-
Peinado, 2003; Ratjen, 2003) gemacht wurde. Hietbente ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen BFV und PI festgestellt werden. Es schaer im Widerspruch zu stehen mit den
Resultaten experimenteller Untersuchungen der Mlwtimg der Nabelschnurarterie von
Schaffeten (Mauliket al., 1989). Hierbei wurde mit Hilfe einer Klemme defuBluss
vermindert und dabei eine hohe negative Korrelafior -0,84; p < 0,05) zwischen den
Anderungen des Blutflussvolumens und denen des é&ttas/ festgestellt. Bei einer kritischen
Bewertung der Resultate dieser Studien ist jedactbeachten, dass nach Scholtes et al.
(1989) und Maulik et al. (1989) dieser Zusammenhangschen BFV und Pl nur bei
konstanten hamodynamischen Bedingungen wie Blukdrirterzleistung, Viskositat des

Blutes und GefaBwandelastizitat gilt. Es ist abahtndavon auszugehen, dass solche
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identischen Verhaltnisse bei verschiedenen Hengaidiegen. So ist zum Beispiel bekannt,
dass in der Aufzweigung und im Durchmesser dereAticularis ausgepragte individuelle
Variationen bestehen (Heinze and Ptak, 1976; Jawitas/a and Jantosovic, 1983; Pozor and
Kolonko, 2000).

Betrachtet man die Anderungen der Blutflussparam®@E/ und Pl nach der Injektion
von hCG, dann zeigt sich, dass unter diesen Bedggunegative Zusammenhange zwischen
den beiden Parametern bestehen. So waren zu dguiaiden, in denen die hdochsten BFV-
Werte gemessen wurden, die PI-Werte am niedriggteb. 4.16). Dies weist darauf hin, dass
nach einer hCG-Injektion die hamodynamischen Vénise weitgehend konstant bleiben.
Im Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung mit Fadifar-Stallions’, das unter anderem L-
Arginin enthalt, welches ein wichtiges Substrat flie NO-Synthese darstellt, sowohl zu
einem Abfall der BFV- als auch der PI-Werte (Abl2,4Abb. 4.3). Diese Beobachtung l&asst
darauf schlieBen, dass durch dieses Ergé&nzungsiiittd auch die Hamodynamik
beeinflusst wird. Es ist beispielsweise bekanngsddO vasodilatatorisch wirkt und so die
hamodynamischen Verhdltnisse verandert werden (Rtmet al., 1991; Inagamiet al.,
1995).

5.2 Auswirkungen von FertilAid-forStallions” und Molsidomin auf die
Hodendurchblutung bzw. die $omaqualitat

Es wurde das Erganzungsfuttermittel FertilAid-faalons” und das bislang nur in der
Humanmedizin eingesetzte Medikament Molsidomin wllwia Uberprift, ob sie
Auswirkungen auf den testikularen Blutfluss und &eermaqualitat haben. FertilAid-for-
Stallions” enthalt neben anderen Substanzen auch L-Argiris,als Substrat fir die NO-
Synthese dient und bei Molsidomin handelt es sioh ain Medikament, aus dem nach
Metabolisierung in der Leber NO freigesetzt wird.

FertilAid-for-Stallions”  fiilhrte voriibergehend in der zweiten Woche nach
Behandlungsbeginn zum Abfall des Blutflussvolumensghrend am Ende der
Untersuchungsperiode wieder die Ausgangswerte rzewnen waren (Abb. 4.2). Dieses
Ergebnis erscheint etwas Uberraschend, da die (ugliche Hypothese war, dass das in
diesem Erganzungsfuttermittel enthaltene L-Arginineiner Vasodilatation und dadurch zu
einem Anstieg in der testikularen Durchblutung flEs ist jedoch zu bertcksichtigen, dass,
wie bereits erwahnt, das Enzym, welches NO ausdipim synthetisiert nicht nur im Hoden,
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sondern in verschiedensten Organsystemen vorkoumdtes damit durch die Verabreichung
von L-Arginin nicht nur zu einem Anstieg des NO-&pls im Hoden, sondern auch in
anderen Organen kommen kann. Hinckley et al. (1988)en bei ihren Untersuchungen zur
Durchblutung der Extremitdten bei Pferden eine Ydatation und damit eine
Blutflussverbesserung nach der Verabreichung vonrDd@oren fest. So konnte das Blut
vorwiegend in ein anderes Organ, das mehr NO-Sgat{flOS) als der Hoden enthalt,
umgeleitet worden sein und dies zum Abfall in dastikularen Blutversorgung gefihrt haben.
Fur diese These spricht auch die Tatsache, dastooen die Mechanismen zur Regulation
der Durchblutung nur vergleichsweise schwach ausggsind (Setchell, 1970; Damber and
Janson, 1978; Bergh and Damber, 1993) und sichrdsfe vermutlich starker auf die
Durchblutung anderer Organe auswirkt.

Fur die Beobachtung, dass BFV nur voribergehend den ersten beiden
Behandlungswochen abfiel und zum Ende der Untetswgdperiode wieder angestiegen war,
kommen unterschiedliche Ursachen in Frage: zumekdante es daran liegen, dass in den
ersten beiden Wochen die doppelte Menge FertilaidStallions’ im Vergleich zu den
ubrigen Wochen verabreicht wurde, zum anderen \aéich eine ,Down-Regulation® der
NOS durch die Applikation von L-Arginin denkbar,hd.es kdnnte zu einer reduzierten
Expression oder auch zu einer herabgesetzten #litidieses Enzyms kommen. Ein
negativer Effekt auf die Expression der mRNA von®N®@urde nach der exogenen Gabe von
NO-Donoren auch von Rohr (2003) nachgewiesen.

Der kontinuierliche Abfall der PI-Werte wahrend d@shandlungszeitraums bekraftigt
die Vermutung, dass FertilAid-for-Stallionseine vasodilatatorische Wirkung austibt (Abb.
4.3). Obwohl auch andere Stoffe in diesem Ergangfuttgrmittel enthalten sind, ist es sehr
wahrscheinlich, dass L-Arginin fur die GefaRerweitey verantwortlich ist, da von den
anderen Substanzen bisher keine solchen Effektdhbelen wurden.

