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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Nichtinvasive und reversible Methoden  zur  Ausschaltung  der
Geschlechtsfunktion beim Ziegenbock sind bisher nicht etabliert. Zwar konnte in
ersten Versuchen mit einer GnRH-Vakzination eine Unterdriickung der
Hodenfunktion bei Ziegenbdcken erreicht werden, doch ist der Effekt der
Vakzination zeitlich schlecht steuerbar und weist damit fir den Einsatz beim
Zuchttier einen deutlichen Nachteil auf. Auch ist die Frage der Reversibilitat

dieser Methode noch nicht ausreichend gekléart.

Die Dauergabe von Gestagenen fihrt bei verschiedenen Tierarten zu einer
reversiblen Unterdriickung der Fortpflanzungsféhigkeit. Besonders bei Ebern und
Hengsten wurde Altrenogest bereits erfolgreich eingesetzt, fir den Ziegenbock
hingegen liegen  bisher keine in diese Richtung gehenden

Untersuchungsergebnisse vor.

Ziel ist es daher, folgende Fragen zu beantworten:

— Kann durch die orale Gabe von Altrenogest die Hodenfunktion beim
Ziegenbock reversibel unterdriickt werden?

— Wie wirkt sich die Gestagenapplikation auf kérperliche Parameter, Parameter
der Spermauntersuchung sowie die Konzentration von Testosteron im Blut
aus?

— Wie verhalten sich die Spermaparameter nach Absetzen der Altrenogest-
Gabe?

— Wie wirkt sich die Gestagenapplikation auf die Ergebnisse der

sonographischen Untersuchung der Hoden sowie der Grauwertanalyse aus?
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Reversible Unterdriickung der Hodenfunktion beim Saugetier

Die Unterdriickung der Gonadenfunktion zur Kontrolle der Fortpflanzung stellt
sowohl fir das Management eines Nutztierbestandes als auch fir
Hobbytierhaltungen einen wichtigen Aspekt dar. Soll die Trennung bestehender
Gruppen vermieden werden, so ist die Kastration oder Sterilisation der
mannlichen oder der weiblichen Tiere die einzige Md&glichkeit, unerwiinschte
Vermehrung gezielt zu vermeiden. Wird eine chirurgische Kastration
durchgefiihrt, liegt das Augenmerk hierbei aufgrund der weniger aufwendigen
und risikodrmeren Operationstechnik meist auf den mannlichen Tieren.

Neben der Fortpflanzungskontrolle gibt es noch weitere Indikationen fir die
Kastration méannlicher Tiere. So wirkt sich diese entscheidend auf das Verhalten
der Tiere aus; sexuell orientiertes, oft aggressives Verhalten gegeniiber anderen
méannlichen Tieren, insbesondere wahrend der Zuchtsaison, wird reduziert und
haufige, durch Rangkéampfe verursachte Verletzungen damit vermieden. Fir die
weiblichen Tiere in der Gruppe wird ein ruhigeres Haltungsumfeld geschaffen.
Bei lebensmittelliefernden Tieren, speziell bei Eber und Ziegenbock, dient die
Kastration zudem der Verbesserung von Fleisch- und
Schlachtkdrpereigenschaften, da der geschlechtstypische Geruch und
Geschmack des Fleisches verringert wird.

Nicht immer sind alle diese genannten Folgen einer Kastration erwiinscht. So
kann eine Verhaltensdnderung beim dominanten Tier die Rangordnung der
gesamten Herde durcheinander bringen und somit statt zu einer
Haltungserleichterung zu Unruhe innerhalb der Gruppe fihren. Meist soll aber
eben dieses dominante Tier, welches hauptsachlich die weiblichen Tiere deckt,
kastriert werden.

Beachtet werden muss zudem, dass eine chirurgische Kastration immer mit
einem Risiko von Zwischenféllen bis hin zu einem mdglichen Tod des Tieres
verbunden ist. Auch kommt es durch die mit der Kastration verbundene
Manipulation sowie die Schmerzen zu einem Trauma, welches sich zumeist in

einem Einbruch der Tageszunahmen bemerkbar macht.
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Den entscheidendsten Nachteil einer chirurgischen Kastration stellt deren
Irreversibilitdt dar. Ist einmal die Entscheidung zur Kastration gefallen, ist eine
weitere Zuchtnutzung nicht mehr mdglich. Es gehen in diesem Fall
gegebenenfalls  wertvolle  genetische  Ressourcen des  Bestandes
beziehungsweise der Population verloren.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass eine reversible,
risikodrmere, praktikablere und tierschonendere Alternative zur chirurgischen
Kastration in der Praxis willkommen waére. Angriffspunkte hierfir kénnen die
Produktion und Reifung, die Funktion oder die Freisetzung der Keimzellen sein
(Gupta und Bansal 2010). Bei bisherigen Forschungen steht vor allem der
immunologische Ansatz im Fokus. Hierbei werden die Tiere gegen kérpereigene
Geschlechtshormone immunisiert, es kommt zur Bildung von Antikérpern gegen
ebendiese Hormone und damit zu einer Hemmung oder vollkommenen
Ausschaltung der Gonadenfunktion (D'Occhio 1993; Ferro et al. 2004; Reeves et
al. 1989). Damit es zu einer immunologischen Reaktion kommt, missen die
Hormone dafir zunachst an kérperfremde Proteine oder Molekile gebunden
werden; zudem muss den Hormon-Konjugaten ein Adjuvans hinzugegeben
werden, um die Reaktion des Immunsystems zu verstarken (Reeves et al. 1989).
Grundsatzlich ist diese Art der Immunoneutralisation von Hormonen bei Tieren
beiderlei Geschlechts mdglich. Die Effektivitat der Vakzination variiert bei den
Tierarten zum Teil erheblich (Ferro et al. 2004). Im Vordergrund der Forschung
stehen vor allem das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), das
luteinisierende Hormon (LH), das follikelstimuliernde Hormon (FSH) sowie die
von den Gonaden freigesetzten Steroidhormone, vor allem das Progesteron und
das Testosteron. Hormone werden im Blut transportiert und sind deshalb fiir die

Bindung an Antikérper zuganglich (D'Occhio 1993).

2.2 Reversible Unterdriickung der Hodenfunktion beim kleinen
Wiederkauer

Zur Kastration eines méannlichen kleinen Wiederkauers werden Ublicherweise die
Gonaden im Rahmen einer blutigen Kastration vollstdndig entfernt, oder es wird

mit Hilfe einer Burdizzozange eine Quetschung der Samenstrdnge
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vorgenommen, wodurch die Durchblutung der Gonaden unterbunden wird. Als
Folge bilden sich Hoden und Skrotum stark zurlick, und sowohl die endokrinen
als auch die keimbildenden Funktionen fallen aus. Die Amputation der Hoden
mittels elastischer Ringe, durch welche die Durchblutung von Hoden und
Skrotum vollkommen unterbunden wird, sodass diese eintrocknen und
schlieRlich abfallen oder abgesetzt werden kénnen, ist in Deutschland nach § 6
Absatz 2 des Tierschutzgesetztes verboten (Bundesministerium der Justiz und
fur Verbraucherschutz 2018).

Eine neuere, minimalinvasive Methode stellt die so genannte ,Pinhole*-
Kastration dar. Hierbei werden nach vorheriger Lokalanasthesie die
Samenstrédnge ohne Eréffnung des Skrotums ligiert (Fazili et al. 2009; Ponvijay
2007). Der Samenstrang wird lateral im Skrotum fixiert und mittels einer
Hohlnadel medial davon ein resorbierbarer Faden platziert. Die Fadenenden
werden verknotet und dadurch der Samenstrang ligiert, es kommt zu einer
Unterbrechung der Durchblutung und damit zu einer Atrophie der Hoden (Steiner
und Janett 2013). In einer Versuchsreihe zu dieser Kastrationsmethode konnte
bei allen Versuchstieren nach einer Woche eine Azoospermie und eine
Hodenatrophie festgestellt werden; histologisch lag eine ischdmische Nekrose
vor (Okwee-Acai et al. 2009).

In § 5 Absatz 3 Nummer 1 sagt das deutsche Tierschutzgesetz aus, dass ,eine
Betdubung (...) nicht erforderlich [ist] fir das Kastrieren von unter vier Wochen
alten ménnlichen Rindern, Schafen und Ziegen, sofern kein von der normalen
anatomischen Beschaffenheit abweichender Befund
vorliegt® (Bundesministerium der Justiz und fur Verbraucherschutz 2018).
Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die Kastration dieser Tiere in
der Praxis ublicherweise ohne vorherige Betdubung durchgefihrt wird.
Verschiedene Studien zeigen, dass eine Kastration, egal welcher Art, immer mit
einer Erh6hung des Serumkortisolspiegels verbunden ist (Kent et al. 1993; Paull
et al. 2009). Werden zudem Verhalten und mechanischer Schmerz bei Palpation
beurteilt, konnte in einer Studie bei Ld&mmern die deutlichste Reaktion auf die
chirurgische Kastration, gefolgt von der Gummiring- und der Burdizzokastration,
beobachtet werden (Thornton und Waterman-Pearson 1999); bei Lomax et al.
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(2010) hingegen zeigten Lammer nach einer Kastration mittels Gummiring
signifikant mehr Schmerz-assoziierte Verhaltensdnderungen als nach einer
chirurischen Kastration. Auch als Reaktion auf die ,Pinhole“-Kastration stieg der
Serumkortisolspiegel auf ein dhnliches Niveau wie nach einer chirurgische
Kastration an (Okwee-Acai et al. 2009).

Zum Effekt der Anwendung einer Lokalandsthesie auf den Serumkortisolspiegel
liegen verschiedene Studienergebnisse vor. Bei Kent et al. (1998) wurde durch
die Applikation einer Lokalanasthesie vor der Kastration mittels Gummiring der
Peak der Kortisolkonzentration um 50 % vermindert; bei Thornton und
Waterman-Pearson (1999) wurden durch die Verwendung einer Lokalandsthesie
die Reaktionen auf die Burdizzo- und die Gummiringkastration reduziert, nicht
aber die auf die chirurgische Kastration; bei Mellema et al. (2006) konnte der
Anstieg des Serumkortisolspiegels durch die Lokalanasthesie bei der
Burdizzokastration tendenziell und bei der Gummringkastration signifikant
erniedrigt werden; bei Wood et al. (1991) blieb nach der chirurgischen Kastration
von juvenilen Schafbécken unter Verwendung einer Lokalanasthesie der Anstieg
des Serumkortisolspiegels aus.

