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Zusammenfassung

Verfahren zur Ovulationsterminierung und Samenibertragung werden als Interventionsmdglichkeiten unter Praxisbedingungen einer kriti-
schen Prifung hinsichtlich ihrer fruchtbarkeitsrelevanten Wirkung unterzogen.

Daten zur Follikelwachstumsrate und Follikelkonsistenz dstrischer Warmblutstuten in Verbindung mit sonographisch fabaren Parametern
(Follikelform. Relation zur Ovulationsgrubey liefern dem praktizierenden Tierarzt wertvolle Hinweise fir die Ovulationsprognose. m Rahmen
der Samenubertragung ist die medikamentelle Ovulationsinduktion immer haufiger angezeigt; diese Verfahren versprechen bei Einhaltung
der Behandlungsvoraussetzungen (Ostrus und Follikeldurchmesser > 40 mm; oder 3. Rossetag) gute Terminierungserfolge. Die intravendse
Applikation von 1500 I.E. hCG mit anschlieBender Frischsamenerstbesamung 24 Stunden post injectionem wird empfohlen.

Im Wesentlichen beeinflussen bei der Samendbertragung die einzelnen Komponenten des Inseminates — Spermien, Seminalplasma und Ver -
dunner — auf unterschiedliche Weise Art und Ausmaf der endometrialen Reaktion. Die Intensitat der endometrialen Reaktion ist abhangig
von der Konfektionierungsform der Spermien (tiefgefroren > Frischsamen), der Spermienkonzentration und dem Volumen. Es ist zu vermu-
ten, daB selektive Phagozytosemechanismen fiir strukturell und/oder funktionell differente Spermien bestehen. Uber den Einsatz von Ver-
dinnermedien sollte in Abhangigkeit vom Zeitraum der Samengewinnung bis zur Samenverwendung entschieden werden. Verfahren zur
Spermienselektion sind geeignet verbesserte Fruchtbarkeitsresultate zu erzielen. Die Ermittiung der Ursachen reduzierter Erfolgsraten bei
Einsatz von Tiefgefriersperma und der funktionellen Wirkungen equinen Seminalpiasmas bedurfen weiterer Untersuchungen.
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Critical valuation of practical methodes to terme ovulation and A.l. in relation to endometrial reaction in the mare

Methodes to predict and induce ovulation as well as artificial insernination techniques will be proven in relation to endometrial reaction in the mare.

Data concerning follicle growing-rate and consistency in estrous mares and sonographical findings (follicle shape, relation to ovulation fossa)
could serve as reliable parameters for impending ovulation in the mare. In A.l.-programs inducing of ovulation is often indicated; those me-
thodes expect practical effects to term ovulation if fundamental premises are observed (estrous and follicle diameter > 40 mm:; or 3rd day of
estrous). Administration of 1.500 I.U. hCG intraveiniously combined with first insemination 24 hours later with chilled semen is recommended.

Essentially the individual components of the inseminate — spermatozoa, seminal plasma and extender — influence in a different manner cha-
racter and degree of endometrial reaction. Intensity of endometrial reaction depends on kind of semen preservation (frozen > chilled), sperm
concentration and volume. Possibly selective mechanism of phagozytosis for structural and/or functional different spermatozoa are existing.
Choice of extender should be done in subject to the interval from semen collection until time of insemination. Methodes to select spermato-
zoa in vitro are suitable to improve fertility rates. Reasons of reduced fertility rates when frozen semen is used and mode of operation of

equine seminal plasma are in need of further inquiry.

keywords:

Ovulationsterminierung

Die VorprUfung der Stute zur Besamung (Follikelkontrolle)
erfolgt nach Prifung des Paarungsverhaltens am Hengst.
Dieses ist ein bedeutsames diagnostisches Hilfsmittel zur
Zyklusansprache und wirkt stimulierend auf das Endokri-
num der Stute. Fir den Besamungsbeauftragten ist aus
haftungsrechtlichen Grinden die Prifung des Paarungsver-
haltens Voraussetzung bei der Vorprufung auf Besamungs-
tauglichkeit.

