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Zusammenfassung
7r rr I rharnn rfr rna .{öc tri^fhrsses einer Langzeitapplikation des Progestagens Regumare@ (0,044 mg/kg KGW Altrenogest) auf das Geschlechtsver-
halten, kl inische und endokrinologische Ovarfunktionen sowie an Hand von Endometrlumbiopsien auf endometriale lvlorphofunktionen wurden 2 x
2 Stuten (A-B; C D) in unterschiedlichen Regimen einer prolongierten oralen Applikatlon des Präparates unterzogen.
Während der Behandlungsphasen zeigten die Stuten synchron ein signifikantes Sistieren der äußeren Rossesymptomatlk und eine Reduzierung
des aus Ovargröße und Follikelpopulation gebildeten Ovarscores. Blutprogesteron und -östrogen lagen während der Behandlungsphasen auf ba
salen Werten. Nach Medikament-Entzug kam es zu einem Wachstumsschub der Ovarfollikel parallel zur einem signifikanten Anstieg von Ostrogen,
der von einem Anstieg von Progesteron gefolgt wurde und somit stattgehabte Ovulationen im Behandlungstntervall signal siert wurden.
In den Endometriumbiopsren wurden zusätzl ich zur Standard-Histopathologie immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis der
Östrogen und Progesteronrezeptoren durchgeführt sowie der Proliferationsmarker Ki67 bestimmt. Histologisch wurde unter der Regumate-
 ^^rir-^+i^- a^i  ̂ -  - !^^+7l ich irregulärer glandulärer Differenzierung überwregend eine Sekretionsmorphologie und eine reduzierte Prol i lera-nPpl l^ouvr I  uvr vrur ruJoL2

t ionsaktivi tät festgestel l t .  Al le Stuten zeiglen zu Beginn der Behandlungen pathohistologisch eine deutl iche, superf iziel le, tei ls exsudative, eo
sinophilenbetei l igte Endometri t is, die im weiteren Verlauf der Behandlung spontan verschwand und nicht wiederkehrte.
aoi Äan Dr^^^ctör^nr674ptoren war bei al len Probandinnen in den Behandlungspausen ein deutl icher Anstieg zu erkennen. Bet den endo

' 'vYvu(viv i  "v4v

metr ialen Ostrogenrezeptoren wurde eine deutl iche Kumulation um den Zeitpunkt des Blutöstrogenanstiegs in der Behandlrrngspause (Stu-
ten A-B) oder zum zweiten Ostrogenpeak unter der Regumatebehandlung (Stuten C-D) gemessen. Gegen Behandlungsende wurde eine
rnsgesamt herabgesetzte Bezeptorenexpression beobachtet.

Schlüsselwörter: Sexualzyklus Stute, Progesteron-Langzeit Applikation, Sexualverhalten, Endometriumreaktionen

Influence of longterm progestin application on sexual cycle and endometrial structures and functions of the mare
For investigating the inf luence of progestin long term application of the progestin REGUMATE@ on sexual behaviour, cl inical and endocrine
ovar ianfunct ions,andonendometr ia l  react ionsdocumentedbybiopsy2x2adul tprecycl ingmares(A B; C D) wereexposedtotwodi f fe-
rent regimens of a long term progestin application by daily oral administration of 0,044 mg /kg BW altrenogest .
Estrous behaviour was absent during periods when Regumate was being administered and ovar score - established by ovarial diameter and
follicle population - decreased. Blood progesterone and estrogen values were only basal during treatnrent periods. After ceasing Regumate
adnrinistrat ion a signif icant growth of fol l ic les was observed as well  as a signif icant peak of estrogen fol lowed by increasing values of proge-
sterone rndicating ovulatron durrng the interval of absence of the drug.
With biopsies besides routine pathohistological diagnostic immunohistological investigations for receptors of estrogen and progesteron and
the special prol i ferat ion marker Ki67 were pertormed. During the periods of progestin administ i trat ion the endometrium exhibited basical ly an
irregular glandular differentiation mainly expressing rather a hrstomorphology of secretion than proliferation,
In the endometrial t issue of al l  the mares treated init ial ly dist inct signs of superf icial,  part ly exsudative eosinophil ic inf lammation could b,e pro-
ved which disappeared soon spontaneously. During treatment intervals there was a distinct rise of progesterone receptors and estrogen re
ceptors cumulated during estrogen peaks in the treatment intervals (mares A-B) or the second estrogen maximum under progestin treat
nrent (mares C-D). Towards final treatment period generally a declining receptor expression was observed.
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Progestagene finden in der Reproduktionsmedizin des
Pferdes eine vielseitige Anwendung. Gemäß ihrer lutealen
Rolle im sexualendokrinologischen Steuerungskreis werden
qic c incrqoi tq nplenent l inh zr  r r  Prnneqloron<r 1[gl i lUt iOn in
den graviden Phasen der Stute anempfohlen. Anderseits
finden sie infolge ihres negativen Feedbacks auf den über-
geordneten Hypothalamus-Hypophysen-Komplex Verwen-
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dung in der exogenen Zyklussteuerung (lVoden et al. 1975) .
Indikationsbereiche bei der Individualbehandlung beziehen
sich auf die Zyklusakzentuierung und Östrusinduktion in der
saisonalen Ubergangsphase, der Interöstrusverlängerung,
Hinausschieben der Fohlenrosse und - sehr häufig ange-
fordert - der Rossesuppression oder Rosseverschiebung
bei Sporlstuten sowie der kontinuierl ichen Substitution bei
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ovariektomierten Rezipientenstuten im Rahmen des Em
bryotransfers.
lm Stutenherdenmanagement ist vor allem im Zuge der in-
strumentellen Samenübertragung die Zyklussynchronisation
ein ökonomisches Angebot für die praktische Pferdezucht.
Während die hier aufgeführten Indikationsbereiche mit Aus-
nahme der substituierten Rezipientinnen eine nur kurzfristige
Applikation von Progestagenen edordern, wird für Stuten
im Sporteinsatz relativ häufig die Applikation von Gesta-
genen uber einen längeren, nach Wochen und Monaten
bemessenen Zeilraum praktiziert. Die Verabreichung der
Progestagene edolgt unterschiedlich und wird in Injektions-
form mit Kurz- und Langzeitpräparaten, per os oder per va-
ginam mittels Scheideneinlagen praktizied.
Der Indikationsbereich der Progestagene als graviditätsstut-
zende Substitutionstherapie ist umstritten. Während z.B.
Nitschelm und Van der Horst (1976), Günzel und Merkt
(1979) und Perry'Weeks und Holtan (1987) über positive
klinienho Frnohnicco in f r i ihan rrnr l  cnätoron Gr^ ' , i^ i lAl^^h^r\ i l r  [JUr ru Lr vuur rJoE i l  |  i l  ur  r9r  I  ur  ru ovor91 9r I  vr  dvlul tdtJpl  ld-