Nach der Behandlung mit Molsidomin &nderte sicheveaths Blutflussvolumen noch der
GefalRwiderstand (Abb. 4.2, Abb. 4.3). Eine mdgligir&larung hierfir kdnnte die bereits
erwahnte ,Down-Regulation” der NOS sein (Rogers mymérro, 1992; Assreust al., 1993;
Bugaet al., 1993; Rossellet al., 1994; Rossellet al., 1998). Auch ist eine Unterdosierung
von Molsidomin nicht auszuschlieen, da dieses késdent bisher noch nicht beim Pferd
eingesetzt wurde und somit noch keine Informatiotibar dessen Dosierung vorliegen. In
der vorliegenden Untersuchung wurde die MolsidoBasis nach Vorversuchen, bei denen
der Blutdruckabfall am Pferd bei ansteigender Dosig des Medikamentes gemessen wurde,

ermittelt.
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Betrachtet man die Spermaqualitadt wahrend der \¢asphase, dann fallt auf, dass sich
sowohl bei der FertilAid- als auch bei der Molsidor®sruppe die Parameter
Ejakulatvolumen, Spermiengesamtzahl, Vorwartsbeisleigit sowie Prozentsatz vitaler und
akrosomaler Status nicht oder nur geringflgig @edefAbb. 4.4 bis Abb. 4.8). Diese
Ergebnisse stehen scheinbar im Widerspruch zu dsmbd&htungen anderer Autoren, die
positive Effekte von NO auf diese Spermaeigensehdtinden (Hellstroret al., 1994; Lewis
et al., 1996; Creectet al., 1998; Yeomaret al., 1998; Battagliaet al., 2000). Hierbei ist
jedoch zu beachten, dass diese Resultate auf Uokensgen beruhen, bei denen lediglich
uberpraft wurde, inwieweit Zusammenhénge zwischadogenen NO-Spiegeln und der
Spermagqualitdt bestehen bzw. in wieweit die Veliahteng von NO-Donoren in-vitro sich
auf die Spermaparameter auswirkt. Es ist keine nidntdung bekannt, bei der die Effekte
von Substanzen, welche in vivo den NO-Spiegel eghpim ihrer Wirkung auf das Sperma
Uberpruft wurden. Aul3erdem ist anzumerken, dassdéeiin der Literatur beschriebenen
Studien, bei denen der Zusammenhang zwischen eneioddO-Spiegeln und Spermaqualitat
Uberpruft wurde, fertile und infertile Manner vedjlen wurden. In der eigenen Studie
wurden jedoch nur Hengste ohne Fertilitatsstorungearsucht.

Die Chromatinstruktur der Spermien war der einzigarameter, der deutlichere
Schwankungen wahrend des Versuchszeitraums aufiiesDFI-Spermien, d.h. der Antell
der Spermien mit Verdnderungen in der Chromatikiry nahm in der Kontrollgruppe
zwischen den Zeitpunkten 2 und 3, also zwischeteMdezember und Ende Januar deutlich
zu und auch die Werte der Hengste der Molsidomump@e stiegen an (Abb. 4.9). Die
Ursache fur diesen Anstieg ist nicht bekannt. Siente dadurch bedingt sein, dass im Januar
aufgrund der bereits beginnenden BesamungssaisorHeingste haufiger, d.h. teilweise
taglich deseminiert wurden wund sich diese erhohteladdung negativ auf die
Chromatinstruktur der Spermien auswirkte. Es sedbg¢h bisher keine Studien Uber solche
Zusammenhange bekannt. Im Gegensatz zu den Hengstelontroll- und Molsidomin-
Gruppe waren bei den Tieren, denen FertilAid-fal®mns” gefittert wurde, keine
Unterschiede in der Chromatinstruktur zwischen deitpunkten vor und am Ende der
Behandlungsperiode festzustellen. Es kam sogaerredeiten Woche nach Versuchsbeginn
voriibergehend zu einem Abfall der DFI-Spermien W 3FertilAid-for-Stallions scheint
also einen positiven Effekt auf die DNA-Integritdgr Spermien zu haben. Es wurden zwar
bisher keine Untersuchungen uber den Effekt von &l@® die Chromatinstruktur der
Spermien durchgefiihrt, man weild jedoch, dass, @ih&om Redoxstatus in der Zelle, NO
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entweder Radikale abfangen oder aber deren Frersgtgtimulieren kann (Herreret al.,
2001). AuRerdem gibt es Studien dartuber, dass wrhtKonzentrationen an
Sauerstoffradikalen die DNA-Integritat negativ bdkeissen (Wangt al., 2003; Moustafaet
al., 2004). So konnte in der vorliegenden Untersuchdag durch L-Arginin induzierte
Anstieg der NO-Spiegel bei entsprechendem Redwsstdér Spermien die Bildung von
Sauerstoffradikalen gehemmt und damit die Chromtatiktur der Spermien positiv
beeinflusst haben.

Interessant ist, dass die bei der FertilAid-Gruppebachteten Anderungen des Anteils an
DFI-Spermien den Schwankungen im testikularen Rissivolumen glichen. In der zweiten
Woche nach Behandlungsbeginn nahmen sowohl diéukse Blutversorgung als auch der
prozentuale Anteil der DFI-Spermien ab, um beide Bnide des Behandlungszeitraums
wieder ihr Ausgangsniveau zu erreichen (Abb. 4.1Ddgegen wurde vor Beginn der
Behandlung kein positiver Zusammenhang zwischentegkularen Blutversorgung und
dem Ausmal an Stérungen der DNA-Integritat fesafiegiTab. 4.8). Bagiotti et al. (2002)
sowie Tarhan et al. (2003) stellten positive Katiehen zwischen Blutversorgung und
Spermiengesamtzahl fest. Es ist aus der Literdiar keine Untersuchung bekannt, bei der
der Einfluss der testikularen Durchblutung auf arameter DNA-Integritat der Spermien
Uberpruft wurde. Nach Setchell und Maddocks (1994) Zheng and Olive (1997) ist das
Hodengewebe relativ schlecht mit Blut versorgt dadhit der Sauerstoffpartialdruck relativ
niedrig. Dies sei nach Ansicht mehrerer Autoren htvg; damit mdglichst wenig
Sauerstoffradikale, welche die Spermien schadigamien, gebildet werden (Max, 1992;
Setchell and Maddocks, 1994; Aitken, 1999). So kérsich die durch die Applikation von
FertilAid-for-Stallions” abgefallene Blutversorgung iber eine Reduzierungr d
Sauerstoffradikalbildung positiv auf die Chromatioktur ausgewirkt haben. Diese
Interpretation widerspricht jedoch der Ansicht whisdener Autoren, dass es bereits bei einer
geringen Reduktion des Sauerstoffgehalts zu Schaden im Hoden kommt (Lissbraat
al., 1997; Bergtet al., 2001).