Als Verfahren zur prognostischen Terminierung des Ovulati-
onstermins bei der Stute erwiesen sich Messungen der
Kérpertemperatur, der Herzfrequenz, des Zervikalschleim-
widerstandes, des pH-Werts und die Vaginalzytologie
(Bowen et al. 1987) sowie die sonographische Beurteilung
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mare, ovulation, artificial insemination, endometrium, spermatozoa

des endometrialen Odems wahrend der Rosse (Pycock et
al. 1995) als ungeeignet. Periovulatorische Bestimmungen
des LLH-Verlaufs (Michel 1989) sowie ein bei der Stute meB-
barer praovulatorischer Anstieg des Progesterons sind al-
lenfalls retrospektiv nutzbar. Mdgliche Korrelationen zwi-
schen der postovulatorischen Blutung (Corpus hamorrhagi-
cum) und der Gerinnungsdynamik (Haak 1987, Weitkamp
1990, Sieme 1989) erwiesen sich fur eine prognostische
Aussage ebenfalls als nicht praktikabel.

Im Rahmen der Ovulationsterminierung ist somit die fre-
quente, systematische gynakologische Untersuchung in
Kombination mit der sonographischen Untersuchung durch
den Tierarzt in praxi unabdingbar. Das Einsetzen der Ovula-
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tion etwa 24 Stunden vor Rosseende ist zwar eine biolo-
gisch relativ verlaBliche GroBe, aufgrund extremer saisona-
ler und interindividueller Variationen der Rossedauer zur
Pradiktion des Owvulationstermins jedoch nicht nutzbar.
Ostrische Warmblutstuten entwickeln dominante Rossefolli-
kel mit einem Durchmesser von 35-60mm, die Follikel-
wachstumsrate betragt 3 mm pro Rossetag und nimmt mit
Fortschreiten der Rosse signifikant ab; ca. 24 Stunden
praovulationem sistiert das Follikelwachstum (Sieme 7983,
Weitkamp 1990). Der Follikelturgor wechselt von prall fluk-
tuierender in Ovulationsnahe zu weicher Fluktuation. Ver-
ginzelt zeigen Stuten in Ovulationsnahe eine erhdhte Palpa-
tionssensibilitat des Ovars (Weitkamp 1990).

Die sonographische Untersuchung liefert bei taglichen Ver-
laufsuntersuchungen praktikable Hinweise fur die Ovula-
tionsprognose (Pierson und Ginther 1985). Wie in Tabelle 1
dargestellt, ist nach Will (1988) und Squires et al. (1988) mit
fortschreitender Reifung des Follikels eine Zunahme der
Echogenitat der Follikelflissigkeit sowie eine Zunahme der
Follikelwanddicke nachweisbar. Die Ermittlung dieser Krite-
rien erfordert jedoch einen mindestens taglichen Untersu-
chungsrhythmus und eine aufwendige diagnostische Doku-
mentation. Zuverldssigere Hinweise auf die herannahende
Ovulation bietet die Veranderung der Follikelform von
zun&chst rund zu rundoval bis polygonal. Ebenfalls gut ge-
eignet als prognostisches Kriterium ist der sich ,tranenfor-
mig“ darstellbare AnschluB3 des dominanten Rossefollikels
zur Ovulationsgrube; dieser Befund kann jedoch im Regel-
fall nur in zeitlich enger Beziehung zur Ovulation erhoben
werden.

Tab. 1: Klinische und sonographische Charakteristik eines préao-
vulatorischen Follikels bei Warmblutstuten.

Clinical and sonographical characteristics of a preovula-
tory follicle in the warm-blooded mare.