sen berichten, wird die substituierende Wirkung zur Stut-
zung der Gravidität grundsätzlich eher verneint oder gar be-
stritten (Stolla und Leidl, 1979; Allen, 1984; Ginther, 1985).
Die Applikation von Progestagenen zur Zyklussteuerung in
den verschiedenen saisonalen Phasen ist in zahlreichen
Studien untersucht und ihre Wirksamkeit bestätigt worden
z.B. Merkt (197a) (lnjektion-Langzeitpräparation), Webel
(1975), Webel et al. (1982) Palmer (1979), Squires et al.
(1979) und Allen et al. (1980), Alexander und lruine (1991)
(per os-Applikation). Lübb,ecke (1992) und Lübbecke et al.
( 1 994) (Y aginalapplikation).
Eine spezielle Untersuchung uber die Rolle exogener Pro-
gestagene auf das postpartale Zyklusgeschehen der Stute
legten Loy et al. (1982) vor. Mit gleichem endokrinologi-
schem Ansatz wurden Zyklussynchronisationsversuche an
Stuten durchgeführt, die mit exogen applizierten Progesta-
genen einen guten Synchronisierungsgrad für den Ostrus
nicht aber für die Ovulation erzielten (Bristol 1981 ; Bristd et
at .7983).
Die Effektivität der gestagenen Eigenschaften exogener
Progestagene wurde durch die Applikation an ovariekto-
mieden Rezipientenstuten rn Embryotransferversuchen de-
monstriert (Hinrichs et al. 1985; Shideler et al. 1982;
McKinnon et al. 1988)
Der Indikationsbereich der gezielten Rosseunterdrückung
mittels Progestagenen wurde von Webel und Squires
(1QR2) t  rntprqr rnht n:ch daron Frnohniqqon pine ROSSeUn-
terdruckung mit diesem Wirkstoff zu jeder Phase des Zy-
klus mögl ich ist .
Paul et al. (1995) legen einen Strategieplan zur Rossever-
schiebung bei Sporlstuten vor, in dem sie den Stuten nach
zwischenzeitl ichen Behandlungen mit dem Progestagen die
Wiederkehr in den Ostrus erlauben.
Belativ wenige Untersuchungen liegen uber die Auswirkun-
gen der Progestagenapplikation auf die endometrialen
Funktionen vor. Während die bisher genannten Autoren kei-
nen negativen Effekt auf die Fruchtbarkeit der behandelten
Stuten beobachten konnten, untersuchten Washburn et al.
(1 982) die endouterine Phagozytoseaktivität bei streptokok-
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keninfizierten, ovariektomierten Stuten und stellten eine De-
pression der Abwehrmechanismen fest. Colbern et al.
(1987) präsentierten ein Modell zum Studium der Endome-
trit is bei mit Progestagenen vorbehandelten Stuten. Sie be-
obachteten eine zeitl iche Koinzidenz von Progestagenappli-
kation und endouteriner KeimanwesenheiL Alexander und
Irvine 0 991 ) ermittelten eine hohere lnzidenz bakterienkon-
taminierler Endometrien nach Gestagenbehandlung im Ver-
gleich zum Behandlungsbeginn.
Nur wenig ist über die Auswirkung exogen applizierter Pro-
gestagene auf die histo-morphologischen Vorgänge des
Endometriums bei der Stute bekannt. Gelegentlich eigener
Untersuchungen wurden in der Kasuistik von zwei 9 bzw.
1Ojährigen Warmblutstuten, die vorberichtl ich über 4 Mona-
te einer Progestagen-Dauerbehandlung (Chlormadinonaze-
tat gefolgt von Allyltrenbolon) zur Unterdrückung von uner-
wünschter Rossesymptomatik exponiert gewesen waren,
nahezu kongruente Aberrationen der endometrialen Histo-
morphologie aufgedeckt. Die Stuten präsentieden sich kli-
nisch mit aufkommendem äußeren Ostrusverhalten, multi-
foll ikulären Ovarien und ultrasonographisch auffäll iger intra-
muraler uteriner Ödematisierung. In den Sexualsteroidhor-
monen lagen hohe (9 bzw. 25 pg/ml) Plasmaöstrogen- und
nur basale Progesteron- (0,19 bzw. 0,07 ng/ml) und Testo-
steronwerte (0.01 bzw. 0,02 ng/ml) vor. Histopathologische
Untersuchungen an Endometriumbiopsien ergaben bei bei-
den Probanden neben einem ausgeprägten Schleimhaut-
ödem zyklus-dyssynchrone irreguläre, glanduläre Epithelien
mit teils atrophischen, teils sekretorischen Funktionszustän-
den, die nach Absetzen der Medikation in einem Zeilraum
von etwa 3 Wochen weitgehend zur Normalsituation sich
zurückentwickelten. Dieses bisher bei Stuten nicht be-