5.3 Zusammenhang zwischen dem t&staren Blutfluss und der

Spermaqualitat

Vergleicht man statt der relativen Anderungen diegflBsses und der Spermagqualitat die
absoluten Werte, in dem man die BFV- und PI-Werer @inzelnen Hengste vor

Behandlungsbeginn nimmt und mit den Spermaparam@teBeziehung setzt, so stellt man
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fest, dass zwischen dem testikulédren Blutflussvelnmnd der Spermiengesamtzahl positive
Zusammenhange bestehen (Tab. 4.8). Dieses Ergsbmght Gberraschend, da einerseits
eine positive Korrelation zwischen dem Hodenvoluroad der Spermiengesamtzahl besteht
(Pickett, 1993) und andererseits auch davon ausgega werden kann, dass mit
zunehmendem Hodengewebe der Nahrstoffbedarf undt ahentestikulare Durchblutung
ansteigt. Auch Tarhan et al. (2003) fanden bei Mamnmit Varikozelen eine positive
Korrelation zwischen den BFV-Werten der A. testicid und dem Hodenvolumen. Dagegen
waren Zusammenhange zwischen der HOhe des Bluwfldesstandes und dem
Hodenvolumen bei den Hengsten nicht festzustelesses Ergebnis ist nicht tGberraschend,
da, wie bereits erwahnt, keine Korrelation zwischden Dopplerindizes und dem
Blutflussvolumen bestand.

Die fehlende Beziehung zwischen den testikularernflBsswerten und der Mehrzahl der
untersuchten  Spermaparameter steht im  Widerspruch den  Ergebnissen
dopplersonographischer Untersuchungen am Mensdiegindenen infertile Patienten mit
einer Asthenozoospermie hohere Dopplerindex-Werteiasen als fertile Manner mit einem
physiologischen Spermiogramm (Battaglet al., 2000). Hierbei ist jedoch darauf
hinzuweisen, dass in der eigenen Studie keinetilgier sondern nur fertile Zuchthengste
untersucht wurden. Es ist nicht auszuschlieRens d#srtile Hengste mit einem deutlich
veranderten Spermiogramm andere Blutflusswerte eigsém als zuchttaugliche Tiere und
sich dadurch, entsprechend zu den humanmedizims8halien, ein solcher Zusammenhang

ergeben wirde.

5.4 Auswirkungen der Applikation va humanem Choriongonadotropin (hCG)

auf die Hodendurchblutung bzwdie Steroidhormonkonzentrationen

Die Verabreichung von hCG fuhrte bei Hengsten zmemi ahnlichen Anstieg im
testikularen Blutfluss, wie er im Rahmen experinalat Studien an der Ratte beobachtet
worden war (Dambest al., 1981; Setchell and Sharpe, 1981; Dandvat., 1985; Dambeet
al., 1987a). So wurde beim Hengst eine wellenformigedekung in der testikularen
Durchblutung nach der Verabreichung von hCG festélesanit Maximalwerten fur BFV und
Minimalwerten fir P1 zu den Zeitpunkten 1 und 2drtten post injectionem (Abb. 4.16). Die
Erh6hung der testikularen Blutversorgung war ber #engsten jedoch nicht so deutlich
ausgepragt wie bei der Ratte. Statt eines Blutllnssegs um das Zwei- bis Dreifache,
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welcher bei der Ratte beobachtet worden war, kabeeden Hengsten nur zu einer Zunahme
des Blutflussvolumens um 35%. Beim Vergleich didSegebnisse muss aber berlcksichtigt
werden, dass bei den in der Literatur beschrieb&tedien Ratten verwandt wurden, denen
hCG subkutan und in einer relativ zum Koérpergewidatitlich hoheren Dosis verabreicht
wurde.

Die bei der Ratte beobachtete Zunahme des tegswhkul@8Blutflusses nach der
Verabreichung von hCG wird von vielen Autoren mitez Erhéhung der Testosteronspiegel
in Verbindung gebracht (Dambetral., 1981; Wanget al., 1983; Wanget al., 1984; Damber
et al., 1985; Dambeet al., 1987b).

Auch in der vorliegenden Studie konnte nach derlikppon von hCG der bei Pferden
geschilderte biphasische Verlauf von Testosterabaehtet werde. Es kam aber statt in der
ersten Stunde (Coet al., 1973; Amann and Ganjam, 1981; Setchell and C882;1Roser,
1995) und nach zwei bis drei Tagen (Silberzahal., 1988; Zwainet al., 1989, Cox and
Redhead, 1990; Roser, 1995) in der dritten Stumdknach drei Tagen zu den maximalen
Testosteronspiegeln (Abb. 4.13). Auch waren die iMaxniedriger als diejenigen anderer
Studien (Coet al., 1973; Setchell and Cox, 1982; Silberzahal., 1988; Zwairet al., 1989;
Cox and Redhead, 1990; Roser, 1995). Dies liegnutlich daran, dass bei den in der
Literatur beschriebenen Studien mit 10.000 IE h@GGroR3pferden (Silberzalet al., 1988;
Zwain et al., 1989; Roser, 1995) bzw. 6000 IE bei Ponys (&®&t., 1973; Setchell and Cox,
1982; Cox and Redhead, 1990) eine deutlich hohestsizingesetzt wurde als in der eigenen
Arbeit, bei der den Hengsten 5.000 IE hCG verabteiairde.

Vergleicht man die Schwankungen der Testosterogspimit denen der testikularen
Durchblutung, dann zeigt sich, dass die Blutflugsevder A. testicularis friher anstiegen als
die der Testosteronspiegel (Abb. 4.16, Abb. 4.D@se Beobachtung widerspricht allerdings
der Ansicht, dass Testosteron fur die Regulatior testikularen Blutversorgung
verantwortlich ist (Dambest al., 1992).