Parameter Befund Praxisrelevanz
Follikelkontrolle:

FollikelgréBe 35-60mm +
Follikelwachstumsrate |3 mm/d bis 24h préov,| ++
Follikelkonsistenz Turgor | .
Follikelsensibilitat zunehmend +
Sonographie:

Echogenit. der Follikelflskt. 1 +
Follikelwanddicke 1 +
Follikelform rund — polygonal +++
Relation zur Ov.-grube . Tranenform* +++

Direkte Interventionsméglichkeiten

Bei der Ostrischen Stute stehen im wesentlichen 3 Praparate-
gruppen zur Ovulationsinduktion zur Verfigung (Humanes
Chorion Gonadotropin hCG, Gonadotropin-Releasinghormon
GnRH, Prostaglandin-F2-alpha PGF2.). Equine Hypophysen-
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extrakte sind zur Auslosung der Superovulation im Rahmen
des Embryotransfers das Mittel der Wahl (Squires et al. 1986).
Aufwendige Herstellung sowie mangelnde Verfligbarkeit ver-
hindern zur Zeit noch einen Einsatz zur Ovulationsinduktion.
Unabdingbare Voraussetzungen fir den Behandlungser-
folg sind der Zeitpunkt der Behandlung sowie Art, Dosis
und Applikationsform des Medikamentes. Im Schrifttum
wird als Zeitpunkt das Erreichen einer FollikelgroBe von
mindestens 30-35mm angegeben (Paimer 1978, Squires
und McKinnon 1987). Nach Untersuchungen von [Lub-
becke (1992), Meinert et al. (1993) und Schmit (1993) so-
wie den hier vorliegenden Daten sollte bei Warmblutstuten
der Follikel eine GréBe von 240 mm erreicht haben (Sieme
und Klug 1996). Alternativ ist der dritte Rossetag zur Ovu-
lationsinduktion zu empfehlen. Eine zu frlhzeitige Interven-
tion fuhrt — vermutlich infolge zeitlicher Inkongruenz von
Follikel- bzw. Oozytenreife und Zyklusstadium - zu man-
gelhaften Induktionserfolgen und schlechteren Fruchtbar-
keitsresultaten.

GnRH-Analoga wirken via endogener LH-Sekretionsverstar-
kung; eine antigene Eigenschaft der Praparate ist aufgrund
der geringen MolekllgroBe (Deka- bzw. Nonapeptid) nicht
zu erwarten. Entscheidend fur den Behandlungserfolg ist
hier die Applikationsform. Einzelinjektionen sind wirkungs-
los; multiple Injektionen sowie kontinuierliche bzw. pulsatile
Infusionen mit Minipumpen sind zwar effektiv aber in praxi
zu aufwendig (Johnson 1986). Als sehr effektiv hinsichtlich
der Ovulationsinduktion erwiesen sich subkutan zu applizie-
rende, kurzzeitwirksame GnRH-Analog-implantate (Deslo-
relin®, Peptide Technology Ltd., Australien) (McKinnon et
al. 1993, Schmit 1993, Biet 1993). Wirkungsverluste sind
bei wiederholter Anwendung in aufeinander folgenden Ros-
sen nicht zu erwarten (Lee et al. 1994, Wilhelm et al. 1994).
Innerhalb 48 Stunden post implantationem - mit deutlicher
Haufung zwischen 24 bis 48 Stunden — ist in Uber 90% der
Falle mit dem Eintritt der Ovulation zu rechnen (s. Tabelle
2). Bisher sind GnRH-Depotpraparate im deutschsprachi-
gen Raum fur das Pferd nicht zugelasssen.