Tab. 1 : Zeitschema der Regumate@-Dauerbehandlung.
Time schedule of Regumateo longterm application.

schriebene histologische Bild entspricht Befunden endome-
triomorphologischer Zustände in der Humanmedizin nach
Dauerapplikation von Progestagenen (Dallenbach-Hellweg
1 987).
lm Rahmen der hier vorgelegten Studie soll uber endome-
triale Reaktionen bei Stuten, die unterschiedlich lang mit
dem Progestagen Regumate@ behandelt worden sind, be-
richtet werden.

Material und Methodik

Fur die Untersuchungen standen 4 nichtfohlenführende
Warmblutstuten im Alter von 5-1 4 Jahren im Februar, März
und April 1997 zur Verfügung. Die Tiere wurden in individu-

Stuten Regumate-Applikation in Tagen

f f

AundB

CundD 32

22

16

12

36
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Auswirkung von Progeslagen Langzei t  Applrkat ion auf Sexualzyklus und Endometr ium des Plerdes lwei  Sei ten einer therapeut ischen Medarl le

eller Offenboxen-Auslauf-Kombination mit Stroheinstreu ge-
halten und bei freier Selbsttränke mit üblicher Heu- und Ha-
ferrationierung gefüttefi. Nach Feststellung des allgemeinen
Gesundheits- und gynäkologischen Ausgangsstatus in ei-
nem Vorlauf von 1 Woche erhielten ab 1. Februar die Stu-
ten in unterschiedlichen Zeitschemata täglich Regumate@
(1 7 alpha-Allyl-1 Tbeta-hydroxyestra-4,9,1 1 -trien-3-one; Alt-
renogest Roussel-Uclaf - Serum-Werk Bernburg AG) per
os in einer Dosierung von 0,044 mg/kgiKGW, was einer
mittleren Verabreichungsmenge von 8 ml Regumate@ für
450 kg mittlerer KM entspricht. Stuten A und B erhielten die
Medikation zunächst uber 45 Tage und nach einem
medikationsfreien Intervall von 22 Tagen eine weitere Appli-
kation über 12Tage. Die Stuten C und D wurden zunächst
32 Tage lang behandelt und nach einem 1Gtägigen be-
handlungsfreien Intervall erneut uber einen Zeitraum von 36
Tagen therapiert f l-ab. 1). Hiermit wurden im Wesentlichen
die Appl ikat ionssequenzen' lang-Pause-kurz '  und'kurz-
Pause-lang' eingestellt. Die Stuten C und D erhielten am
letzten Tag der ersten Behandlungsserie einmalig Prostag-
landin F2alpha (lnterpros@ 5 mg Essex-Pharma).
Während der gesamten Untersuchungsphase wurde
wöchentlich mindestens einmal der klinische und unter
Einbeziehung der Ultrasonographie der gynäkologische
Status einschließlich Geschlechtsverhalten erhoben. Aus
den Ovarbefunden (Größe und Foll ikel) wurde ein Ovar-
Score gebildet, der die Gesamtgröße des Ovars beinhaltet.
Progesteron, Östrogen und Testosteron wurden im Plasma
von wöchentlich einmal aus der Vena jugularis entnomme-
nem Blut mittels Radio-lmmuno-Assay gemessen (Endokri-
nologielabor Prof. Dr. Hoppen, Chemisches Institut der
Tierärztl ichen Hochschule Hannover). Die histo-morpholo-
gischen Untersuchungen erfolgten mittels Endometrium-
biopsien, die mittels Kevorkian-Biopsiezange (Fa. Haupt-
ner, Solingen) unter Visualisierung des Scheideninnen-
raums und Fixation der Poftio vaginalis uteri mit Hilfe einer
FaBzange und Zervixpassage blind aus dem dorsalen
Schleimhautbereich des rechten oder l inken Uterushorns in
enger Nachbarschaft zur Uterusbifurkation entnommen
wurden. Nach den Untersuchungen von Runge (1995) er-
gibt sich in dieser Lokalisation die höchste Repräsentanz
der Gewebeproben fur das gesamte Endometrium. Bis zur
histologischen Aufarbeitung wurden die Gewebestückchen
in 4 o/oigem Formalin in Eppendodröhrchen aufbewahrl
(Schoon et al. 7992).
Nach etwa 3 Monaten wurden die Stuten erneut unter-
sucht. Von diesen zu diesem Zeitpunkt noch eindeutig zy-
klischen, genital unauffäll igen Tieren gelangte jeweils eine
Uterusbiopsie zur histologischen Untersuchung.
Die Biopsieproben wurden nach Standardverfahren in Para-
plast eingebettet und Hämatoxylin-Eosin-gefärbt. Für die
immunhistologische Untersuchung (PAP-Technik) gelang-
ten kreuzreagierende monoklonale Antikörper aus der Maus
zur Anwendung: Ostrogenrezeptor (c lone 6F1 1.  Ostrogen-
rezeptormolekü|, Epitope Domänen A, B, C), Progesteron-
rezeptor (clone PR4-1 2; Progesteronrezeptor A, unbekann-
tes Epitop), Proliferationsmarker Ki67-Antigen (clone MMI).
Die Berechnung des lmmunreaktiven Scores (lRS) nach
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Remmele und Stegner (1987) berücksichtigte die Färbein-
tensität und den Prozentsatz positiver Zellen.