Da bekanntlich bei der Metabolisierung von Testost€Ostrogene gebildet werden und
diese nachgewiesenermallen einen starken vasathisthen Effekt haben, wurde in der
vorliegenden Arbeit zusatzlich Gberpruft, inwiewsith die Plasmadstrogenspiegel nach der
Applikation von hCG &anderten und ob diese mit defutfBissschwankungen in
Zusammenhang stehen.

Es zeigte sich, dass hCG, ahnlich wie in der Literdbeschrieben (Silberzahet al.,
1989; Zwainet al., 1989; Roser, 1995), einen Anstieg der Gesamugsitkionzentrationen
induziert (Abb. 4.14). Es kam aber nicht, wie voosB (1995) beschrieben, bereits in der
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ersten Stunde post applicationem zur Erhéhung dsiro@ene, sondern erst 6 Stunden
danach. Die Hormonspiegel blieben bis zur Stundaw4dhohem Niveau, um anschliel3end
wieder deutlich unter das Ausgangsniveau abzufallen

Vergleicht man die Anderungen der Testosteron- Qstfogenspiegel miteinander, wird
deutlich, dass die Ostrogenschwankungen zeitlialsetet zu denjenigen des Testosterons
auftraten (Abb. 4.17). Dies spricht fur die vonigén Autoren (Zwairet al., 1989; Roser,
1995) postulierte Metabolisierung von Testosteran @strogen. Betrachtet man die
Anderungen im testikularen Blutfluss mit denen @estrogenspiegel, dann stellt man fest,
dass diese relativ &hnlich waren. Dies spricht gaflass die nach der hCG-Injektion
beobachteten Blutflussschwankungen vorwiegend isudadurch ausgelésten Anderungen in
den Ostrogenspiegeln  zuriickzufihren sind.  Ostrogeseheinen aber auch
physiologischerweise eine wichtige Rolle bei derg&ation der Hodendurchblutung zu
spielen, da auch bei den unbehandelten Hengstenheime Korrelation (r = 0,90; p < 0,05)
zwischen dem Blutflussvolumen und den Plasmadstisggegeln zu verzeichnen war.

Der bereits eine Stunde nach der Applikation vorGhReobachtete Anstieg in der
testikularen Durchblutung ist dagegen nicht Ostnbgelingt, da zu diesem Zeitpunkt die
Konzentration dieses Hormons noch nicht zugenomrinatte. Diese Zunahme in der
Hodendurchblutung konnte auf einem direkten Effektin hCG auf das testikulare
GefalRsystem, wie er in mehreren Studien (Damebet., 1986; Bergh and Damber, 1987;
Bergh and Damber, 1993) bei der Ratte beobachtedeyzuriickzufiihren sein. Bei dieser
Tierart wurden eine Stunde nach der Injektion v@&Ghentzindungsahnliche Symptome mit
einer Hemmung der Vasomotion und einer Relaxati@ar gdraekapillaren Sphinkter

festgestellt.

5.5 Zusammenhang zwischen dem testikuéir Blutfluss und den Fertilitatsdaten

Es bestanden zwar keine signifikanten Zusammenhéamwgechen den testikularen
Blutflussparametern und der Fertilitit der Hengdendenziell waren jedoch negative
Korrelationen zwischen den Pl-Werten und der Frawigrtatsrate (r = -0,55; p < 0,10) bzw.
Abfohlrate pro Zyklus (r = -0,56; p < 0,10) festirlen (Tab.4.12). Bei der Betrachtung der
Fertilitatsdaten muss aber berucksichtigt werdessdliese nicht die Fertilitatsleistung der
Untersuchungssaison widerspiegeln, sondern Mittiédverorangegangener Decksaisons
darstellen. Es ist aber nicht davon auszugehes, diase Fertilitdtsdaten stark von einander
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abweichen. Wie Dbereits erwéhnt, sind Zusammenhamgeischen testikularen
Blutflussparametern und der Fertilitat auch im Rahrhumanmedizinischer Untersuchungen,
bei denen der Blutflusswiderstand zwischen fertilemd infertilen Patienten verglichen
wurde, nachgewiesen worden. Die Ursachen dafir santh nicht eindeutig geklart. Es ist
jedoch anzunehmen, dass es aufgrund pathologisaréanderungen, wie einer Fibrosierung
des Hodengewebes inklusive der Gefalde, ahnlich iwianderen Geweben (Buturovic-
Ponikvar and Visnar-Perovic, 2003; Aubet al., 2004) zur Erhdéhung des
Blutflusswiderstandes kommt. Da in der eigenen Arle@ine Kklinisch nachweisbaren
krankhaften Ver&nderungen an den Hoden der Hermsteerzeichnen waren, sind die
Zusammenhange zwischen Blutflusswiderstand undiliggrtivermutlich nicht so deutlich
ausgepragt wie bei den Studien am Menschen, ba&ndanch Manner mit Pathologien am
Hoden in die Studie aufgenommen wurden.

Eine weitere mogliche Ursache fiur die inverse Baang zwischen Blutflusswiderstand
und Fertilitat konnte eine von Collin et al. (1986b) beschriebene testikulare Fehlfunktion
sein, bei der es zur Uberproduktion verschiedenasokonstriktoren kommt. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass eine solche Erkrankung niahtnmit einer Vasokonstriktion und damit
einer Erhdhung des Blutflusswiderstandes verbundest, sondern auch mit
Fertilitatsstorungen.

Die Anderungen der Blutflussparameter und der Hmispaegel nach der hCG-Injektion
lieRen keine Riickschliisse auf die Fertilitat deng$te zu. Beim Vergleich der Anderungen
der Blutflussparameter der A. testicularis nach\derabreichung von hCG zwischen fertilen
und subfertilen Hengsten ergaben sich keine déetlidJnterschiede, d.h. bei den fertilen und
subfertiien Hengsten kam es zu é&hnlichen Schwardungim  Blutfluss
(Abb. 4.18, Abb. 4.19). Auch die Anderungen der mHonspiegel waren bei beiden
Hengstgruppen ahnlich (Abb. 4.20, Abb. 4.21).