Kent et al. (1998, 2000) sowie Lomax et al. (2010) wiesen bei Schafldammern
nach einer Gummiring- beziehungsweise chirurgischen Kastration ohne
Lokalanasthesie im Vergleich zur Kastration mit Lokalanasthesie einen
signifikanten Anstieg von auf Schmerzen hinweisenden Verhaltensénderungen
(zum Beispiel Kyphose, vermehrtes Liegen, LautduRRerungen, Aufstampfen mit
den Klauen, Schlagen mit dem Schwanz und Umwenden des Kopfes zur
Skrotalregion) nach. Dieser Effekt war bei Kent et al. (2000) auch 31 Tage nach
der Kastration noch vorhanden und weist auf ein Langzeitschmerzempfinden der
Tiere nach der Kastration ohne Lokalanasthesie hin. Bei Kélbern wurden mit dem
Anstieg der Serumkortisolkonzentration und einem Rickgang der
Futteraufnahme in den ersten Tagen sowie einem Riickgang der Tageszunahmen
in den ersten Wochen nach der Kastration ohne Lokalandsthesie ebenfalls
Anzeichen fir ein Langzeitschmerzempfinden nachgewiesen (Zulauf et al. 2003).
In derselben Studie wurde aufgezeigt, dass die alleinige Manipulation der Kélber,

welche fur die Verabreichung der Sedation notwendig ist, bereits zu einer
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Erhéhung des Serumkortisolspiegels fiihrte (Zulauf et al. 2003).

2.2.1 Schafbock

Mannliche Ladmmer erreichen mit drei bis sechs Monaten die Pubertét, die
ausgereiften Hoden wiegen zwischen 200 und 300 Gramm (siehe Ubersicht bei
Sinowatz 2001). Die Spermatogenese beginnt am 80. bis 90. Lebenstag und
dauert beim geschlechtsreifen Tier 34 bis 49 Tage. Vitale Spermien befinden sich
ab einem Lebensalter von 140 bis 150 Tagen im Ejakulat (siehe Ubersichten bei
Sinowatz 2001 sowie Smidt und Ellendorff 1969a). Abgesehen von Einzeltieren
in der Hobbyhaltung ist bei Schafbécken eine Kastration vor allem dann
notwendig, wenn diese im Frihjahr geboren werden: Im Gegensatz zu
Herbstlammern, die im Stall geméstet werden und mit vier bis finf Monaten
schlachtreif sind, erreichen im Frihjahr geborene Lammer aufgrund anderer
Futterungs- und Haltungsbedingungen, insbesondere bei Tieren in
Wanderherden, erst mit ungefédhr sechs Monaten ihr Schlachtgewicht und
missen deshalb haufig zur Erleichterung der Haltung kastriert werden (Janett et
al. 2003).

Bei einem Vergleich der tblichen Kastrationsmethoden chirurgische Kastration,
Burdizzokastration und der (in Deutschland verbotenen) Gummiringkastration
stuften Melches et al. (2007) die Burdizzokastration als am wenigsten belastend
ein. Die blutige Kastration wurde aufgrund der starken akuten Schmerzanzeichen
als ungeeignet bewertet, und nach der Gummiringkastration wiesen die Lammer
eine im Vergleich zur Burdizzokastration wesentlich 1angere Wundheilungszeit
auf. Beachtet werden muss allerdings, dass eine Burdizzokastration bei
Lammern im Alter von wenigen Tagen bis zu zehn Wochen in einer anderen
Studie als nicht immer zuverlassig beschrieben wurde, da es nicht bei allen
Tieren zu einer vollstéandigen Involution des Hodenparenchyms kam (Stoffel et al.
2009).

Viele Studien haben sich mit alternativen, reversiblen Methoden zur Kastration
von Schafbdcken beschaftigt. Die Immunisierung gegen koérpereigene Hormone

steht auch hier im Fokus.
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2.2.1.1 Immunisierung gegen GnRH

Im Rahmen der Forschung an der Immunisierung gegen kérpereigene Hormone
beschéftigen sich die meisten Studien mit Immunisierungsversuchen gegen das
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) (Thompson 2000). Erste Versuche
bezuglich einer Immunisierung gegen GnRH wurden bereits vor tiber 30 Jahren
durchgefiihrt. Gemeinsam mit dem Rind (Jeffcoate et al. 1982) und dem Schwein
(Falvo et al. 1986) gehorte das Schaf (Jeffcoate et al. 1982) zu den ersten Tieren,
bei denen diese Methode angewandt wurde.

GnRH spielt eine zentrale Rolle in der Signalkaskade zwischen dem
Hypothalamus, der Hypophyse und den Gonaden, welche das
Reproduktionsverhalten der Sdugetiere bestimmt; es kann als Ausgangspunkt
ebendieser Kaskade betrachtet werden (D'Occhio 1993). GnRH wird von den
Neuronen an der Eminentia mediana des Hypothalamus pulsatil freigesetzt und
stimuliert den Hypophysenvorderlappen zur Sekretion des luteinisierenden
Hormons (LH) und des follikelstimulierenden Hormons (FSH), welche die
testikularen Funktionen steuern. Aus den Gonaden selber werden verschiedene
Steroidhormone freigesetzt, welche unter anderem mittels eines Feedback-
Mechanismus die Freisetzung von GnRH, FSH und LH steuern.

Grundsatzlich ist eine zuverlassige Unterdrickung der endokrinen und
keimbildenden Hodenfunktion bei allen Saugetieren durch die Immunisierung
gegen GnRH moglich (Fayrer-Hosken 2008; Gupta und Bansal 2010; Thompson
2000). Dafuir muss zunachst eine Vakzine hergestellt werden, mit deren Hilfe eine
aktive Immunisierung gegen endogenes GnRH vorgenommen werden kann. Das
GnRH ist ein Peptid aus zehn Aminosauren (Dekapeptid) (sieche Ubersicht bei
Aurich und To&pfer-Petersen 2015) und selbst zu klein, um immunologisch
wirksam zu sein; es muss daher an ein Tragerprotein gebunden werden, damit
es immunogen wirkt (Fayrer-Hosken 2008; Thompson 2000; Janett et al. 2003).
Hierflr kdnnen verschiedene Tragerproteine verwendet werden, so haben zum
Beispiel die Bindungen von GnRH an Ovalbumin, Polyvinylpyrrolidone oder
Glutaraldehyd zu einer erfolgreichen Immunisierung von Versuchstieren gefiihrt
(Thompson 2000). Zusatzlich wird der Impfstoff mit einem Adjuvans versehen,

um die Immunwirkung zu verstarken (Steiner und Janett 2013).
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Der erste kommerziell erhaltliche Impfstoff kam in den spéaten achtziger Jahren
in Australien auf den Markt (Vaxstrate®, Peptide Technology, Australien);
Indikation fur die Nutzung war die Hemmung der Fortpflanzungsfunktion beim
weiblichen Rind (Meeusen et al. 2007). Aufgrund vieler lokaler Reaktionen an
den Injektionsstellen (bis zu 40 % der behandelten Tiere entwickelten Abszesse)
und der weniger guten Praktikabilitat (zwei Injektionen pro Tier waren notwendig,
dies kollidierte mit der extensiven Rinderhaltung in Australien) wurde Vaxstrate®
1996 aus dem Handel genommen (Meeusen et al. 2007), diente aber als
Grundlage fur spatere Produkte: Improvac® (Zoetis, Belgien), entwickelt zur
Vermeidung des Geschlechtsgeruchs bei Ebern; Equity® (Pfizer Animal Health,
Australien) zur Zykluskontrolle bei der Stute; Boprivac® (Pfizer Animal Health,
Australien) zur Zykluskontrolle beim weiblichen Rind sowie zur Hemmung der
Testosteronsekretion beim Bullen; GonaCon® (U.S. Department of Agriculture,
USA) zur Unterdriickung der Fortpflanzung beim WeiBwedelhirsch und
ReproBloc® (Amplicon, USA) fir die Populationskontrolle bei Sdugetieren. Von
allen genannten Produkten ist in Deutschland zurzeit nur Improvac® fiur die
Anwendung beim Eber zugelassen.

Die als Reaktion auf die Injektion der Vakzine gebildeten Antikérper binden das
kérpereigene GnRH und neutralisieren es dadurch, sodass die LH- und die FSH-
Sekretion aus dem Hypophysenvorderlappen verhindert und die
Gonadenfunktion stillgelegt wird (D'Occhio 1993; Gupta und Bansal 2010; Janett
et al. 2003). Das GnRH kann seine natirliche Wirkung nicht mehr erzielen,
entweder weil der gebildete Antigen-Antikérper-Komplex zu gro® ist, um durch
die GefaRwand zu diffundieren, oder aber weil die Rezeptorbindungsstelle am
GnRH durch die Bindung des Antigens verdeckt wird (Thompson 2000). Die
Wirkung der Vakzine bleibt bestehen, so lange erhdhte Antikdrperspiegel
vorliegen (Clarke et al. 1998).

Befindet sich das Tier zum Zeitpunkt der Immunisierung in einer prapubertéren
Phase, verbleiben die Gonaden in diesem Zustand; bei Tieren kurz vor der
Geschlechtsreife wird das Hodenwachstum deutlich gehemmt, bei erwachsenen
Tiere werden die Gonaden in einen prapubertaren Zustand zurlickversetzt
(D'Occhio 1993; Janett et al. 2003). Dadurch werden sowohl die Fruchtbarkeit
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als auch das durch Sexualhormone bedingte sexuelle und aggressive Verhalten
kontrolliert (D'Occhio 1993; Thompson 2000).