Ergebnisse

Geschlechtsverhalten
Bei den Stuten handelte es sich zu Beginn der Behandlun-
gen um bereits weitgehend zyklische Tiere, wie aus den
Sexualsteroid-Hormonwerten (Abb. 2a + b) und dem Ovar-
dimensionen-Score (Abb. 1) erkennbar wird. In enger zeitl i-
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Abb. 1: Score der Ovardimensionen

Score of ovary dimensions.

10 t /Wo

cher Korrelation zur Progestagenapplikation war die äußere
Rossesymptomatik wie Duldungsverhalten und Konfigura-
tion des äußeren Genitale eindeutig nicht vorhanden. Nach
Absetzen der Behandlung setzte die Rossesymptomatik
bereits nach 2 Tagen mit deutlicher Ausprägung ein und si-
stiede innerhalb von 24 Stunden nach festqestellter Ovula-
tron.

Ovar-Score
Die Ovardimensionen zeigten bei den Stuten beider Be-
handlungsregime eine signifikante Reduzierung unmittelbar
nach Beginn der jeweils ersten Behandlungsperiode, wie
sich dies im Score ausdrückt (Abb. 1). Auch im späteren
Verlauf der Untersuchungsanordnung wird eine behand-
lungssynchrone Suppression des Scores deutlich. Insge-
samt wurde im Trend ein allmählicher Anstieg der Ovardi-
mensionen über den Untersuchunqszeitraum hin erkenn-
bar.

Sexua/-Sfero i d h o rm o n e
Die jeweils mitgemessenen Testosteronwerte betrugen bei
den Stuten beider Behandlungsregime durchgehend im
Mit te l  0,012 t  0,003 ng/ml.
Die Östradiol 17p- und Progesteronwerte waren bei den
Stute A-B unter der Regumate@-Applikation stets auf basa-
lem Niveau (Abb. 2a). Nach Entzug der Behandlung stieg
Östrogen signifikant auf östrische Werte an, um dann im
periovulatorischen Bereich wieder abzufallen. In diesem
Zeitabschnitt stiegen auch die Progesteronwerte signifikant

r Stuten A-B r Stuten C-D
l l l i++,
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Abb. 2a: Blutöstrogen und -progesteron-Konzentrationen während

der verschiedenen Behandlungsphasen und Pausen der
Stuten A-8.
Blood oestrogens and progesterone during the dif ferent
treatment periods and intervals of mares A-8,

E. Klug eI al.

schaumig. Die Zellgrenzen der Drüsenepithelien zum Lumen
verlaufen unscharf. Die Epithelzellkerne weisen eine Polymor-
phie und Depolarisierung auf (Abb. 3). Bei einer Stute sind
nach vierwöchiger Regumate@-Therapie Mitosen feststellbar.

lrregular dif ferentiat ion of glandular epithel ia with signs of
abundant secretion, widened lumina and polymorphous
nuclei,  some in depolarisated posit ions.
(H-E staining, magnif icat ion 300 x)