Roser (1995) hatte bei infertilen Hengsten im Gegenzu fertilen und subfertilen Tieren
nach der Verabreichung von hCG keinen Anstieg destdSteron- und Ostrogenspiegel
festgestellt. Da in der vorliegenden Studie eireg@ilusammenhang zwischen der Reaktion
von Ostrogen und derjenigen des testikularen Bisstts auf die Injektion von hCG
nachzuweisen wurde, ist es sehr wahrscheinlichs tas infertilen Hengsten nicht nur die
Anderungen in den Ostrogenkonzentrationen, sonderch diejenigen des testikularen
Blutflusses ausbleiben. In diesem Falle konnteFdidbdopplersonographie in Kombination
mit der hCG-Injektion als diagnostische Hilfsmittlir Bestimmung oder zumindest als

Hinweis auf die Fertilitdt der Hengste zum Eindadmmen.
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5.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Besting des Blutflusswiderstandes mit
Hilfe des Resistance Index bzw. Pulsatility Indexder A. testicularis beim Hengst keine
Ruckschlisse auf das testikulare Blutflussvolumdasst.

Die Spermiengesamtzahl, nicht aber die anderenn&parameter hangt mit dem
testikularen Blutflussvolumen zusammen.

Die Applikation des Erganzungsfuttermittels Feriil&or-Stallions”, das unter anderem
die Aminoséaure L-Arginin enthalt, welches das Sratshir die Stickstoffmonoxidsynthese
darstellt, bewirkte Uberraschenderweise keinen i@gstsondern eine voribergehende
Reduzierung des testikularen Blutflussvolumens. s®ieAnderung im testikularen
Blutflussvolumen hatte keine Auswirkungen auf dieghZder Spermien. Hinsichtlich der
Spermaqualitdt war parallel zum Abfall in der Hoderchblutung eine kurzzeitige
Verbesserung der Integritdit der DNA der Spermiesiztestellen. Die Applikation des
Stickstoffmonoxid-Donors Molsidomin wirkte sich wexdauf die testikuldre Durchblutung
noch die Spermaqualitat aus.

Die Blutversorgung hangt in hohem MalRe von dendgstispiegeln ab. So bestanden
positive  Zusammenhange zwischen dem testikularenutflid&s und den
Plasmadstrogenspiegeln vor und nach der ApplikateonhCG.

Die Anderungen der Blutflussparameter und der Hmspagel nach der Injektion von
hCG lassen aber keine Differenzierung zwischeii¢arund subfertilen Hengsten zu.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu Uberprifeh, sich bei Hengsten durch die
medikamentelle Beeinflussung des Stickstoffmon@ydtems die testikulare Durchblutung
und die Spermaqualitat verbessern lassen. AuR3estéita untersucht werden, ob sich hCG
auf die Durchblutung des Hodens auswirkt und inveiévdies mit den Anderungen der
Sexualsteroidkonzentrationen im Blutplasma in Zusamhang steht. Hierbei wurde
zwischen fertilen und subfertilen Hengsten diffeiert.

Die Untersuchungen wurden an insgesamt 30 Warndngtten durchgefuhrt. Im ersten
Versuchsteil wurde jeweils 6 Hengsten das Ergarsfuttgrmittel FertilAid-for-Stallions
(Fa. Total Health Enhancement Inc., USA) bzw. dickStoffmonoxid-Donor Molsidomin
(Molsidomin retard-ratiopharf8) tiber einen Zeitraum von 8 Wochen zweimal tagticl
verabreicht. Dabei bekamen die mit FertilAid-foefBons’ behandelten Hengste in den
ersten beiden Wochen die doppelte Dosis (71g) @amdch die einfache verabreicht. Sechs
unbehandelte Hengste dienten als Kontrollgruppdsidomin wurde in einer Dosierung von
zweimal taglich 8 g appliziert. Vor und wahrend 8ehandlung wurde bei allen 18 Hengsten
der Blutfluss der A. testicularis mit Hilfe der Daprsonographie und die Spermaqualitat
mittels konventioneller Methoden und verschiederdurchflusszytometrischen Assays
ermittelt.

In der zweiten Versuchsreihe bekamen acht Hengste,denen 4 als fertil und 4 als
subfertil klassifiziert wurden, 5000 IE hCG intraés verabreicht (Ovogé&000, Fa.
Intervet). Der testikulare Blutfluss wurde zum peitkt O (= kurz vor hCG-Applikation) und
1, 3, 6, 12, 24, 72, 120 und 168 Stunden danacleggman. Kurz vor jeder Untersuchung
wurde den Hengsten eine Blutprobe aus der V. jugulantnommen und spéter die
Testosteron- und Ostrogenkonzentrationen mit Hilfes EIA bestimmt. Den 4 Hengsten der
Kontrollgruppe wurde nur das Lésungsmittel als Elercintravends appliziert.

Die Durchblutung der A. testicularis wurde anhaed Blutflussvolumens (BFV) und des
Pulsatility Index (PI) quantifiziert. Die Beurteilg der Spermaqualitat erfolgte anhand des
Ejakulatvolumens, der Spermiengesamtzahl, der Spemotilitdt, dem Anteil vitaler und
akrosomgeschadigter bzw. —reagierter Spermien imMCSY 7/FITC-PNA/PI-Assay und der
Integritat der Chromatinstruktur im Spermachronsttinktur-Assay (SCSA).

Beim Vergleich der Blutflussparameter aller 30 Heegvor Beginn der Behandlungen

konnten hohe positive Korrelationen zwischen dedéfétandsindices Rl und Pl festgestellt
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werden (r = 0,91; p < 0,0001), wohingegen keineadusenhédnge zwischen den beiden
Widerstandsparametern und dem Blutflussvolumenabdsn (p > 0,05). Zwischen den
Blutflussparametern und den verschiedenen Spermayedern konnte vor der Behandlung
nur eine Korrelation zwischen Blutflussvolumen 8mgkrmiengesamtzahl (r = 0,65; p < 0,05)
festgestellt werden.