Die frihesten Untersuchungen beim Schafbock beschéaftigen sich allerdings nicht
mit einer aktiven, sondern mit einer passiven Immunisierung gegen GnRH. Bei
der passiven Immunisierung werden dem Tier die Antikorper direkt verabreicht,
sodass es zu einem sofortigen Wirkungseintritt kommt. Hierfiir sind hohe Mengen
an Antikérpern und damit verbunden groR3e Injektionsvolumina notwendig (Hage-
van Noort et al. 1992). Lincoln und Fraser (1979) verabreichten ovines Serum mit
Antikdrpern gegen GnRH an adulte Schafbécke. Gewonnen wurde das
verwendete Serum von weiblichen Schafen, welche mit Hilfe von GnRH,
gebunden an bovines Serumalbumin, immunisiert worden waren. Als Reaktion
auf die passive Immunisierung zeigten die Schafbdcke einen unwillkirlichen
Stillstand des episodischen LH-Peaks, verbunden mit einer deutlichen
Absenkung der Plasmakonzentrationen von LH und Testosteron. Die
Konzentration von FSH war zundchst unveréndert; die Autoren vermuteten hier
eine verzdgerte Reaktion. Die Werte von LH und Testosteron verblieben auch am
auf die Injektion folgenden Tag niedrig, zudem folgte auf eine Injektion von GnRH
weder eine Erhéhung der LH- noch der Testosteron-Konzentration im Plasma. 24
Tage nach der einmaligen Injektion ahnelten die Werte der Versuchstiere wieder
denen von Kontrolltieren, nach 46 Tagen waren keine Unterschiede mehr
feststellbar. Lincoln und Fraser (1979) wiesen somit den Effekt der passiven
Immunisierung auf die Hormonkonzentrationen nach, schlossen aber keine
Untersuchungen hinsichtlich der Fruchtbarkeit der Tiere an.

Parthasarathy et al. (2002) fuhrten ebenfalls eine passive Immunisierung gegen
GnRH an adulten Schafbdcken durch; als Kontrolltiere dienten unbehandelte und
chirurgisch kastrierte Tiere. In einem ersten Versuch erhielten 16 Schafb&cke
eine Dosis von 300 ml Antiserum, als Reaktion zeigte sich ein deutlicher Anstieg
der Antikorpertiter mit einem Maximum nach 24 Stunden, die ungefahre
Halbwertszeit lag bei 17 Tagen. Korrespondierend kam es innerhalb von 24
Stunden nach der |Injektion zu einem deutlichen Rickgang der
Testosteronkonzentration im Serum der Schafbdcke, ein signifikanter

Unterschied der Testosteronwerte im Vergleich mit den Kontrolltieren blieb iber
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24 Tage bestehen. Bei parallel durchgefiihrten Verhaltensbeobachtungen konnte
weder ein signifikanter Einfluss auf die Anzahl von Aufsprungversuchen auf
Ostrische weibliche Schafe noch eine Reduktion der Anzahl an Ejakulationen
festgestellt werden, sodass Parthasarathy et al. (2002) einen zweiten Versuch
anschlossen: Hierbei wurden funf adulte Schafbdcke mit 400 ml des Antiserums
behandelt, 14 Tage spater erhielten sie eine zweite Injektion mit 300 ml des
Antiserums. Die Kontrolltiere erhielten jeweils dieselbe Menge eines
Schafserums ohne Antikérper gegen GnRH. Erneut kam es zu einem Anstieg des
Antikdrpertiters mit einem Maximalwert an Tag funf, die Halbwertszeit des Titers
lag bei 24 Tagen nach der ersten beziehungsweise bei 21 Tagen nach der zweiten
Injektion. Finf Tage nach der ersten Injektion war der Testosterongehalt im
Serum der Versuchstiere signifikant niedriger als derjenige der Kontrolltiere,
dieser Unterschied blieb bis zum Ende der Studie an Tag 68 signifikant. Die
Verhaltensbeobachtungen ergaben keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl
der Aufsprungversuche, wohl aber einen deutliche Rickgang der Ejakulationen
bei den behandelten Tieren von Tag 12 bis Tag 40 nach Versuchsbeginn. Die
Autoren schlossen hieraus, dass eine einmalige Behandlung der Tiere zwar
ausreichend war, um den Testosteronspiegel im Serum zu beeinflussen, aber
eine zweimalige Behandlung notwendig ist, um eine Suppression des
Testosteronwertes zu erreichen, welche lang genug anhalt, um auch einen Effekt
auf die Fruchtbarkeit der Tiere zu haben.

Vermutlich bedingt durch die aufwendige Durchfihrung der passiven
Immunisierung, konzentriert sich die Mehrzahl der Forschungen auf die aktive
Immunisierung. Jeffcoate et al. (1982) verabreichten eine Vakzine bestehend aus
synthetischem GnRH, bovinem Serumalbumin als Tragerprotein sowie dem
kompletten Freund-Adjuvans an Bockldmmer im Alter zwischen 16 und 20
Wochen. Drei weitere Injektionen wurden jeweils nach sechs, 12 und 28 Wochen
durchgefiihrt. Der GnRH-Antikérper-Spiegel begann bei allen Tieren zwischen
der siebten und neunten Woche nach der ersten Injektion anzusteigen, um dann
ab der 14. Woche bis zur Entnahme der letzten Blutprobe in der 20. Woche relativ
stabil zu bleiben. Bei der Blutuntersuchung nach 17 Wochen waren zudem die

Plasmakonzentrationen von Testosteron und LH sowie FSH bei den
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Versuchstieren durchweg niedriger als bei den Kontrolltieren, bei einigen Tieren
sogar unterhalb des messbaren Bereiches. Ab der 13. Woche zeigten die
behandelten Lammer signifikant kleinere Hoden als die Tiere einer
Vergleichsgruppe. Mittels Elektroejakulation wurde mehrfach versucht,
Spermaproben der Tiere zu gewinnen; dieses gelang in den Wochen 24 bis 26
bei acht von elf Tieren nicht, von den anderen drei Tieren konnte ein Ejakulat mit
sehr kleinem Volumen gewonnen werden, welches nur wenige, nicht motile
Spermien enthielt. In der 72. Woche konnten wiederum von drei Tieren
Spermaproben gewonnen werden, bei denen jeweils eine nur maRige Motilitat
der Spermien vorlag. Bei der anschlieRenden Kastration wurde bei allen
Versuchstieren ein signifikant verringertes Hodengewicht nachgewiesen, die LH-
Konzentration im Plasma stieg auch nach der Kastration nicht wieder an.
Schanbacher (1982) verabreichte GnRH an zehn Wochen alte Bocklammer. Das
GnRH wurde zuvor an humanes Serumalbumin als Tragerprotein gebunden,
zudem wurde das komplette Freund-Adjuvans verwendet. Eine erneute Injektion
wurde sechs Wochen spater durchgefiihrt. Acht beziehungsweise zwolf Wochen
nach der ersten Injektion konnten Antikérper gegen GnRH bei den behandelten
Tieren nachgewiesen werden; die Konzentrationen von LH und FSH im Serum
waren im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren deutlich erniedrigt und lagen
bei den meisten Tieren knapp an der unteren Nachweisgrenze des verwendeten
Radioimmunoassays. Eine Testosteronkonzentration im Serum war bei den
Versuchstieren nicht nachweisbar. Auf eine intravendse Injektion von GnRH zu
den genannten Zeitpunkten reagierten die Tiere weder mit einem Anstieg der LH-
noch der Testosteronkonzentration. Bei der Schlachtung im Alter von 22 Wochen
zeigten die Versuchstiere im Vergleich zu den Kontrolltieren eine Reduktion des
Hodengewichts um etwa 20 % sowie ein signifikant niedrigeres Schlachtkérper-
gewicht.

Jeffcoate et al. (1982) sowie Schanbacher (1982) konnten damit erstmals
nachweisen, dass die GnRH-Vakzination auch beim ménnlichen Lamm die
normale  sexuelle  Entwicklung aufhalt und Einfluss auf die
Schlachtkérpereigenschaften hat. Eine Reversibilitdt konnten Jeffcoate et al.
(1982) aufgrund der erfolgreichen Spermagewinnung bei drei Tieren nach 72

11
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Wochen vermuten, aber bedingt durch die nicht ausreichende Versuchsdauer
nicht nachweisen; die Studie von Schanbacher (1982) beinhaltete keine
Untersuchungen hinsichtlich der Reversibilitat.

Einen wesentlich langeren Versuchszeitraum von Uber zwei Jahren wahlten
Brown et al. (1994), um die Reversibilitdt der Immunisierung zu Uberprifen.
Zudem stand der mdoglicherweise unterschiedliche Effekt der Vakzinierung bei
prépubertdren beziehungsweise pubertdren Tieren im Fokus ihrer Forschung:
Ménnliche L&mmer wurden entweder im Alter von drei bis vier Wochen oder im
Alter von 20 bis 21 Wochen mit einer selbst hergestellten Vakzine geimpft, eine
Wiederholung fand nach zehn Wochen statt. Ein Peak des GnRH-Antikérper-
Spiegels konnte bei allen Tieren zwei Wochen nach der zweiten Injektion
festgestellt werden, anschlieBend fiel der Spiegel in individuell sehr
unterschiedlicher Weise wieder ab. In der 115. Woche konnte nur noch bei drei
Tieren ein geringer Antikérper-Gehalt nachgewiesen werden. Die
Testosteronkonzentrationen im Plasma der Versuchstiere waren stets geringer
als die der Kontrollgruppe, und wahrend bei der Kontrollgruppe die LH- und FSH-
Konzentrationen nach der 46. Woche anstiegen, blieben sie bei den
Versuchstieren niedrig. Brown et al. (1994) konnten keinen Unterschied zwischen
den frih- und spéatbehandelten Tieren sowie den Kontrolltieren hinsichtlich der
Gewichtsentwicklung feststellen. Die prapubertédre Injektion verhinderte das
Hodenwachstum mindestens bis zur 27. Lebenswoche, einige Tiere erreichten
sogar bis zur 115. Lebenswoche nicht die HodengréRe der Kontrolltiere. Bei den
Tieren, welche wahrend der Pubertat immunisiert wurden, ging die Hodenmasse
zuriick und fing bei den verschiedenen Individuen erst in der 51. bis 90.
Lebenswoche wieder an, sich zu normalisieren. Ab der 46. Woche unterschieden
sich die Hodenmassen der beiden Versuchsgruppen nicht mehr deutlich
voneinander, waren aber bei allen behandelten Tieren signifikant niedriger als bei
den Kontrolltieren. Nach 115 Wochen konnten von 83 % der prapubertar
behandelten und von 89 % der wahrend der Pubertdt behandelten Tiere
Ejakulate gewonnen werden, diese unterschieden sich hinsichtlich der Qualitat
(Anteil lebender Spermien, Anteil vorwartsbeweglicher Spermien, Anteil

morphologisch nicht veradnderter Spermien) nicht deutlich von denen der
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Kontrolltiere.