ln der Therapiepause sind Anzeichen einer ungleichmäßi-
gen prol i ferat iven Aktivi tät zu erkennen. Neben kol labierten
Drüsenlumina lassen sich um den Ovulationstermin Mitosen
nachweisen. Ein typisches Rosseödem der Mukosa ist bei
keiner Stute ausgebildet.
Nach der Ovulation setzt eine relativ gleichmäßige Sekre-
tion der Drusen ein, die unter Einfluß der zweiten Regu-
mate@-Applikation unregelmäßiger und insgesamt wenlger
ausgeprägt erscheint, verglichen mit der während der er-
sten Therapie. Bei einer Stute sind zwei Wochen nach Be-
ginn dieser Therapiephase Mitosen in den Drusenepithelien
nachzuweisen.
Zum Ende der zweiten Behandlungsperiode fallt die Akti-
vität des Endometriums ab, die DrÜsen werden kleiner mit
engen Lumina und kleinen dunklen Kernen.
Bei allen vier Stuten ist zwei bis drei Wochen nach Beginn
der ersten Behandlung eine deutliche oberflächliche, teils ex-
sudative Endometrit is unter Beteil igung zahlreicher eosino-
philer Granulozy'ten nachzuweisen. Diese hält bis zur sech-
sten bzw. siebten Woche an. Sie tritt bei keiner Stute wieder
auf, auch nicht während der zweiten Behandlungsphase.
Die Kontrollbiopsien drei Monate nach Absetzen der Be-
handlung ergaben bei zwei Stuten fieweils eine pro Gruppe)
zum Zeitpunkt der Foll ikelphase eine irreguläre glanduläre
Differenzierung mit hyperplastischen glandulären Epithelien
sowie einer mäßig ausgeprägten Polymorphie der teils de-
polarisierten Kerne.

lmmunhistologie
Der Östrogenrezeptornachweis in den Drusenepithelien
(Abb. 4a und 4b) bewegt sich bei drei Stuten während des

I '  "  S"
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Abb. 2b:Blutöstrogen und -progesteron-Konzentration während

der verschiedenen Behandlungsphasen und Pausen der
Stuten C-D.
Blood oestrogens and progesterone during the different
treatments periods and intervals of mares C-D.

an, die dann unter der zweiten Behandlungsserie mit Regu-
mate@ wiederum signifikant abfielen. Bei den Stuten C-D
mit einem abgeänderten Behandlungsregime (Abb. 2b) ist
der zeitl iche Verlauf beider Hormone gleich denen der an-
deren Stutengruppe. lm Abschnitt der zweiten Regumate@
Applikation wurde jedoch bei gleichzeitig basalen Proge-
steronweden ein Ostrogenanstieg beobachtet, gefolgt von
einem Ansteigen der Progesteronwerte.

Histologie
Die Biopsieproben, die Anfang Januar vor Behandlungsbe-
ginn entnommen wurden, zeigen das typische Bild der sai-
sonalen Inaktivität.
Nach Therapiebeginn setzt eine sich steigernde ungleich-
mäßige Sekretion ein. Die DrÜsendichte nimmt zu, lhre Lumi-
na weiten sich, das Zytoplasma erscheint feinvakuolig bis

Pferdeheilkunde 13 493
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Auswirkung von Progestagen-Langzeit-Applikation auf Sexualzyklus und Endometrjum des Pferdes Zwei Seiten einer therapeutischen lvledaille

Tage nach Beginn der ersten Behandlung

F-lI  L lsrure n Isrure B r
t t

Abb. 4a:lmmunhistologischer Ostrogenrezeptorstatus (lRS) der
Drüsenepithelien der Stuten A und B.
lmmunohistological oestrogen receptor status ( lRS) ol
the glandular epithel ia (mares A and B).

28 35384144 48 $ 64 71 77

Tage nach Beginn der ersten Behandlung

Esrute c lstute D

Abb. 4b:lmmunhistologischer Ostrogenrezeptorstatus ( lRS) der
Drüsenepithel ien der Stuten C und D,

lmmunohistological oestrogen receptor status ( lRS) ol
the glandular epithel ia (mares C and D).

ersten Therapieintervalls auf anfangs mittlerem, später ho-
hem Niveau, eine Ausnahme bildet Stute B mit niedrigen
Werten. Nach dem Absetzen des Regumate@ ist bei den
Stuten A und B ein deutlicher Peak um den Ovulationster-
min zu erkennen. Die Stuten C und D zeigen im Verlauf der
zweiten Behandlung, zeitl ich versetzt, einen starken Anstieg
des Östrogenrezeptorgehaltes (Abb. 5), dieser bleibt bei
den Stuten A und B aus. Nach Therapieende tritt aus-
schließlich bei der Stute B ein Peak auf.
Die Progesteronrezeptoren der Drüsenepithelien zeigen
während des ersten Theraoieintervalls bei allen vier Patien-
tinnen individuell sehr unterschiedliche Verläufe ßbb. 6a
und 6b). In der Therapiepause läßt sich um den Ovulations-
termin ein deutlicher Anstieg bei allen Probanden erkennen.
Bei den Stuten A,C und D bildet sich während der zweiten
Behandlungsphase anfangs ein Plateau auf hohem Niveau
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lmmunreaktiver Score der Drüsenepithel ien, annähernd
alle Kerne reagieren mit hoher Farbintensität positiv.
(Ostrogenrezeptorennachweis, PAP-Technik, Gerätever-
größerung 1 20 x)

lmmunohistology of oestrogen receptors high reactivity
of the glandular epithel ia, nearly 100 % of the nuclei re-
act posit ively showing a high staining intensity.
(Oestrogen receptor, PAP technique magnif icat ion 120 x)

aus, die Wede fal len bei den Stuten B, C und D zum Thera-
pieende in den mitt leren Bereich ab (Abb. 7).