Wahrend sich der testikulare Blutfluss der HengsteKontroll- und Molsidomin-Gruppe
im Untersuchungszeitraum nicht &nderte, nahm da#flidsvolumen der mit FertilAid-for-
Stallions” gefiitterten Hengste kurzzeitig ab, wahrend Plikeigrlich abfiel (p < 0,05). Bei
der Kontroll- und Molsidomin-Gruppe stieg der Aht&NA geschadigter Spermien im
Untersuchungszeitraum an, wahrend bei der Ferti@®idppe ahnlich wie beim
Blutflussvolumen ein kurzzeitiger Abfall und Widestieg auf das Ausgangsniveau zu
verzeichnen war.

Nach der Applikation von hCG stiegen die Testostenand Ostrogenspiegel an. Die
Testosteronwerte zeigten einen biphasischen Verhaitf zwei Maxima, wéahrend die
Ostrogenwerte ihre maximalen Werte 6, 12 und 24@&in post applicationem hattedie
Verabreichung von hCG bewirkte bei den Hengstenlewiirmige Veranderungen der
Blutflussparameter, wobei BFV und Pl gegensatziakinander verliefen. Beim Vergleich
der relativen Schwankungen der Blutflussparameter der Sexualsteroidhormone fiel auf,
dass die Schwankungen des Blutflussvolumens desreSakualsteroide ahnelten. So glichen
besonders die Veranderungen und die Variationsbrdigr Ostrogenwerte denen des
Blutflussvolumens, wahrend die Schwankungen detoSezonspiegel zeitversetzt waren.
Subfertile Hengste unterschieden sich nach der A@@ikation von fertilen lediglich durch
eine etwas geringere Zunahme des Blutflussvolumedgler Ostrogenspiegel.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schlussdass die Behandlung mit dem
Erganzungsfuttermittel FertilAid-for-Stallions nur einen geringen Einfluss auf die
testikulare Durchblutung hatte und von den verstdgnen Spermaparametern nur die DNA-
Integritat der Spermien verbessern konnte. Der Nfbdd Molsidomin hatte dagegen weder
einen Einfluss auf die testikulare Durchblutung moauf die Spermaqualitat. Die
Verabreichung von hCG bewirkte einen Anstieg dstikalaren Durchblutung, wobei diese
Anderungen im Zusammenhang mit den Ostrogenspidgelperipheren Blut standen. Es

bestanden dabei aber nur geringe Unterschiede lendertilen und subfertilen Hengsten.
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7 Summary

"The influence of nitric oxide donors and human choionic gonadotropin on the

testicular blood flow in stallions — Doppler sonogaphic investigations”

The objective of this study was to determine whethevas possible to influence the
testicular blood flow and sperm quality of stalkoloy administering drugs affecting the nitric
oxide system. In addition, the influence of humaor@nic gonadotropin on testicular blood
flow was examined in order to see whether it wasoaated with changes in sex steroid
hormones in blood plasma. The effect on fertile sulofertile stallions was differentiated.

The investigations were performed in 30 stallioimsthe first experiment six stallions
each were orally fed the food supplement Fertil&idStallions’ (Fa. Total Health
Enhancement Inc. ,USA) or the nitric oxide donor [$fdomin (Molsidomin retard-
ratiopharn? 8) for 8 weeks twice daily. The stallions that wereated with FertilAid-for-
Stallions' got the double dose (71 g) for the first two weeks afterwards the single. Six
untreated stallions served as the Control grouforBeand after the treatment the blood flow
of the A. testicularis of all 18 stallions was maasl by Doppler sonography and sperm
quality was assayed by conventional methods anddigometry.

In the second experiment eight stallions, 4 class$ids fertile and 4 as subfertile, received
5000 U hCG (Ovoge86000, Intervet) i.v., and their blood flow was me=si at hours 0
(just before hCG injection), 1, 3, 6, 12, 24, 720,1168. Just before every examination a
blood sample was taken from the V. jugularis, asildsterone and oestrogen were measured
by an enzyme immunoassay. The 4 stallions of thetrGlgroup only received the solvent
I.v. as a placebo.

The blood flow of the A. testicularis was quantifiey the Blood Flow Volume (BFV)
and the Pulsatility Index (PI). The sperm qualitgswevaluated by ejaculate volume, sperm
cell number and motility, percentage of alive asdoaome damaged or reacted sperm cells
measured in the SYTQ7/FITC-PNA/PI-Assay and integrity of the chromastructure
determined in the Sperm Chromatin Structure Anal{SICSA")

Comparing the blood flow parameters of all 30 giali before treatment there was a high
positive correlation between the Doppler indicesaRdtl Pl (r = 0.91; p < 0.0001), whereas
there was no correlation between the Doppler irsdased BFV (p > 0.05).
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Between blood flow and various sperm parameterg Bidod Flow Volume and sperm
number were correlated (r = 0.65; p < 0.05).

While the testicular blood flow of the stallions thfe Control and Molsidomin group
remained unchanged during the examination pertos Biood Flow Volume of the stallions
that were treated with FertilAid-for-Stallionstemporarily decreased before reaching its
initial values, while Pl was falling continuoushp (< 0.05). Within the Control and
Molsidomin group the number of DNS damaged sperris c&as rising during the
examinations while within the FertilAid group thenas a temporary decrease and then an
increase similar to that of the Blood Flow Volume.

After application of hCG both the testosterone ams$trogen levels increased. The
testosterone values showed a biphasic course, wigleestrogen levels were maximal at 6,
12 and 24 hours post application. The applicatibm@G caused wavelike changes of the
blood flow parameters of the stallions, whereas B&\d Pl were reacting in opposite
direction. Comparing the relative changes of thedlflow parameters and the sexual steroid
hormone values it was evident that the changebeoBtood Flow Volume where similar to
those of the steroid hormone concentrations. Eafpethe changes and the range of variation
of the oestrogen levels where similar to thosehefBlood Flow Volume, while the changes
of the testosterone values were time-delayed.

Comparing the reactions of the blood flow paransetend steroid hormone
concentrations of the fertile and subfertile stal$i after application of hCG, only a small rise
of BFV and oestrogen was detected in the subfestakions.