Sowohl eine Immunisierung mit einer ersten Injektion im Alter von drei bis vier
Wochen als auch mit einer ersten Injektion im Alter von 20 bis 21 Wochen fuhrte
somit zu einer Unterdriickung der Gonadenfunktion. Eine generelle Reversibilitat
scheint zu bestehen, jedoch zeigten einige der prapubertér behandelten Tiere
auch am Versuchsende nach zwei Jahren noch sehr kleine Hoden und keinerlei
Libido sexualis, sodass hier auch von einer mdglichen Irreversibilitat
ausgegangen werden muss.

An bereits geschlechtsreifen Tieren testeten Oatley et al. (2005) die GnRH-
Vakzination; hierfir wurden drei Injektionen im Abstand von jeweils vier Wochen
durchgefiihrt. Auch hier lagen die Serum-Testosteronkonzentrationen der Tiere
vier Wochen nach der letzten Injektion unterhalb des messbaren Bereiches und
die Hodenmalfde waren deutlich zurlickgegangen.

Ein besonderes Augenmerk auf die Auswirkungen der GnRH-Immunisierung auf
die Masteigenschaften der Lammer legten Kiyma et al. (2000), indem sie den
Zeitraum abmaflen, den die Tiere bendtigten, um ein festgelegtes
Schlachtgewicht zu erreichen. Hierfir wurden unkastrierte Kontrolltiere mit
mittels Gummiring kastrierten Tieren und zwei Gruppen geimpfter Tiere
verglichen, wobei die Vakzine bei der einen Gruppe mit dem kompletten Freund-
Adjuvans erganzt wurde (Versuchsgruppe 1), bei der anderen Gruppe mit einem
Adjuvans auf Olbasis (Versuchsgruppe 2). Es wurde jeweils nur eine Injektion
durchgefuhrt.

Antikdrper gegen GnRH konnten bei den Lammern der Versuchsgruppe 1 nach
sechs Wochen erstmals gemessen werden; durchgehend war bei diesen Tieren
der Antikérperspiegel hoher als bei den Tieren der Versuchsgruppe 2, bei
welchen erst nach acht Wochen erstmals Antikérper nachgewiesen werden
konnten. Die Antiképer blieben bis zur Schlachtung messbar, welche 17 bis 18
Wochen nach der Injektion stattfand. Wahrend die Testosteronkonzentration im
Plasma zu Beginn der Untersuchung bei allen Tieren noch niedrig war, stieg sie
bei den Kontrolltieren im Laufe der Zeit kontinuierlich an; bei den konservativ
kastrierten Tieren blieb dieser Anstieg aus, bei den immunologisch kastrierten

Tieren stieg die Konzentration nur langsam an, um sechs bis zehn Wochen nach
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der Injektion wieder abzufallen. Dieser Effekt war deutlicher bei den Tieren der
Versuchsgruppe 1 zu erkennen. Eine regelmaRige Messung des
Skrotalumfanges belegte ein ausbleibendes Hodenwachstum bei den
behandelten Tieren; in einer histologischen Untersuchung der Hoden nach der
Schlachtung wurde bei 82 % der mit Freund-Adjuvans behandelten Tiere eine
Atrophie der Tubuli seminiferi festgestellt, diese lag nur bei 25 % der Tiere aus
Versuchsgruppe 2 und bei keinem der Kontrolltiere vor. In den Hoden der Tiere
aus der ersten Versuchsgruppe konnten zudem keine Spermatozoen
nachgewiesen werden, wahrend in den Hoden von 50 % der Tiere aus der
zweiten Versuchsgruppe und von 69 % der Kontrolltiere Spermatozoen
nachgewiesen werden konnten.

Alle kastrierten Tiere, egal ob hormonell oder mittels Gummiring, zeigten eine
deutlich verringerte Libido sexualis, wobei das Verhalten der ersten
Versuchsgruppe dem der chirurgisch kastrierten Tiere &hnelte, und das
Sexualverhalten der Tiere der zweiten Versuchsgruppe zwar geringer ausgepragt
war als bei den Kontrolltieren, aber deutlicher als bei den chirurgisch kastrierten
Tieren.

Die Mastdauer bis zum Erreichen des geforderten Schlachtgewichtes war bei
beiden Versuchsgruppen langer als bei den Kontrolltieren, aber geringer als bei
den mittels Gummiring kastrierten Tieren. Auch hinsichtlich Fettverteilung und
Fleischanteil lagen die Qualitaten der Schlachtkérper der Versuchstiere zwischen
denen der anderen beiden Gruppen. Damit konnten Kiyma et al. (2000)
nachweisen, dass die Immunisierung gegen GnRH die gewiinschten Effekte der
Kastration hinsichtlich des Verhaltens erreichen kann, dabei aber weniger starke
negative Auswirkungen auf die Masteigenschaften hat als eine Kastration.

Den kommerziell erhdltlichen, aber nur fir Eber zugelassenen Impfstoff
Improvac® (Zoetis, Belgien) testeten Janett et al. (2003) erfolgreich an
Bocklammern. Die erste Impfung fand im Alter von zwei bis drei Monaten statt,
eine zweite Impfung nach drei Wochen. Nach der zweiten Impfung konnte tber
mindestens zwolf Wochen eine geringere Testosteronkonzentration im Plasma
und ein verringerter Skrotalumfang nachgewiesen werden; nach drei bis sieben

Monaten stieg die Konzentration bei den meisten Versuchstieren wieder an,
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gleichzeitig setzte das Hodenwachstum ein. Bei einem Tier waren auch nach
einem Jahr noch kein Anstieg der Testosteronkonzentration und kein
Hodenwachstum zu erkennen. Am Ende des Versuches konnten von einigen
Tieren Ejakulate gewonnen werden; nur in einem Fall lagen unbewegliche
Spermien vor, alle anderen Ejakulate waren von guter Qualitdt. Die
Gewichtsentwicklung der Versuchstiere blieb leicht, aber nicht signifikant hinter
derjenigen der Kontrolltiere zurtick.

Aufgrund der héheren Praktikabilitdt entschieden sich Cui et al. (2003) fir eine
einmalige Behandlung mit einer GnRH-Vakzination ohne Boosterinjektion bei drei
Monate alten Schafbdcken; verwendet wurde ein synthetisches GnRH,
gebunden an bovines Serumalbumin als Tragerprotein und ergénzt durch das
komplette Freund-Adjuvans. Ein Antikdrperspiegel wurde im Rahmen der
Untersuchung nicht gemessen. Die Plasmatestosteronkonzentration der Tiere
war bis zu einem Lebensalter von sechs Monaten deutlich niedriger als bei
Kontrolltieren. In der Folge kam es bis zur Schlachtung in einem Lebensalter von
neun Monaten zwar zu einem signifikanten Anstieg des Testosteronwertes,
jedoch blieb dieser stets niedriger als bei den Kontrolltieren. Der
Hodendurchmesser der behandelten Tiere war Uber die gesamte
Untersuchungszeit signifikant geringer als bei Kontrolltieren und es kam erst im
Alter von sieben Monaten zu einem merklichen Hodenwachstum. Wahrend das
Kérpergewicht der Versuchstiere bis zum sechsten Lebensmonat signifikant
geringer war als das der Kontrolltiere, erreichten sie bis zur Schlachtung
vergleichbare Gewichtswerte. Erst sehr viel spater als die unbehandelten Tiere,
namlich mit sieben Monaten, zeigten die Versuchstiere die ersten schwachen
Anzeichen von sexuell orientiertem Verhalten. Die einmalige Injektion bei den
prépubertdren Tieren scheint damit insgesamt die Hodenfunktion bis zum
sechsten Lebensmonat erfolgreich unterdriickt zu haben.

Ferro et al. (2004) verwendeten ein N-terminal modifiziertes GnRH-Peptid,
welches mit einem Tetanus-Toxoid konjugiert und mit Aluminiumsalz als Adjuvans
erganzt wurde, um adulte Schafbdcke zu immunisieren. Dieser Ansatz resultierte
aus den in verschiedenen Studien immer wieder auftretenden Problemen mit der

Effektivitdt der verwendeten Vakzinen und war zuvor bereits erfolgreich bei

15



LITERATURUBERSICHT

Ratten eingesetzt worden (Khan et al. 2003). Die Injektionen fanden dreimal im
Abstand von je drei Wochen statt. Ein Peak des GnRH-Antikdrperspiegels im Blut
trat in der vierten Woche nach der ersten Injektion auf, danach kam es trotz der
zweiten Injektion zu einem rapiden Abfall desselben. Zudem hatte die
Behandlung keinen nennenswerten Effekt auf die
Plasmatestosteronkonzentration. Der Skrotalumfang der Versuchstiere war zwei
Wochen nach der dritten Applikation um rund ein Viertel verringert, vier Wochen
nach der letzten Injektion begann er wieder zuzunehmen. Nach der Schlachtung,
drei Monate nach Erstinjektion, konnte histologisch eine signifikante Reduktion
der Spermatogenese nachgewiesen werden, in 19 bis 28 % der betrachteten
Tubuli seminiferi contorti fand Spermatogenese statt. Die Behandlung hatte
keinen signifikanten Effekt auf das Kérpergewicht der Tiere.

Mit dem Ziel, eine sichere, effizient herstellbare und kommerziell nutzbare GnRH-
Vakzination fur Schafbdcke zu etablieren, verwendeten Goodwin et al. (2015)
eine zuvor bereits erfolgreich bei Mausen eingesetzte Lipopeptid-Vakzine
(Goodwin et al. 2014). Vereinfacht gesagt, wurden hierbei zwei Kopien des B-
Zell-Epitopes des GnRHs in ein Lipopeptid-System inkorporiert und, um einen
immunologischen Effekt zu erzielen, um weitere zwei Kopien eines T-Zell-
Epitopes ergénzt. Eine Gruppe Schafbdcke erhielt eine Injektion dieser GnRH-
Lipopeptid-Vakzine (GnRH-LP) ohne =zusatzliches Adjuvans, eine zweite
Versuchsgruppe erhielt die Vakzine erganzt um AdjuVac™ als Adjuvans. An Tag
29 nach der Injektion wurde eine erste Blutuntersuchung durchgefihrt, beide
Gruppen zeigten einen signifikanten Anstieg des GnRH-Antikdrperspiegels im
Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe, wobei die Werte bei der
zweiten Versuchsgruppe héher waren als bei der ersten. Es erfolgte eine erneute
Injektion bei beiden Gruppen, woraufhin die Antikérperspiegel weiter anstiegen
und einen Maximalwert an Tag 43 erreichten. Anschliel3end fielen die Titer wieder
ab, an Tag 57 gab es keinen Unterschied mehr zwischen der ersten
Versuchsgruppe und den Kontrolltieren; die zweite Versuchsgruppe behielt
signifikant héhere Titer bis zum Ende der Studie an Tag 206. Auch die GréR3e der
Hoden aller Tiere wurde regelméaRig vermessen; zwischen der ersten

Versuchsgruppe und den Kontrolltieren konnte hierbei kein Unterschied
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festgestellt werden, die zweite Versuchsgruppe zeigte von Tag 57 bis
Studienende signifikant kleinere Hodenmale. Eine Ausnahme bildete hierbei ein
Versuchstier aus der zweiten Gruppe, welches Uberdurchschnittlich grof3e
Hodenmale aufwies und offensichtlich nicht auf die Vakzination reagierte. Die
Gewichtsentwicklung der Tiere aus Versuchsgruppe 2 war geringer als die der
weiteren Tiere. Insgesamt war die Wirkung des GnRH-LP auf die Schafbdcke nur
in Kombination mit einem Adjuvans ausreichend, um eine Auswirkung auf die
sexuelle Entwicklung zu haben; Aussagen Uber die Fruchtbarkeit der
Versuchstiere wurden in der Studie von Goodwin et al. (2015) nicht getroffen,
eine Reversibilitdt der Vakzination war bis Studienende an Tag 206 nicht
nachweisbar.