Nach wie vor ist daher hCG das Mittel der Wahl. Wie in Tabel-
le 2 dargestellt, lassen sich sehr gute Ovulationsinduktionser-
folge erzielen. Innerhalb 48 Stunden post injectionem trat bei
Uber 90% der Probanden die Ovulation ein; dabei fallt eine
deutliche Haufung der Ovulationen im Zeitraum 36 bis 48
Stunden post injectionem bei Einsatz einer i.v Applikation von
1500 I.E. auf. Die Applikation von hCG flhrt zur Antikorperbil-
dung. Kreuzreaktionen zum equinen LH oder eCG bestehen
jedoch nicht (Roser et al. 1979). Wiederholungsbehandlungen
in folgenden Rossen flhren nicht zur Wirkungsbeeintrachti-
gung (Ae 1995, Bollwein et al. 1995). Bei Dosierungen Uber
4000 I.LE. hCG wurden negative Auswirkungen auf das Ferti-
litatsergebnis beschrieben (Shilova et al. 1976).
PGF2e-Analoga bewirken eine Freisetzung der Gonadotro-
pine (FSH, LH) und wirken direkt auf die Follikelentwicklung.
Hinsichtlich der Ovulationsterminierung erwies sich lediglich
Luprostiol als effektiv (Block 1995, BufS 1997). Bei Einsatz
von Luprostiol (s. Tab. 2) tritt jedoch im Vergleich zu hCG
bzw. Deslorelin eine deutlich hdhere Streuung sowie ein
vermehrtes Auftreten von Ovulationen bis 24 Stunden post
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injectionem auf. Dinoprost besitzt keine ausreichende ovu-
lationsinduzierende Wirkung bei der Stute.

Bei Einhaltung der Behandlungsvoraussetzungen (s.0.) ist
bei Einsatz von Deslorelin® oder hCG nicht mit dem ver-
mehrten Auftreten von Doppelovulations- bzw. Zwillingsra-
ten sowie mit reduzierten Trachtigkeitserfolgen zu rechnen
(Ae 1995, Bollwein et al. 1995, Sieme und Klug 1996).

Tab. 2: Ovulationsinduktion bei 12h Untersuchungsintervall nach
hormoneller intervention bei dstrischen Warmblutstuten
mit Ausgangsfollikeln von 40mm.

Induction of ovulation after endocrinological intervention
in oestrous mares with follicles diamter of 40mm

n Mittelwert +SD

Deslorelin® 92 37,82 7,93
hCG {3000) 43 33,6° 10,14

I hCG (1500) 169 38,3¢ 8,63
Dinoprost 5mg 11 50,5 ¢ 23,56
Luprostiol 7,5mg 16 355¢ 12,35
Luprostiol 15mg 17 358f 20,46

| Kontrolle 83 52,3¢ 27,63

a,b,c:g=p <0001
f,e:d=p<0,05

f.e:g=p<=<0,01 ab:d=p<0,01

Besamungsterminierung bei induzierter Ovulation

Eine Abstimmung des optimalen Besamungszeitpunktes
sollte hinsichtlich der Konservierungsform (Frisch-, TG-
Sperma), des Behandlungsbeginns, des Medikamentes
und sowie der Dosierung erfolgen.

Bei Einsatz von Frischsamen empfiehlt sich die Erstbe-
samung 24 Stunden post injectionem. Der Behandlungser-
folg wird 48 Stunden post injectionem kontrolliert und dann
ggf. Uber eine Nachbesamung entschieden. Bei Einsatz von
TG-Sperma wird post injectionem ein 12stindiges Untersu-
chungsintervall empfohlen. Ist bis 36 Stunden post injectio-
nem die Ovulation nicht eingetreten, sollte die Erstbe-
samung erfolgen und nach weiteren 12 Stunden nachkon-
trolliert werden. Buf3 (1997) erzielte nach Ovulationsindukti-
on mit 1500 I.E. hCG und Einsatz von TG-Sperma die be-
sten Trachtigkeitsraten mittels Doppelbesamung nach 36
und 48 Stunden post injectionem. Ist eine unmittelbar prao-
vulatorische Besamung aus Kostengrinden zu riskant ist
spatestens 24 Stunden post injectionem das Untersu-
chungsintervall auf 6 Stunden zu verkirzen, um unmittelbar
postovulatorisch zu inseminieren.

Interaktion Inseminat und Endometrium

Jede Bedeckung oder Besamung impliziert eine endo-
metriale Reaktion in Form einer — abhangig von der myo-
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bzw. endometrialen Resistenz der Stute — transienten En-
dometritis.