In conclusion, the results of this study indicatett the treatment with the food
supplement FertilAid-for-Stallions only influenced the testicular blood flow to a $ma
degree and, of all sperm parameters, only imprdakiedDNS integrity of the sperm cells. In
contrast the NO-Donor Molsidomin neither had areeffon testicular blood flow nor semen
quality. The application of hCG caused an incraastesticular blood flow; these changes
were associated with the variations of the oestrdgeels in the peripheral blood. But there

were only small differences between the fertile snlofertile stallions.
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Anhang

9 ANHANG

Tab. 4.3: Die Blutflussparameter Pl und BF¥ £ sx) in den Untersuchungswochen -2, -1,
2 und 8. Es wurden von den 18 Hengsten der Kont(kl, FertilAid- (F) und
Molsidomin-Gruppe (M) jeweils die Mittelwerte deeahten und linken A.
testicularis herangezogen. Die Ausgangswerte estetien Mittelwert der Wochen

-2 und -1 dar.
Untersuchungswoche
A. testicularis Gruppe )
0 1 Ausgangs 5 8
werte

K 30,0£3,0 28,325 29,127 27.9+2F 28,2+2,4

[m'?/fn\fn] F 295+33 315+34 305+31 24,6:1,8D0 31,4+38
M 22,4+39 232440 22,839 214+1,8 22,0+2,D

K 1,901 1,9+01 19+0,1 19401 1,901

PI F 22+0,2 25t02 24+072@ 21+0,2 20+0,*

M 2,1+0,1 1,9+02 20+0, 20+01 21+0,2

b Werte mit unterschiedlichen Buchstaben zwisademGruppen unterscheiden sich (p < 0,05)
*#  Werte mit unterschiedlichen Asteriks zwischen tUntersuchungszeitpunkten unterscheiden sich

(p <0,05)
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Tab. 4.4: Ejakulatvolumen, Spermiengesamtzahl wordvartsbewegliche Spermierx (+
sx ) der Hengste der Kontroll- (K), FertilAid- (F) undolsidomin-Gruppe (M),
wéhrend der drei Untersuchungszeitpunkte (n = jewiHengste). Der Wert des
Zeitpunktes 1 stellt den Mittelwert zweier Wochef (nd -1) dar, wahrend die
Werte der Zeitpunkte 2 und 3 die Mittelwerte dreléochen (1, 2 und 3 bzw. 6, 7
und 8) darstellen. Der Wert einer Woche stellt wreth den Mittelwert dreier
Untersuchungstage dar.

Untersuchungszeitpunkt
Spermaparameter Gruppe

1 2 3
K 46,1+ 5,5 47,5 8,4 42,8+ 6,5
Ejakulatvolumen F 35,3+ 4,2 33,7+ 3,6 34,6+ 4,3
[ml]
M 46,8+ 8,1 47, + 7,5 50,1+ 8,3
K 12,1+ 1,1 12,2+ 1,7 11,8 1,4
Spermien-
gesamtzahl F 10,9+ 0,9 10,7+ 1,3 95+1,1
[Mrd.]
M 11,9+ 15 11,4+ 1,0 11,2+ 1,3
K 62,2+ 1,9 59,3+ 0,8# 58,4+ 1,1
Vorwarts-
bewegliche
Spermien F 60,0+ 1,3 57,7+ 0,9 57,8+ 0,8
[%0]
M 61,5+ 1,8 59,0+ 1,8 59,4+ 2,0

*#  Werte mit unterschiedlichen Asteriks zwischen tUntersuchungszeitpunkten unterscheiden sich
(p <0,05)
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Anhang

Tab. 4.5: Ejakulatvolumen und Spermiengesamtzaht 6x) der Hengste der Kontroll- (K),
FertilAid- (F) und Molsidomin-Gruppe (M) wahrend rde acht
Untersuchungswochen. Es wurde der Mittelwert awes dintersuchungen einer
Woche gebildet.

Ejakulatvolumen [ml]

Spermiengesamtzahl [Mrd.]

Woche
K F M K F M
-2 46,8+7,3 34,6x45 459+98 | 12,5+1,1 9,5+0,8 122+1/4
-1 455+45 36,1+41 47 /+74 | 11,+12 12,21,7 115+19
1 41,6+8,2 28,2+38 404+7,2| 10,8+19 10,0+x16 10,6x1,1
2 449+73 34,346 479+85 | 12,1+1,4 10,0+x1,3 11,7+1,3
3 56,0+10,6 38,653 54,7+11,3| 13,6+2,3 12,2+13 11,8+13
6 449+79 36,8+5,7 51,0+80 | 12,7+1,7 10,5+1,5 11,2+1,3
7 454+8,6 356+4,2 54,7+9,7 | 123+x1,7 9,4+0,6 12,616
8 38,1+4,7 31,6+x4,6 44,7+79 | 10,3+1,1 8,6%+1,3 9,9+1,0
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Tab. 4.6: Vorwartsbewegliche Spermiex (x sx) der Hengste der Kontroll- (K),
FertilAid- (F) und Molsidomin-Gruppe (M) wahrend rde acht
Untersuchungswochen (n = jeweils 6 Hengste). Eslevder Mittelwert aus drei
Untersuchungen einer Woche gebildet.

Vorwartsbewegliche Spermien [%)]
Woche
K F M
-2 62,8+ 1,0 59,4+ 1,8 63,1+ 2,0
-1 61,7+ 2,8 60,6+ 1,0 60,0+ 2,1
1 60,3+ 1,2 59,7+ 15 60,2+ 2,4
2 62,5+ 1,7 56,1+ 1,6 61,4+ 3,4
3 55,014 57,2+ 1,6 55,6+ 2,2
6 57,5£2,1 61,7+ 2,1 63,6+ 2,0
7 60,0+ 3,0 56,1+ 1,6 57,2+ 2,9
8 57,8+ 1,1 55,6+ 1,0 57,5+ 2,1
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Tab. 4.7: Anteil vitaler bzw. akrosomangefarbtgre®nien im SYTG17/FITC-PNA/PI-
Assay und DFI-Spermien im Spermachromatinstruktssay & + sx). Es
wurden kryokonservierte Spermaproben der Hengst&aetroll- (K), FertilAid-
(F) und Molsidomin-Gruppe (M) in den Untersuchungshen -2 (Zeitpunkt 1), 2
(Zeitpunkt 2) und 8 (Zeitpunkt 3) untersucht (reweils 6 Hengste).