Ein weiterer Ansatz bei der Immunisierung gegen GnRH ist die Verwendung
eines GnRH-Fusionsproteins. Fusionsproteine entstehen durch die gemeinsame
Expression zweier Gene oder Genabschnitte, die dicht hintereinander im Genom
liegen. Wahrend bei der Herstellung einer klassischen GnRH-Vakzine das GnRH
mittels einer chemischen Verbindungstechnik an ein Tragerprotein gebunden
werden muss, kénnen bei Verwendung rekombinanter DNA-Technologie die
Hormonepitope direkt in das Tragerprotein inkorporiert werden (Ulker et al.
2005a, 2009b). Fusionsproteine kénnen im Gegensatz zu chemisch hergestellten
Vakzinen in groRer Menge und homogener Qualitat hergestellt werden (Ulker et
al. 2005a, 2009a). Das rekombinante GnRH-Fusionsprotein Ovalbumin-LHRH-7
(OL) wurde bereits bei weiblichen M&usen angewandt, welche auf die Injektion
mit hohen GnRH-Antikérperspiegeln reagierten (Zhang et al. 1999); es wurde
auRerdem erfolgreich zur Ostrusunterdriickung bei Farsen eingesetzt (Geary et
al. 2006; Sosa et al. 2000; Stevens et al. 2005). Bei mannlichen M&usen konnte
mit einer Kombinationsvakzine, welche die Fusionsproteine Ovalbumin-LHRH-7
und Thioredoxin-LHRH-7 enthielt, bei einer gréeren Anzahl an Versuchstieren
eine erfolgreiche Reduktion der Hodenfunktion bewirkt werden als mit der
Injektion eines der beiden Fusionsproteine alleine (Quesnell et al. 2000); dieselbe
Kombinationsvakzine wurde spéater erfolgreich bei Bullen angewendet (Aissat et
al. 2002).

Eine solche Vakzine, zusammengesetzt aus Ovalbumin-LHRH-7, Thioredoxin-
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LHRH-7 und dem kompletten modifizierten Freund-Adjuvans bei der ersten
Injektion beziehungsweise dem inkompletten modifizierten Freund-Adjuvans bei
den weiteren Injektionen, verabreichten Ulker et al. (2005a) an zehn Wochen alte
Bocklammer. Zwei weitere Injektionen fanden nach vier und nach zwélf Wochen
statt. Bei einer Blutuntersuchung zwei Wochen nach der ersten Injektion konnten
noch keine Antikérper gegen GnRH im Blut der Tiere nachgewiesen werden,
weitere zwei Wochen spéter hingegen waren Antikérper messbar. Der
Antikorper-Titer stieg bis zur achten Woche nach erster Injektion an, blieb dann
bis zur 16. Woche auf einem Plateau und stieg bis zum Versuchsende 27
Wochen spéter erneut an. Bei einem der acht Versuchstiere konnte kein
Antikdrperspiegel gemessen werden, jedoch zeigte auch dieses Tier kleinere
Hodenmalle als die Kontrolltiere sowie einen erniedrigten Testosteronwert im
Blut. Die Autoren erklarten sich dieses mit der hohen Affinitéat der Antikérper zum
GnRH, durch welche mdéglicherweise auch ein Antikdrperspiegel unterhalb der
Messgrenze ausreicht, um eine Anti-GnRH-Wirkung zu erzielen.

Die Testosteronwerte im Blut der Versuchstiere lagen stets unterhalb der Werte
von unbehandelten Kontrolltieren, einzig in der vierten Versuchswoche waren die
Werte beider Gruppen auf dem gleichem, niedrigem Niveau. Ab der vierten
Versuchswoche hatten die Versuchstiere geringere Hodenmale als die
Kontrolltiere. Bei allen Kontrolltieren konnte spatestens ab der 30. Lebenswoche
ein sexuell orientiertes Verhalten mit Aufsprungversuchen auf eine Ostrische
weibliche Ziege beobachtet werden; bei der Mehrheit der Versuchstiere konnte
dieses erst ab der 36. Lebenswoche, bei einem Versuchstier iber den gesamten
Zeitraum hinweg nicht nachgewiesen werden. Alle zwei Wochen wurde von den
Tieren mittels Elektroejakulation Sperma gewonnen, hierbei konnten zu keinem
Zeitpunkt ausgereifte Spermatozoen bei den Versuchstieren vorgefunden
werden. Eine in der 35. Lebenswoche durchgefiihrte sonographische
Untersuchung zeigte bei den Versuchstieren eine kleinere Prostata als bei den
Kontrolltieren, zudem wiesen die Hoden der Versuchstiere zu diesem Zeitpunkt
im Ultraschall eine ahnliche hypoechogene Struktur auf wie im Alter von zehn
Wochen, wohingegen das Ultraschallbild der Hoden der Kontrolltiere deutlich
echogener geworden war. Mit 37 Wochen wurden die Tiere geschlachtet und eine
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histologische Untersuchung der Hoden durchgefiihrt, hierbei wurde eine
deutliche Hypoplasie derselben mit signifikant geringeren Durchmessern der
Tubuli seminiferi contorti sowie ein vollstdndiges Fehlen ausgereifter
Spermatozoen festgestellt, lediglich vereinzelte mitotisch nicht aktive
Spermatogonien konnten vorgefunden werden.

Im Anschluss an die oben beschriebene Studie verabreichten Ulker et al. (2005b)
reines OL, ohne Kombination mit Thioredoxin-LHRH-7, an 19 Wochen alte
Schaflammer. Eine Boosterinjektion fand im Alter von 21 Wochen statt. Anders
als die Kontrolltiere =zeigten die Versuchstiere keine Zunahme des
Skrotalumfanges bis zur Schlachtung im Alter von 41 Wochen, histologische
Untersuchungen von Hodenbioptaten im Alter von 19, 29 und 41 Wochen
ergaben einen Riickgang der Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti bei den
behandelten Tieren, bei den Kontrolltieren hingegen eine Zunahme. Wéhrend bei
sonographischen Untersuchungen der Hoden bei den Kontrollitieren eine
Zunahme der Echogenitat beobachtet werden konnte, zeigten die Hoden der
Versuchstiere eine zwar homogene, aber gleichbleibend hypoechogene Struktur.
Im Alter von 37 Wochen wurde eine Elektroejakulation durchgefiihrt, hierbei
konnten bei keinem der Versuchstiere Spermatozoen gewonnen werden.

In einer weiteren Studie testeten Ulker et al. (2009b) erneut die Wirkung des
reinen OL auf ménnliche, 19 Wochen alte Schaflammer. Hierfur wurden die
Lammer mit OL, ergdnzt um das komplette Freund-Adjuvans, immunisiert; die
zweite Injektion erfolgte in einem Lebensalter von 23 Wochen und wurde durch
das inkomplette Freund-Adjuvans erganzt. Zwei Wochen nach der ersten
Injektion wurde eine erste Blutuntersuchung durchgefiihrt, hierbei konnten
Antikdrper gegen GnRH gemessen werden; der Antikérperspiegel stieg bis zur
achten Woche weiter an, verblieb dann bis zur zwolften Woche auf einem Plateau
und sank bis zur Schlachtung der Tiere 22 Wochen nach erster Injektion wieder
leicht ab. Die Serum-Testosteronkonzentration lag bereits bei der ersten
Messung unterhalb der Nachweisgrenze und stieg bis zur Schlachtung nicht
wieder in den messbaren Bereich an. Zudem konnte bei regelmafigen
Messungen des Skrotalumfanges bei den behandelten Tieren, anders als bei

unkastrierten Kontrolltieren gleichen Alters, keine Zunahme des Umfangs
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festgestellt werden.

Im Alter von 19 und 29 Wochen wurde jeweils eine Hodenbiopsie und nach der
Schlachtung eine Gewebeprobe aus den Hoden entnommen. Bei der
histologischen Untersuchung dieser Proben wurde ein zunachst tendenziell und
zum spéateren Zeitpunkt signifikant niedrigerer Durchmesser der Tubuli seminiferi
contorti bei den Versuchstieren im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt;
zudem konnten keine Keimzellen vorgefunden werden. Im Lebensalter von 37
Wochen wurde ein Ejakulat per Elektroejakulation gewonnen, in diesem
befanden sich keine Spermien. Nach der Schlachtung konnten auch in den
Nebenhoden keine Spermien nachgewiesen werden. Das Gewicht von Prostata
und Glandula vesicularis war bei den Versuchstieren geringer als bei den
Kontrolltieren. Bei Ultraschalluntersuchungen der Hoden zeigten sowohl
Versuchs- als auch Kontrolltiere im Alter von 19 Wochen eine homogene,
hypoechogene testikulare Struktur; wahrend diese bei den Kontrolltieren mit
zunehmendem Alter immer hyperechogener wurde, verlor sie bei den
Versuchstieren an Echogenitat.