Im Wesentlichen beeinflussen bei der Samenubertragung —
hygienische Kautelen beim Besamungsvorgang vorausge-
setzt — die einzelnen Komponenten des Inseminates Sper-
mien, Seminalplasma und Verdunner auf unterschiedliche
Weise Art und Ausmal’ der endometrialen Reaktion.
Hengstspermien werden in groBer Anzahl ejakuliert; dies
hat seine Ursache darin, daB Hengstejakulate aus unter-
schiedlichen Spermiensubpopulationen zusammengesetzt
sind. Diese Subpopulationen unterscheiden sich nicht nur
hinsichtlich Motilitaét und Morphologie, sondern vor allem
auch durch differente Befruchtungspotenz.

Der Spermientransport scheint bei der als ,Uterusbesamer”
anzusehenden Spezies Pferd positiv korreliert mit der Sper-
mienanzahl und der initialen Spermienmotilitat (Parker et al.
1975). Bereits nach wenigen Minuten post inseminationem
sind erste Spermien im Eileiter nachweisbar; nach 4 Stun-
den ist der Spermientransport abgeschlossen (Bader
1982). Als Ort der Spermienlagerung fungiert bei der Stute
vermutlich der caudale Isthmus.

FUr eine erfolgreiche Befruchtung ist die Anwesenheit akro-
somintakter Spermatozoen erforderlich, da erst nach Bin-
dung des Spermiums an die Eizelle die Akrosomenreaktion
einsetzt (Topfer-Petersen et al. 1995). Myometriale Kon-
traktionen sind die wesentliche Kraft zur Erreichung des Ei-
leiters. Der Klarung bedarf jedoch noch, inwieweit bei der
Spezies Pferd der Deckakt im Vergleich zur Samenubertra-
gung unterschiedlich stark induktiv auf das Myometrium
wirkt. Auch bleibt noch zu klaren, ob und welche Bestand-
teile des Ejakulates positiv inotrope Wirkungen besitzen.

Die endometriale Reaktion nach Bedeckung oder Be-
samung wird wesentlich durch den Einstrom neutrophiler
Granulozyten bestimmt. Neutrophile Granulozyten kénnen
bereits 30 Minuten nach Bedeckung oder Besamung nach-
gewiesen werden, Uber die intrauterine Persistenz gibt es
unterschiedliche Angaben bis 48 Stunden (Katila 1995) und
langer (Watson und Nikolakopoulos 1996). Nach Troedsson
(1996) erfolgt der postinseminatorische Einstrom neutrophi-
ler Granulozyten Uber eine Aktivierung des Komplementsy-
stems. Dieser Mechanismus sei spezifisch fur Spermien,
wahrend Seminalplasma in vitro hemmende Wirkung auf
Chemotaxis und Migration neutrophiler Granulozyten aus-
ubt.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, daf3 die Intensitat
der endometrialen Reaktion abhangig ist von der Konfektio-
nierungsform der Spermien (tiefgefroren > Frischsamen),
der Spermienkonzentration und des Volumens (Kotilainen
et al. 1994, Troedsson 1996).

Es ist zu vermuten, daB selektive Phagozytosemechanis-
men fur strukturell und/oder funktionell differente Spermien
bestehen.

Die Hauptproteinkomponenten im equinen Seminalplasma
wurden hinsichtlich Struktur und Funktion von Calvete et al.
(1994) untersucht. Claus et al. (1992) bestimmten den Ge-
halt an Ostrogenen und Prostaglandin-Fza.

Bei der Samenkonservierung ist nach Zentrifugation des
Samens eine Retention von mindestens 5% Seminalplasma
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fir den Erhalt der Spermienvitalitat essentiell (Ahlemeyer
1991). Nach Aurich et al. (1995) 1aBt sich durch Zusatz von
Seminalplasma von Hengsten mit guter Spermientiefgefrier-
eignung das Auftauergebnis von Hengsten mit schlechter
Tiefgefriereignung verbessern.

Von interindividuellen Unterschieden in der spezifischen Zu-
sammensetzung des Seminalplasmas berichten Scham-
bony et al. (1997).