Untersuchungszeitpunkt
Spermaparameter  Gruppe

1 2 3
41,3+2,5 36,7+ 3,6 40,7+ 2,9
Vitale Spermien
[%] 40,1+ 4,6 37,1+ 4,4 36,8+
39,4+ 4,9 39,9+ 3,4 37,6:5,6
16,0+ 1,7 17,7+ 0,9 18,5+ 2,8
Akrosom-
angefarbte
Spermien 17,1+ 1,7 19,3+ 2,1 18,7+ 2,3
[%0]
18,0+ 3,3 19,1+ 2,3 18,3t 3,3
15,4+ 5,0 15,7+ 6,9 25,8+ 6,1%
DFI-Spermien
[(5)] 16.4+ 4,3 11,5+ 2.4 171+ 1.8
9,6+0,7 10,4+ 1,6 18,3+ 3,8
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Anhang

Tab. 4.9: Pl und BFVX * sx) der A. testicularis der Hengste der Kontroll- )d hCG-
Gruppe (H) wahrend der neun Untersuchungszeitpuiidde jeder Untersuchung
wurde der Mittelwert aus den Werten der rechten linken A. testicularis

gebildet.
BFV o)
Untersuchungs [ml/min]
-zeitpunkt [h]
K(n=4) H (n=8) K(n=4) H (n=28)
0 33,0+ 3,8 25,7+ 3,5° 1,84+ 0,1 2,63+ 0,4
1 33,6+ 6,2 31,2+ 4,3 1,87+ 0,2 2,06+ 0,3
3 38,9+ 8,6 26,2+ 3,2 2,10+ 0,1 2,32+ 0,3
6 33,1+3,5 30,0+ 4,5 1,92+ 0,1 2,22+ 0,3
12 33,3+ 4,1 31,0+ 5,3 1,92+ 0,2 2,46+ 0,4
24 33,954 34,7+ 5,7 1,88+ 0,1 1,99+ 0,4%
72 30,8+ 1,8 225+ 25 1,83t 0,1 2,44+ 0.4
120 24,7+ 3.8 21,8+2,7 1,80+ 0,1 262+ 04"
168 28,9+ 4.8 17,8+ 2,2t 2,29+ 0,3 2,43+ 0,3

*#+  Werte mit unterschiedlichen Zeichen innerhalteeiGruppe unterscheiden sich signifikant (p < 0,05
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Tab. 4.10: Testosteron- und Gesamtostrogenkoratemir (X + Sx) im Blutplasma der
Hengste der Kontroll- (K) bzw. hCG-Gruppe (H) wékde der neun
Untersuchungszeitpunkte.

Testosteron Gesamtdstrogen
Untersuchungs [ng/ml] [pmol/ml]
-zeitpunkt [h]
K(n=4) H(n=28) K(n=4) H(n=28)
0 0,35+ 0,15 0,53+ 0,14 300+ 57 202+ 34"
1 0,42+ 0,13 1,61+ 0,27 295+ 74 226+ 33
3 0,63+ 0,18 2,74+ 0,38* 298+ 70 231+ 32
6 1,33+ 0,19 1,84+ 0,23 353+ 36 323+ 57#
12 1,23+ 0,11 2,01+ 0,30% 383+ 57 319+ 48#
24 0,75+ 0,13 2,39+ 0,36% 325+ 64 342+ 5H#
72 0,65+ 0,13 3,46+ 0,77 267+ 26 181+ 21
120 0,75+ 0,25 1,48+ 0,307 284+ 22 139+ 25
168 0,95+ 0,32 1,04+ 0,1 345+ 85 109+ 17+

*#+  Werte mit unterschiedlichen Zeichen innerhalteeiGruppe unterscheiden sich signifikant (p < 0,05
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Tab. 4.13: Pl und BFV der A. testicularis ¢ sx) der fertilen und subfertilen Hengste der
hCG-Gruppe wahrend der neun Untersuchungszeitpunkte

BFV PI
Untersuchungs
-zeitpunkt [Nl Foriin=4)  Subfertil(n=4)  Fertil(n=4)  Sigtil (n = 4)
0 27,7+3,2 23,8 6,6 2,11+ 0,41 3,15+ 0,52
1 32,5+ 3,5 30,0+ 8,6 1,64+ 0,19 2,48+ 0,49
3 28,1+ 2,7 24,2+ 6,0 2,05+ 0,32 2,58+ 0,58
6 28,8+ 3,4 31,2 9,1 1,78t 0,23 2,66+ 0,46"
12 30,3+ 3,8 31,8+ 10,7 1,86+ 0,32 3,05+ 0,58
24 38,8+ 7,0 30,6+ 9,4 1,39% 0,20 2,58+ 0,58"
72 26,1+ 2,2 18,9+ 4,1 1,89 0,39? 2,99+ 0,51
120 20,7+ 2,7 22,9 5,0 2,19+ 0,51 3,05+ 0,51
168 19,2+ 3,3 16,3+ 3,1 2,27+ 0,34 2,59 0,48

(a), ®). \Werte mit unterschiedlichen Buchstaben zwischen@eippen unterscheiden sich tendenziell (p < 0,10)
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Tab. 4.14. Testosteron- und Gesamtdstrogenkoratemten & + sx) der fertiien und
subfertilen Hengste der hCG-Gruppe, wahrend der nneu
Untersuchungszeitpunkte.

Testosteron Gesamtdstrogen
Untersuchungs
-zeitpunkt N1} Fortiin=4)  Subfertil (n=4)  Fertil(n=4)  Sigbtil (n = 4)
0 0,78+ 0,20 0,27 0,08 201+ 10 204+ 72
1 1,63+ 0,30 1,60+ 0,49 250+ 33 202+ 59
3 3,35+ 0,51® 2,13+ 0,39" 283+ 24 179+ 47
6 2,28+ 0,267 1,40+ 0,21 343+ 459 303+ 112°)
12 2,13+ 0,58 1,90+ 0,29 376+ 14 262+ 90
24 2,20+ 0,20 2,58 0,73 349t 52 335+ 99
72 4,53+ 1,39 2,40+ 0,31 185+ 27 177+ 37
120 1,78+ 0,54 1,18+ 0,24 164+ 38 114+ 31
168 1,18+ 0,17 0,90+ 0,11 120+ 27 98+ 24

(a), ®). \Werte mit unterschiedlichen Buchstaben zwischen@mippen unterscheiden sich tendenziell (p < 0,10)
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