Den Fokus auf die Auswirkungen der Injektion von Ovalbumin-LHRH-7 auf Mast-
und Schlachtkérpereigenschaften legten Goékdal et al. (2010). Sie verabreichten
das OL an 12 Wochen alte Bocklammer, eine Boosterinjektion fand zwei Wochen
spéter statt. Das OL wurde wie bei Ulker et al. (2009b) bei der ersten Injektion in
ein modifiziertes komplettes Freund-Adjuvans, bei der Boosterinjektion in ein
modifiziertes  inkomplettes  Freund-Adjuvans  emulgiert. Bei einer
Blutuntersuchung zwei Wochen nach der ersten Injektion konnten Antikérper
gegen GnRH nachgewiesen werden, der Antikorperspiegel stieg in den ersten
acht Wochen bestéandig an, blieb dann zwei Wochen auf einem Plateau, sank
zwei Wochen leicht und stieg bis zum Versuchsende nach 16 Wochen wieder an.
Die Testosteronkonzentrationen im Serum der behandelten Tiere lagen Uber den
gesamten Versuchszeitraum unter den Werten von unbehandelten Kontrolltieren.
Ab der vierten Woche nach der ersten Injektion zeigten die Versuchstiere
geringere Hodenumfange als die Kontrolltiere, dieser Unterschied blieb bis zum
Versuchsende bestehen. Histologisch konnte nach der Schlachtung eine
deutliche Hypoplasie der Hoden der Versuchstiere nachgewiesen werden, sie
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wiesen signifikant niedrigere Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti und
einen hoheren Anteil an Bindegewebseinlagerungen auf, zudem konnten keine
ausgereiften Spermatozoen und keine Spermatogonien mit Anzeichen einer
mitotischen Aktivitat gefunden werden.

Das Korpergewicht der immunisierten Tiere lag tendenziell etwas unter dem
Gewicht der Kontrolltiere, dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant; das
Verhéltnis von aufgenommenem Futter zur Gewichtszunahme war bei den
behandelten Tieren sogar signifikant besser. An den Schlachtkérpern konnten
kaum Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt werden: Das
Gesamtgewicht der Schlachtkérper war gleich, lediglich das Gewicht des
Musculus longissimus war bei den Kontrolltieren etwas hoher als bei den
Versuchstieren, wohingegen die Versuchstiere einen signifikant hdheren Anteil
an subkutanem Fett sowie einen leicht hdheren Anteil an Fett im Nieren- und
Beckenbereich (nicht signifkant) aufwiesen. Dieses deckt sich mit den
Ergebnissen von Ulker et al. (2002, 2003), die nach einer Immunisierung von
Schaflammern mit OL weder signifikante Auswirkungen auf die Wachstumsrate
noch auf das Schlachtkérpergewicht feststellen konnten. Eine histologische
Untersuchung der Hypophyse zeigte keine Verdnderungen bei den
Versuchstieren, sodass Gokdal et al. (2010) auf eine mégliche Reversibilitat der
Downregulation der Gonaden schlossen.

Karakus et al. (2013) befassten sich mit zwei Schwachstellen der bisherigen
Studien zum Ovalbumin-LHRH-7: Zum einen untersuchten sie, ob eine einmalige
und damit praktikablere Anwendung ausreicht, zum anderen kombinierten sie
das OL neben dem modifizierten Freund-Adjuvans mit drei verschiedenen
anderen Adjuvantien, da es bei Verwendung des kompletten Freund-Adjuvans zu
lokalen Gewebsreaktionen kommen kann. Unter anderem wurde das CpG
(bacterial cytosine guanine oligode oxynucleotide) als Adjuvans eingesetzt,
welches sich in vorhergehenden Studien als gewebsschonende Alternative
empfohlen hatte (Bode et al. 2011) und in Verbindung mit OL sowohl bei Ratten
(Conforti et al. 2007) als auch bei Rindern (Conforti et al. 2008) eingesetzt wurde.
Als Versuchstiere dienten Karakus et al. (2013) zw6If Wochen alte Schaflammer.
Bei der Versuchsgruppe, welche das modifizierte, komplette Freund-Adjuvans

21



LITERATURUBERSICHT

erhalten hatte, sowie bei einer weiteren Versuchsgruppe, bei welcher als
Adjuvans das CpG verwendet worden war, konnten als Reaktion auf die Injektion
signifikant geringere Skrotalumfange als bei Kontrolltieren nachgewiesen
werden. Nach einer Ejakulatgewinnung mittels Elektroejakulation im Alter von 36
Wochen konnten bei diesen Versuchsgruppen nur bei jeweils einem von sechs
beziehungsweise sieben Versuchstieren Spermatozoen nachgewiesen werden.
Bei den anderen beiden Versuchsgruppen gab es weder signifikante
Veradnderungen hinsichtlich der Skrotalumfadnge noch hinsichtlich der
Ejakulatqualitat, sodass die hier verwendeten Adjuvantien Inulin und Saponin als
ungeeignet bezeichnet werden kénnen. Die im Vergleich zu vorherigen
Versuchsaufbauten (Ulker et al. 2005a, 2005b, 2009a, 2009b; Goékdal 2010)
geringere Wirkung der Behandlung auch in Kombination mit dem Freund-
Adjuvans zeigt auf, dass eine einmalige Behandlung nicht ausreichend zu sein
scheint.

Zu sehr ahnlichen Ergebnissen kamen Yilmaz et al. (2018), die sich in ihrer Studie
ebenfalls sowohl mit potentiellen Alternativen zum kompletten Freund-Adjuvans
als auch mit der Effektivitdt des OL als Einzelinjektion ohne anschlieRende
Boosterinjektion beschaftigten. Zudem wurden hier erstmals adulte, tiber ein Jahr
alte Schafbdcke als Versuchstiere genutzt. Aufgeteilt auf vier Versuchsgruppen
erhielten die Tiere eine Dosis von 0,3 mg beziehungsweise 0,6 mg OL, emulsiert
in CpG und inkomplettes Freund-Adjuvans mit und ohne Boosterinjektion nach
vier Wochen. Bei keiner Versuchsgruppe konnten signifikante Auswirkungen der
Behandlung auf die Entwicklung des Kérpergewichtes ausgemacht werden, die
Libido sexualis hingegen wurde bei allen Versuchsgruppen signifikant verringert.
Am deutlichsten war dieses bei der Versuchsgruppe, welche 0,6 mg OL mit
Boosterinjektion (Gruppe 2) erhalten hatte; bei dieser Gruppe war auch der
Skrotalumfang der Boécke von der 16. Woche nach erster Injektion bis zum
Studienende nach 90 Wochen signifikant geringer als bei den Kontrolltieren,
wahrend der Skrotalumfang der Tiere aus der Gruppe 0,3 mg OL und
Boosterinjektion (Gruppe 1) nur in der zwdlften bis 20. Woche signifikant kleiner
war, derjenige der Gruppe 0,3 mg OL als einzelne Injektion (Gruppe 3) zu keinem
Zeitpunkt und der Gruppe 0,6 mg OL als Einzelinjektion (Gruppe 4) von der 16.
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bis zur 20. Woche. Spermauntersuchungen nach Elektroejakulation in Woche 28
und 74 nach erster Injektion ergaben fiir die verschiedenen Gruppen das
Vorliegen von Spermatozoen bei 43 % (Gruppe 2 Woche 28) bis 100 % (Gruppen
1 und 4 Woche 74) der Versuchstiere; bei keiner Gruppe lag ein signifikanter
Einfluss der Behandlung auf die Spermakonzentration vor. Yilmaz et al. (2018)
erklarten sich dieses im Vergleich zu vorherigen Studien nicht zufriedenstellende
Ergebnis mit dem Alter der Versuchstiere.

2015 verdffentlichten Han et al. eine weitere Untersuchung, in welcher zehn 24
Wochen alten Schafbdcken eine Vakzine verabreicht wurde, welche zuvor bereits
erfolgreich bei Ebern eingesetzt worden war und sich hier als hoch effektiv und
kosteneffizient bewahrt hatte (Oonk et al. 1998). Es handelt sich um ein neu
entwickeltes Antigen auf Basis eins GnRH-Tandem-Peptides; dieses wurde
zunachst modifiziert, um eine Konjugation mit Ovalbumin zu erméglichen, und
dann um ein Adjuvans (Specol) erganzt. Eine Boosterinjektion erfolgte nach acht
Wochen, eine Gruppe unbehandelter Tiere sowie eine Gruppe chirurgisch
kastrierter Schafbdcke dienten als Vergleichstiere. Alle behandelten Bdcke
zeigten in den vier Wochen nach der ersten Injektion einen Anstieg des GnRH-
Antikorper-Titers, der Titer blieb weiterhin konstant und stieg nach der
Boosterinjektion noch einmal an, um bis zur Schlachtung der Tiere nach 16
Wochen hoch zu bleiben. Proportional hierzu, aber in abfallender Richtung,
verhielten sich die Konzentrationen von Testosteron, FH, FSH und Inhibin im
Serum der behandelten Tiere. Bei der Schlachtung der Schafbécke war das
Gewicht der Hoden der behandelten Tiere im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren um 64,82 % verringert. Histologisch konnten um 36 % kleinere
Tubuli seminiferi contorti bei den Versuchstieren nachgewiesen werden, dariiber
hinaus wurden hier eine verminderte Anzahl an Leydig- und Sertolizellen,
weniger Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden sowie keine
ausgereiften Spermatozoen nachgewiesen und damit eine Unterdriickung der
vollstandigen Spermatogenese bewiesen. Die Autoren schlussfolgerten hieraus,
mit der GnRH-Vakzination eine effektive Alternative zur chirurgischen Kastration
gefunden zu haben. Hinsichtlich der Reversibilitdt der Methode wurde keine
Aussage getroffen.
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Zusammenfassend belegen mehrere Studien den erfolgreichen Einsatz einer
GnRH-Immunisierung bei méannlichen Schafen, egal ob mit einer individuell
hergestellten oder einer kommerziell erhéltlichen, umgewidmeten Vakzine.
Vergleicht man die mittels GnRH-Vakzine behandelten mit kastrierten Tiere, so
sind die Auswirkungen auf Masteigenschaften und Schlachtkérperbeschaffenheit
als durchaus positiv zu bewerten, obgleich die gewiinschte Verhaltensanderung
bei den kastrierten Tieren deutlicher ausgepréagt ist (Kiyma et al. 2000). Bei der
passiven Immunisierung gegen GnRH wurden in beiden vorliegenden Studien
(Lincoln und Fraser 1979; Parthasarathy et al. 2002) keine weiterfiihrenden
Untersuchungen hinsichtlich der Fruchtbarkeit der behandelten Tiere sowie der
Reversibilitat durchgefuhrt; aufgrund des hohen Aufwandes zur Herstellung einer
Vakzine zur passiven Immunisierung liegen die Forschungsschwerpunkte
eindeutig bei der aktiven Immunisierung. Hierbei beschaftigt sich der Grofteil der
Untersuchungen mit juvenilen Tieren (Brown et al. 1994; Cui et al. 2003; Gékdal
et al. 2010; Janet et al. 2003; Jeffcoate et al. 1982; Karakus et al. 2013; Kiyma et
al. 2000; Schanbacher et al. 1982; Ulker et al. 2005a, 2005b, 2009b), Studien zur
Wirkung einer aktiven Immunisierung auf adulte Schafb&cke liegen nur vereinzelt
vor (Ferro et al. 2004; Goodwin et al. 2015; Han et al. 2015; Oatley et al. 2005;
Yilmaz et al. 2018). Zudem wird meist das Augenmerk auf die Auswirkungen der
Vakzination auf Hormon- und Antikdrperkonzentrationen im Blut der Tiere gelegt,
definitive Aussagen zur Fruchtbarkeit der Versuchstiere gemessen an
Spermauntersuchungen treffen nur vereinzelte Autoren (Brown et al. 1994; Janett
et al. 2003; Jeffcoate et al. 1982; Karakus et al. 2013; Ulker et al. 2005a, 2005b,
2009b; Yilmaz et al. 2018). Weiterhin fehlen, bis auf zwei Ausnahmen,
Untersuchungen zur Reversibilitdt der Behandlungen, und in ebendiesen Studien
lag bei jeweils einem Tier bis zum Versuchsende eine Irreversibilitdt vor (Brown
et al. 1994; Janett et al. 2003).