Abb. 7: lmmunhistologischer Progesteronrezeptornachweis mitt-
lerer lmmunreaktiver Score der Drüsenepithel ien, zahkei-
che Kerne reagieren mit mitt lerer Färbeintensität.
(Progesteronrezeptornachweis, PAP-Technik, Geräte-
vergrößerung 1 20 x)

lmmunohistology of progesterone receptors moderate
reactivi ty of the glandular epithel ia, numerous nuclei
show a moderate staining intensity. (Progesterone re-
ceptor, PAP technique magnif icat ion 120 x)

Die Expression des Proliferationsmarkers Ki67-Antigen
(Abb. 8a und 8b) zeigt einen deutlichen behandlungsasso-
ziierten Verlauf: während des ersten Therapieintervalls rea-
gieren die Drusen negativ bzw. geringgradig positiv (Abb.
9). Nach Absetzen des Regumate@ sind unterschiedliche
lntensitäten nachzuweisen: während bei drei Stuten eine
deutliche bis sehr deutliche Exoression um den Ovulations-
termin zu erkennen ist, bleibt Stute C negativ. Die Stuten A

rRS (ER)
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Abb. 6a:lmmunhistologischer Progesteronrezeptorstatus ( lRS)
der Drüsenepithel ien der Stuten A und B.
lmmunohistological progesterone receptor status ( lRS)
of the glandular epithel ia (mares A and B).

0 g 23 35 3a 42 49 56 64 71 7A 34a6

Tage nach Beginn der ersten Behandlung

lstulenlstrr"al
l

Abb. 6b:lmmunhistologischer Progesteronrezeptorstatus ( lRS)
der Drüsenepithel ien der Stuten C und D.
lmmunohrstological progesterone receptor status ( lRS)
of the glandular epiLhel 'a (mares C and D1.

und B besitzen während des zweiten Therapieintervalls kei-
ne positiven Zellen. C und D dagegen weisen anfangs ge-
ring- bis mittelgradige Aktivitäten auf.

Diskussion

Die suppresive Wirkung des progestagenen Regumate@ auf
das Geschlechtsverhalten war eindeutig und bestatigt so-
wohl Ergebnisse aus eigener Beobachtung als auch aus Li-
teraturbrerichlen (VVebel und Squires, 1982; Paul et al.
7995). Es ist somit ein geeignetes Verfahren zur Manipula-
tion der äußeren Rossesymptomatik mit dem gleichzeitigen
Vorteil jedes beliebigen Entzugs.
Die init iale Reduzierung des Ovar-Scores ist auffäll ig und
dürfte in erster Linie durch graduelle Regression der mittel-
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Tage nach Beginn der ersten Behandlung

Istut" c lstute D

Abb. 8a: Expression des Prol i ferat ionsmarkers Ki67-Antigen in
den Drüsenepithel ien der Stuten A und B - lmmunhisto-
logre.
(0 = negativ; 1 = geringgradig posit iv; 2 = mittelgradig
posit iv; 3 = hochgradig posit iv)

Glandular epithel ia expression of the prol i ferat ion marker
Ki67 antigen (mares A and B).
(0 - negativ; 1 = low reactivity; 2 = moderate activity;
3 = high reactivity)

Ki67-Antigen Expression

9 23 35 33 42 49 56 64 71 7e 8436

Tage nach Beginn der ersten Behandlung

p*,,"" iry:l
Abb.8b:Expression des Prol i ferat ionsmarkers Ki67-Antigen in

den Drüsenepithel ien der Stuten C und D - lmmunhisto,
logte,
(0= negat iv;  |=ger inggradig posi t iv ;  2 = mit te lgradig
posit iv; 3 = hochgradig posit iv)

Glandular epithel ia expression of the prol i ferat ion marker
Ki67 antigen (mares C and D).
(0 = negativ; 1 = low reactivity; 2 = moderate activity;
3 = high reactivity)

großen Ovafol l ikel-Populat ion infolge der progestagen-in-
duzierten Blockade des Hypothalamus-Hypophysen-Kom-
plexes und dem damit verbundenen Sistieren des zirkulie-
renden gonadotropen Luteinisierungshormon LH bedingt
sein D: Pronoqt:aong (gipg11 nennenSwerten inhibitOri-
schen Effekt auf FSH besitzen und die Probandinnen zu
Behandlungsbeginn über mittelgroße bis große Foll ikel ver-
fugten, kann die Blockade nur uber die Hemmung von LH

rRS (PR)

Estr t"  A Istute B

Ki67-Ant igen Expression
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lmmunhistologischer Nachweis des Prol i ferat ionsmar-
kers Ki67-Antigen; ledigl ich einzelne glanduläre Epithel ien
besitzen posit iv reagierende Kerne. (Ki67 Antigen Ex
pression, PAP Technik, Gerätevergrößerung 120 x)

lmmunohistological expressron of the prol i ferat ion mar
ker Ki67 antigen; only a few epithel ial nuclei react posit i-
vely. (Expression of Ki67 antigen, PAP technique magni-
f icat ion 120 x)