Hinsichtlich der Interaktion Seminalplasma und Endometri-
um konnte bei anderen Spezies eine positive Beeinflussung
des Spermientransports nachgewiesen werden. Nach
Troedsson (1996) wirkt equines Seminalplasma in vitro
hemmend auf Chemotaxis und Migration neutrophiler Gra-
nulozyten.

Auf eine Interaktion Seminalplasma und Ovulationstermin
weisen die Untersuchungen von Schroter (1997) hin.

Durch Zusatz eines Seminalplasmapools von einem fertilen
bzw. einem subfertilen Hengst bei der Besamung von
Warmblutstuten unterschieden sich die Befruchtungsergeb-
nisse nicht signifikant (Beelmann 1994).

Zum EinfluB des Verdunners auf das Endometrium der Stu-
te finden sich in der Literatur nur vereinzelte Hinweise. Es
ist davon auszugehen, dafB bei der Besamung die wesentli-
che Entzindungsreaktion durch Spermien induziert wird
(Kotilainen et al. 1994, Troedsson 71996). Zu bedenken ist
jedoch, daB herkémmiiche Pferdesamenverdinner nicht
unerhebliche Anteile an Fremdeiwei3 (z.B. Magermilch, Ei-
dotter) enthalten.

Besamungsmanagement und endometriale Reaktion

Aus den oben dargestelliten Zusammenhangen ergeben
sich fur die Praxis der SamenUbertragung folgende Emp-
fehlungen.

In praxi wird im Regelfall die manuelle SamenUbertragung
angewandt; zu prtfen ware, ob eine manuelle Massage im
Bereich des auBeren Muttermundes vergleichsweise zum
Deckakt anndhernd vergleichbar induktiv auf das Myometri-
um wirkt.

Durch intracornuale Samendeponierung in das ipsilaterale
Uterushorn sind nach Feo et al. (1992) bessere Befruch-
tungsresultate zu erzielen (Merkt und Krause 1966).

Die Wahl des Verdunnermediums sollte auf den Zeitraum
zwischen Samenentnahme und Besamung abgestimmt
werden. Die Ubertragung unverdinnten Nativsamens ist
unmittelbar nach der Samengewinnung durchzufihren. Er-
folgt die SamenUbertragung innerhalb der ersten 12 Stun-
den nach der Samengewinnung sind saline, fremdprotein-
freie Verdlnnermedien vorrangig einzusetzen. Der Einsatz
von Frischsamen langer als 12 Stunden nach Gewinnung
erfordert bislang noch kommerziell-erhaltliche, fremd-
proteinhaltige Verdinnermedien und Lagerung des Samens
bei +5° Celsius.

Ein von den Verfassern verfolgter Arbeitsschwerpunkt liegt
in der Etablierung spezifischer Aufbereitungsverfahren zur
Selektion hochmotiler, befruchtungskompetenter Spermien
(Sieme et al. 1996). Solche Verfahren sind indiziert, da sie
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vermutlich einen verbesserten Spermientransport und eine
geringere endometriale Phagozytoseleistung intrauteriner
Residualspermien bedingen.

Beim Einsatz von Tiefgefriersperma sind die Befruchtungs-
resultate nach wie vor vergleichsweise reduziert. Der Ent-
zug von Seminalplasma bei der Tiefgefriersamenherstellung
wird von Troedsson (1996) als mégliche Ursache angefUhrt.
Auch konnten durch den Gefrierprozess bedingte Schadi-
gungen akrosomaler Oberflachenstrukturen eine vorzeitige
Erkennung durch das endometriale Abwehrsystem ermdgli-
chen. Kotilainen et al. (1994) ermittelten nach Resuspen-
sion des aufgetauten Samens in Magermilchverdinner eine
deutlich geringere Entzindungsreaktion als bei Einsatz
nicht nachverdunnten Gefrierspermas.

Die Erforschung funktioneller Eigenschaften equinen Semi-
nalplasmas hinsichtlich der Interaktion zum Endometrium
(Troedsson 1996) sowie der Einsatz von Seminalplasma bei
der Besamung (Beelmann 1993} bedarf weiterer Untersu-
chungen.
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