2.2.1.2 Langzeitapplikation von GnRH oder eines GnRH-Agonisten
Die Langzeitapplikation von Gonadotropin-Releasing-Hormon oder einem seiner
Agonisten stellt eine Methode zur Downregulation der Gonadenfunktion dar, die

bereits bei mannlichen Tieren vielerlei Spezies angewandt wurde. So gibt es
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unter anderem Untersuchungen zum erfolgreichen Einsatz beim Hund (Ludwig
et al. 2009), bei der Katze (Fontaine 2015; Goericke-Pesch et al. 2014), bei der
Ratte (Labrie et al. 1978), beim Hamster (Sandow und Hahn 1978) und beim
Eber (Kauffold et al. 2010). Durch die Langzeitapplikation von GnRH oder eines
potenten Agonisten kommt es zu einem paradoxen, inhibitorischen Effekt auf die
Reproduktionsorgane (Fraser und Lincoln 1980; Padula 2005). Einer initialen
Hyperstimulation der Hypophyse mit dadurch bedingter vermehrter Ausschuttung
von LH und FSH folgt eine Phase der verringerten Ansprechbarkeit der
Hypophyse fir endo- und exogenes GnRH und eine damit verbundene
Verminderung der Synthese und Sekretion von Gonadotropinen (Adams 2005).
Die erste Veroffentlichung zum Einsatz von GnRH als Langzeitapplikation beim
Schafbock stammt aus dem Jahr 1976 (Bremner et al. 1976). Hierbei wurde
adulten Tieren mittels einer Infusionspumpe Uber vier bis zehn Stunden ein
synthetisches GnRH in unterschiedlicher Dosierung verabreicht. Als Reaktion auf
die Infusion konnte ein Anstieg der Plasmakonzentration des LH gemessen
werden, welcher zweiphasig ablief: Kurz nach Beginn der Applikation kam es zu
einem steilen Anstieg der LH-Konzentration und nach einer Plateauphase zu
einem zweiten Anstieg; dann folgte trotz fortwahrender Infusion rund 150 Minuten
nach deren Beginn ein Abfall des LH-Plasmaspiegels. Dieser Abfall konnte auch
durch die Verldngerung der Infusionsdauer nicht verhindert werden. Bei der FSH-
Konzentration im Plasma kam es dagegen nur zu einem leichten, graduellen
Anstieg; dieser konnte nicht bei allen Tieren beobachtet werden. Die bei
Schafbdcken inkonstante Reaktion des FSH-Spiegels auf GnRH-Applikation war
zuvor schon von Hopkinson et al. (1974) beobachtet worden, bei denen nur einer
von funf Bécken auf die Injektion einer niedrigen Dosis von GnRH mit einem
Anstieg der FSH-Konzentration reagierte; bei einer héheren Konzentration waren
es drei von vier Tieren. Die Testosteronkonzentration im Plasma folgte bei der
Untersuchung von Bremner et al. (1976) der LH-Konzentration, nach einem
starken Anstieg kam es nach dem Erreichen der Maximalkonzentration nach 75
bis 180 Minuten wieder zu einem graduellen Abfall.

Die einmal tégliche Injektion eines GnRH-Agonisten bei adulten Schafbdcken

Uber acht Tage fuhrte nach der ersten Injektion zu einem sofortigen und langer
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anhaltendem Anstieg der LH- und Testosteronkonzentration; nach der Applikation
am letzten Tag war der Anstieg beider Werte noch immer rapide, aber weit
weniger ausgepragt, erreichte seinen Maximalwert schneller und kehrte alsbald
in den physiologischen Bereich zurlick (LH) beziehungsweise verlie den
physiologischen Bereich nicht (Testosteron) (Fraser und Lincoln 1980). Die
Hypophyse der Tiere reagierte also noch auf den Stimulus durch das zugefiihrte
GnRH, war in ihrer Ansprechbarkeit jedoch reduziert. Bei dieser Untersuchung
kam es nach der Injektion des GnRH-Agonisten am ersten Tag zu einem
signifikanten und Uber mehrere Stunden andauernden Anstieg der
Plasmakonzentration von FSH, der nach der achten Applikation nur noch leicht
und zeitlich verkurzt stattfand. Einen Tag nach der letzten Behandlung konnte
eine signifikant erhdhte Anzahl an episodischen LH-Peaks gemessen werden,
deren Amplitude im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant niedriger war;
gleichzeitig war auch die mittlere Testosteron-Plasmareaktion bei den
Versuchstieren signifikant erniedrigt und die Plasmakonzentration des FSH
reduziert. Die Effekte der Langzeitbehandlung mit GnRH sind in der Regel
reversibel, bereits sechs Tage nach Behandlungsende reagierten die Tiere auf
die Injektion von GnRH mit einem den Kontrolltieren ebenbiirtigen Anstieg des
Testosteronspiegels; der auf die Injektion folgende Anstieg der LH-Konzentration
blieb hingegen bis zu 16 Tage nach Ende der Behandlung erniedrigt. Die
HodengréfRe der Tiere zeigte wadhrend und nach der Behandlung keine
Abweichung zu der von Kontrolltieren.

Einen langeren Behandlungsintervall von 16 Wochen und das GnRH-Analogon
Buserelin (Butylserylrelin) wahlten Lincoln et al. (1986) fur die Applikation mittels
einer subkutan implantierten Pumpe bei adulten Schafbécken. Wie schon bei den
zuvor beschriebenen Untersuchungen kam es initial zu einer rapiden Erh6hung
des LH- und des Testosteronspiegels, wahrend es nur bei 50 % der Tiere zu
einem minimalen und kurz andauernden Anstieg der FSH-Werte kam und die
FSH-Konzentration bereits einen Tag nach Beginn der Behandlung unter dem
Ausgangswert lag. 21 Tage nach Beginn waren die Konzentrationen aller drei
Hormone bei allen Tieren merklich unterdriickt, es wurden keine signifikanten

pulsatilen Verdnderungen der LH-Konzentration und nur minimale Fluktuationen
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des Testosteronlevels beobachtet. Der Rickgang der LH-Konzentration war
graduell, was fur einen progressiven Verlust der Ansprechbarkeit der Hypophyse
auf endogenes und exogenes GnRH spricht. Die Werte normalisierten sich eine
Woche nach Ende der Behandlung; vermutlich durch die wéahrend der
Behandlung gesteigerte Produktion von endogenem GnRH fiel die pulsatile
Ausschittung des LH bei den Versuchstieren zunachst noch etwas starker aus
als bei Kontrolltieren. Die HodengréRen von behandelten und unbehandelten
Tieren zeigten keinen erwahnenswerten Unterschied. Auf eine Injektion von
GnRH an Tag 21 zeigten die Versuchstiere keine Reaktion, auf eine Injektion von
LH reagierten sie hingegen mit einem Anstieg der Testosteronkonzentration; die
Ansprechbarkeit der Leydig-Zellen im Hoden auf LH war also unveréndert.
Ganz &hnliche Ergebnisse brachte eine Studie an adulten Schafbécken, die tiber
28 Tage einen GnRH-Agonisten ebenfalls Uber eine subkutan implantierte,
osmotische Minipumpe erhielten (Jiménez-Severiano et al. 2007). Die LH-
Konzentration im Plasma der Versuchstiere stieg zunachst stark an, um dann
deutlich abzufallen und unter dem vor Beginn des Versuches gemessenem
Niveau zu verbleiben; die Testosteron-Konzentration verhielt sich anfangs
ahnlich, stieg aber bis zum fiinften Tag der Behandlung noch einmal leicht an, um
bis zum 19. Tag wieder auf den Ausgangswert abzufallen. Wie bei Fraser und
Lincoln (1980) kam es am ersten Tag nach Ende der Behandlung als Reaktion
auf die Injektion von GnRH nur zu einem leichten Anstieg der LH-Konzentration,
aber anders als bei der oben erwdhnten Studie auch zu einem signifikanten
Anstieg der Testosteron-Konzentration. Ab dem zehnten Tag nach
Behandlungsende war die Reaktion auf eine GnRH-Injektion sowohl den LH- als
auch den Testosteron-Spiegel betreffend bei den Versuchstieren wie bei den
Kontrolltieren.

Den Effekt einer Langzeitapplikation von GnRH auf prapubertére Tiere mit dem
Ziel der Verzégerung des Einsetzens der Pubertat studierten Tilbrook et al.
(1993), indem sie Schaflammer, beginnend in der Phase kurz vor der Pubertat,
Uber 16 Wochen mit einem GnRH-Agonisten behandelten. Es gelang ihnen, den
Beginn der Pubertat zu verzégern und das Hodenwachstum zu hemmen: Das

sexuell orientierte Verhalten der Versuchstiere war signifikant geringer
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ausgepragt als das von Kontrolltieren und erst acht Wochen nach Ende der
Behandlung mit dem von Kontrolltieren vergleichbar. Zudem war das berechnete
Gewicht der Hoden bei den Versuchstieren wahrend der Behandlung signifikant
erniedrigt und bei der Schlachtung acht Wochen nach Versuchsende war sowohl
das Gewicht der Hoden als auch das der Nebenhoden signifikant niedriger als
bei Kontrolltieren. Das Wachstum der Tiere wurde durch die Behandlung
gehemmt, das Gewicht der Kontrolltiere war bei Schlachtung signifikant héher als
das der Versuchstiere.