im Sinne des Ausbleibens der finalen Foll ikelreifunq. die in
die Foll ikelatresie fuhren kann.
Behandlungssynchron sind nur niedrige Progesteronwerte
bei den Stuten beider Behandlungsregime gemessen wor-
den. Da Regumateo nichl mit endogenem Progesteron in-
teragiert (Squrres et al. 1979) durfte es sich um eine be-
handlungsbedingte Suppression endogenem Progesterons
handeln, die dem natürlichen Progesteron gleichkommt
(Stabenfeld et al. 1975). Auffallend ist auch die zeitkorrelier-
te Östrogenniedrigphase zur BegumateD-Applikation. So-
forl nach Absetzen des Präparates steigen die Östradiol-
werte signifikant an, um dann mit der Ovulation folgerichtig
abzufallen. Hier ist zu vermuten, daß die Ovarfoll ikel durch
das Medikament über die LH-Hemmung in ihrer Entwick-
lung sistieren und nicht atresieren, sondern unter Wegfall
des negativen Feedbacks im Reifungsprozess sehr schnell
voranschreiten und zur Östrogensynthese befahigt werden.
Bei den Stuten C und D gipfelt die Ostradiolkurve ein zwei-
tes Mal bereits unter erneuter Regumateo-Behandlung. Die-
ser Wert ist durch eine Zweitfoll ikelbildung dieser Stuten be-
dingt, die noch im Behandlungsintervall einen weiteren domi-
nierenden Foll ikel entwickelten und zu Beginn der zweiten
Regumatebehandlung noch aufwiesen und auch ovulieden.
Diese Stuten zeigten ledoch keinerlei äußere Rossesympto
matik. Es ist bekannt, daß exogen zugefuhrte Progestagene
nicht immer die finale Foll ikelentwicklung einschließlich Ovu-
lation unterdrücken können (Lübbecke 1992).
Die Effekte der hormonellen Intervention auf die Funktions-
morphologie des Endometriums erweisen sich, im Gegen-
satz zu den klinischen und endokrinologischen Befunden,
:l ls derzeit schwer interpretierbar. Die Gründe hierfur dürf
ten in mehreren Tatsachen begründet sein:
Es handelt sich um ein sehr kleines Untersuchungsmaterial,
wobei die bei der Stute vorkommenden großen individuel-
len Schwankungen besonders ins Gewicht fallen.
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Es ergeben sich überlagernde Effekte durch die Therapie
zum Zeitpunkt des Übergangs Winteranöstrus - physiologi-
sche Decksaison. Wahrend dieser sog. ,,Übergangszyklen"
wird bereits physiologischerweise eine lrregularität hinsicht-
l ich der endometrialen Differenzierung beobachtet (Schoon
et al. 1994).
Seitens der Literatur können, aufgrund der für das Pferd
neu etablierten immunhistologischen Methoden (Aupperle
et al. 1997), keine direkt vergleichbaren Arbeiten herange-
zogen werden.
Nur wenige Informat ionen l iegen zum physiologischen en-
dometrialen Rezeptorstatus bei der Stute vor. Die Ergebnis-
se sind daruber hinaus aufgrund unterschiedlicher analyti-
scher Verfahren nicht oder nur bedingt vergleichbar
(Brunckhorst et al. 1991: nukleäre Ostrogenrezeptoren, lm-
munhistologie, ER-lCA; Tomanell i et al. 1991: lösliche zy,to-
solische Östrogen-/Progesteronrezeptorfraktion, modif.
DCC-Techniki Watson et al. 1992: nukleäre Ostrogen-/Pro-
gesteronrezeptoren, lmmunhistologie, ER-lCA, Vectastain;
Badino und Novell i 7995: lösliche zy'tosolische Ostrogen-
/Progesteronrezeptorfraktion, modif. DCC-Technik', Grünig
und Atczak 7995: nukleäre Ostrogen-/Progesteronrezepto-
ren, ABC-Technik) .  Fur die Beurtei lung der equinen endo-
metrialen Proliferationskinetik wurden erst durch die eigene
Arbeitsgruppe entsprechende Normwede für den ungestör-
ten Zyklus erarbeitet (Aupperle et al. 1997, Raila et al.
7992). Ausschließlich auf morphometrischer Basis l iegen
Angaben zum Effekt einer Hormontherapie mit Östrogen
und Progesteron auf die Differenzierung des equinen Endo-
metriums vor, allerdings nur bei ovariektomierten Stuten
(Strankmeyer 1993).
Beim Pferd wird, da die Auswirkungen hormoneller Inter-
ventionen auf der Rezeptorebene bisher so gut wie nicht
untersucht wurden, somit methodisch-inhaltl iches Neuland
beschritten. Analogieschlüsse von anderen Spezies sind
aufgrund der biologischen Variabil ität nur eingeschränkt
mögl ich.
So scheinen auch die beim Menschen beschriebenen
quantitativ variablen, tedoch qualitativ identischen zetlal:-
hängigen Effekte einer Gestagenapplikation (Ubersicht: Dal-
lenbach-Hellweg 1987) für die Stute nur eingeschränkt zu-
zutreffen: Nur die für eine Dauer von <4 Wochen als typisch
angesehene,,persist ierende Sekret ionsphase mit  Unter-
drückung der Proliferation" kommt vor, nicht jedoch die
weiteren Effekte einer längeren Therapie: ,,arrested" Prolife-
ration mit herabgesetzter Sekretionsaktivität, progressive
Atrophie und,,starre" Sekret ion (>3Mon. Dauerappl ikat ion)
bis hin zur irreversiblen endometdalen Atrophie. Wie bereits
in der Einleitung dargestellt, erwiesen sich selbst die Folgen
einer viermonatigen Therapie (Chlormadinonazetat, gefolgt
von Allyltrenbulon) bei Stuten als noch reversibel.
Regumate@ führt, unabhängig vom Therapieschema, zu
einer irregulären glandulären Differenzierung mit kontjnu-
ierl ich ausgeprägter Sekretionsmorphologie und geringg-
radiger Proliferationsaktivität. Letztere ist hinsichtl ich ihrer
Ausprägung den Befunden im Interöstrus (Tag 9-1 3)
während des physiologischen Zyklus vergleichbar (Aup-
aerle et al. 1997).
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Die Progestagen-Applikation fuhrt auf Rezeptorebene nicht
zu einem Bild, welches dem des physiologischen Inter-
östrus (Aupperle et al. 7992) sowie einer Frühgravidität
(d15, dl4) vergleichbar wäre (Tomanell i et al. 1991 , Watson
et al. 1992), auch nicht späteren Phasen der Trächtigkeit
(d38-87), die durch eine deutlichere nukleäre Expression
von Progesteronrezeptoren gekennzeichnet sind (Grüning
und Antczak 1995). Die Ergebnisse von Grüning und Ant-
r 'zak /1QQEl rnr idorqnrcchcn rcr^ loch dcnen ygp BfaChefrv,vv,  uPl

(1992) Sie wies, allerdings mittels anderer Vedahren, eine
um das Fünf-Sechsfache gegenüber den Werten des
Ostrus reduzierte Konzentration der Progesteronrezeptoren
aus einem endometrialen Zytosolextrakt von tragenden
Stuten zwischen dem 30. und 100. Tag nach. lm eigenen
Versuchsansatz treten statt dessen während des ersten
Behandlungszyklus starke Schwankungen auf, die ihr mor-
phologisches Aquivalentbild in einer irregulären glandulären
Differenzierung f inden.
Während der Therapiepause erweist sich das Endometri-
um, phasensynchron zum Anstieg des l7beta-Ostradiols,
zwar als reaktiv mit einer erhöhten Proliferationsaktivität so-
wie entsprechenden Peaks der Steroidhormonrezeptoren,
ist jedoch hinsichtl ich der Morphologie dem physiologi-
schen Zyklus im Östrus nur bedingt vergleichbar.
Während des zweiten Behandlungintervalls kommt es zu ei-
nem kurzfristig stimulierenden Effekt sowohl auf die Prolife-
ration als auch auf die Expression der Ostrogenrezeptoren
der Stuten C und D, darüber hinaus in beiden Gruppen auf
die Fxnression der PrnnaqtornnrtrTtrntnron DieSe PhaSe
wird abgelöst von einer insgesamt herabgesetzten Aktivität
aller Parameter zum Theraoieende.
Zwei Stuten (e eine pro Gruppe) zeigen auch drei Monate
nach Therapieende eine irreguläre glanduläre Differenzie-
rung, deren Fedil itätsrelevanz jedoch derzeit nicht ab-
schließend beudeilt werden kann.
Zusammenfassend ist festzustellen, daß die Regumate@-
Applikation eine erhebliche Beeinflussung der endometria-
len Funktionsmorphologie bewirkt, die sich nur bei zwei Pa-
tientinnen während des Untersuchungszeitraumes, unab-
hängig vom Behandlungsregime, als reversibel erweist. Sie
ist gekennzeichnet durch eine irreguläre, keinem physiologi-
schen Zyklusstand zuzuordnende Differenzierung. Diese
Studie verdeutlicht die Sensitivität histopathologischer Un-
tersuchungen von Biopsieproben auch für die Diagnostik
von Funktionsanomalien und Differenzierungsstörungen.
Diese komplementäre Untersuchungstechnik erfüllt somit
auch die Bedingungen eines empf indl ichen , ,Bio-Essays",
mit deren Hilfe es möglich ist, die Hormonwirkung am Ziel-
organ zuverlässig zu diagnostizieren (Dallenbach-Hellweg
1987). Dies gelingt besonders dann, wenn histologische
und immunhistologische Verfahren, auch für die Routine,
kombiniert einsetzbar zur Verfügung stehen.
Von besonderem klinischen Interesse ist die Entwicklung
der subklinischen Endometrit is, die sich bei allen Stuten ini-
tal einstellte und dann spontan verschwand. Es dürfte sich
hierbei um eine intrauterine Präsentation und lVobil isierung
latent vorhandener Keime unter dem exogen zugefügten
zugefuhden Progestagen handeln, auf die die Abwehrme-
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chanismen des Endometriums reagieren. Es ist nach den
Untersuchungen von Colbern et al.  (1 987) die zeit l iche Kor-
relat ion von Progesteronphase und Keimanwesenheit do-
kumentierl .  Hier bietet sich moglicherweise ein empfindl i-
ches Modell  zur Überprüfung latenter uteriner Keimbesied-
lung an. Eine Langzeitappl ikat ion mit dem geprüften Präpa-
rat sol l te bei Zuchtstuten nur unter endometrio-histologi-
scher Kontrol le durchgefuhrt oder durch regelmäßige be-
handlungsfreie Interval le unterbrochen werden.
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