Das fur Hunde und Fretichen zugelassene Suprelorin®-Implantat (Virbac,
Frankreich) testete Prestel (2017) an juvenilen Schaf- und Ziegenbdcken. Es
handelt sich hierbei um das GnRH-Analogon Deslorelin, welches durch das
Implantat Uber einen langeren Zeitraum freigesetzt wird. Das Implantat wurde
sieben Schafbdcken und drei Ziegenbdcken im Alter zwischen zwei und funf
Monaten eingesetzt, fiinf Monate spater wurden vier Schafbécke und alle
Ziegenbdcke kastriert. Die verbliebenen drei Schafbdcke erhielten ein weiteres
Implantat und wurden zehn Wochen spater ebenfalls kastriert. Jeweils die gleiche
Anzahl an Tieren stand als Kontrollgruppe zur Verfiigung. RegelmaBig wurden
der Allgemeinzustand, die kérperliche Entwicklung, die Hodenentwicklung, die
Hodenkonsistenz und die Testosteronkonzentration im Blut kontrolliert sowie
sonographische Untersuchungen von Hoden und Nebenhoden inklusive
eindimensionaler Grauwertanalyse durchgefuhrt; nach der Kastration wurde
Sperma aus den Nebenhoden gewonnen und spermatologisch untersucht sowie
die Hoden histologisch untersucht. Bei keiner der Versuchsgruppen konnte ein
Einfluss der Behandlung auf die kérperliche Entwicklung nachgewiesen werden.
Bei der Hodenentwicklung zeigten die Tiere ein uneinheitliches Verhalten: Bei
vier Schafbdcken der Versuchsgruppe 1 (einmalige Implantation) lag ein im
Vergleich zur Kontrollgruppe uneingeschranktes Hodenwachstum vor, bei zwei
Tieren stagnierte das Wachstum, bei einem Tier verringerte sich die HodengroflRe
leicht. In der Versuchsgruppe 2 (zweimalige Implantation) zeigte ein Tier ein
deutliches Hodenwachstum, ein Tier ein geringes Hodenwachstum und ein Tier
eine deutliche Verkleinerung der Hoden — ahnliche Ergebnisse wurden hier aber

auch bei der Kontrollgruppe ermittelt, in welcher ebenfalls nur bei einem Tier ein
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deutliches Hodenwachstum nachgewiesen werden konnte, bei den zwei weiteren
Tieren hingegen eine Stagnation des Wachstums vorlag. Bei den Ziegenbdcken
der Versuchsgruppe wurde bei einem Tier ein deutliches Hodenwachstum, bei
einem Tier ein geringes Wachstum und bei einem Tier eine geringe Abnahme der
HodengréfRe gemessen; in der Kontrollgruppe zeigten hier zwei Tiere ein
geringes Wachstum und ein Tier eine geringe Abnahme der HodengréRRen. Bei
keinem der drei Versuchsaufbauten konnte beziiglich der Hodenentwicklung ein
signifikanter Gruppenunterschied festgestellt werden, gleiches gilt fur die
Hodenkonsistenz, die sonographische Untersuchung der Hoden, die
Grauwertanalyse und die Testosteronkonzentration im Blut. Nach der Kastration
wurde bei einem Schafbock der Versuchsgruppe 1 keine Spermien im
Nebenhodenschwanz vorgefunden, bei einem weiteren Tier lag eine deutlich
eingeschrankte Massenbewegung der Spermien vor, bei zwei Tieren konnte
Sperma mit einer ungestérten Massenbewegung gewonnen werden; genau
dieselben Ergebnisse wurden bei den vier Schafbdcken der Kontrollgruppe
erreicht. Bei den Schafen der Versuchsgruppe 2 konnte jeweils bei zwei Tieren
kein Sperma und bei einem Tier Sperma mit guter Massenbewegung gewonnen
werden, bei den Kontrolltieren befand sich in jedem Nebenhodenschwanz
Sperma mit einer physiologischer Massenbewegung. Bei den Ziegenbdécken lag
bei einem Tier kein Sperma vor, bei zwei Tieren wurde eine gute
Massenbewegung nachgewiesen; bei den Kontrolltieren wurde wiederrum bei
jedem Tier eine gute Massenbewegung ermittelt. Die histologische Untersuchung
spiegelte bei allen Tieren die Ergebnisse der spermatologischen Untersuchung
wider. Somit konnte Prestel (2017) weder bei Schaf- noch bei Ziegenbdcken und
weder mit einmaliger noch mit zweimaliger Anwendung des Implantates eine
zuverlassige Unterdriickung der Hodenentwicklung nachweisen.

Insgesamt belegen eine Vielzahl an Studien (Bremner et al. 1976; Fraser und
Lincoln 1980; Jiménez-Severiano et al. 2007; Lincoln et al. 1986; Tilbrook et al.
1993) den erfolgreichen Einsatz einer GnRH-Langzeitapplikation fur die
reversible Unterdriickung der Hodenfunktion beim Schafbock. All diese Studien
konzentrieren sich jedoch auf die in der Folge einer Behandlung auftretenden
hormonellen Veradnderungen; Studien, die auch die tatsachliche Infertilitat der
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Tiere wahrend der Behandlung belegen sowie Langzeitstudien Uiber den Einsatz
von GnRH beim Schafbock liegen nicht vor. Der Versuch, die Hodenfunktion
mithilfe eines GnRH-Implantates zu unterdriicken, ist nicht gelungen (Prestel
2017).

2.2.1.3 Immunisierung gegen LH

Die Immunisierung gegen LH wurde bisher vor allem beim weiblichen Tier
erforscht, da dieses Hormon eine wichtige Rolle fiir die Follikelentwicklung und
Ovulation spielt (D'Occhio 1993). So bewirkte beim weiblichen, geschlechtsreifen
Schaf eine dreimalige Injektion (Wochen 0, 3 und 5) von LH, gebunden an
Ovalbumin als Trégerprotein, dass 90 % der Tiere in Herdenhaltung trotz der
Anwesenheit fertiler Bécke auch nach zwei Jahren der Beobachtung nicht
tragend wurden (Roberts und Reeves 1989).

Das Schaf gehorte zu den ersten Tieren, an denen die Wirkung der LH-
Vakzination auf das méannliche Tier getestet wurde. In einer Studie (Schanbacher
1985) erhielten Bocklammer zweimal im Alter von 18 beziehungsweise 22
Wochen eine LH-Vakzination. Hierbei flhrten sowohl die Injektion von ovinem LH
als auch die Injektion von bovinem LH und die Injektion von ovinem LH,
gebunden an humanes Serum Globulin (hSG) als Tragerprotein zu einem
nachweisbaren LH-Antikdrper-Spiegel im Blut. Die verabreichte Dosis (0,1
beziehungsweise 1 mg) hatte keinen Einfluss auf die Héhe des Antikdrper-
Spiegels, dieser war allerdings héher, wenn das LH in Kombination mit einem
Tragerprotein verabreicht wurde. Die Gruppe mit dem héchsten LH-Antikorper-
Spiegel war auch diejenige, bei der die Testosteronkonzentration im Plasma am
deutlichsten zuriick ging; insgesamt hatte die Behandlung aber trotz der
vorhandenen Antikdrperspiegel kaum Einfluss auf die Testosteronkonzentration.
Das Gewicht der Hoden bei der Schlachtung war bei den Versuchsgruppen kaum
geringer als das von unbehandelten Kontrolltieren, die LH-hSG-Gruppe zeigte
hier die niedrigsten Gewichte. Die Schlachtkdrpergewichte waren bei dieser
Gruppe etwas geringer, bei allen anderen Gruppen vergleichbar mit denen der
Kontrollgruppe.

Insgesamt konnte also nur bei einer Versuchsgruppe ein anndhernd
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zufriedenstellendes Ergebnis erreicht werden. Die Autoren bemerken aber, dass
die Tiere deutlicher auf eine Injektion von bovinem LH reagierten als auf eine
Injektion von ovinem LH und weisen darauf hin, das moglicherweise die
Verbindung von bovinem LH in Kombination mit hSG als Tragerprotein zum
erwiinschten Ergebnis fiihren kénnte.

Bei Kalbern, die im Rahmen derselben Studie mit einer LH-Vakzine behandelt
wurden, konnte eine wesentlich stdrkere Reaktion beobachtet werden: Auf die
Injektion von ovinem LH, gebunden an hSG, reagierten die Tiere mit einem Abfall
der Testosteronkonzentration auf das bei chirurgisch kastrierten Tieren
vorliegende Niveau, einem deutlich niedrigerem Hodengewicht als bei den
unbehandelten Kontrolltieren und einer histologisch nachgewiesen Azoospermie.
Auch bei Kalbern fiel die Reaktion auf die Behandlung nur mit ovinem LH ohne
Tragerprotein wesentlich geringer aus.

Als Grund fir die stark unterschiedliche Reaktion der beiden Spezies vermuten
die Autoren die physiologisch héhere LH-Konzentration bei Schafen. Auch die
Frequenz der pulsatilen LH-Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen ist
bei diesen Tieren héher und kénnte ein Grund daflir sein, dass die gebildeten
Antikdrper nicht ausreichten, um die physiologische Wirkung des LH zu
blockieren. Die LH-Immunisierung scheint damit fir die Tierart Schaf keine

geeignete Alternative zu sein.

2.2.1.4 Immunisierung gegen Testosteron

Ob eine Immunisierung gegen Testosteron zu einer tatsédchlichen Verminderung
der Fertilitat fuhrt, ist umstritten und scheint auch tierartlich unterschiedlich
wirkungsvoll zu sein. Durch die gebildeten Antikérper soll die Wirkung des
Testosterons aufgehoben werden; gleichzeitig kommt es durch die mit der
Vakzine herbeigeflihrte Erhéhung der Testosteronkonzentration im peripheren
Blutkreislauf zu einem negativen Feedback auf die Sekretion von GnRH, sodass
es in der Folge zu einer verminderten Ausschittung von LH und FSH kommt
(siehe Ubersicht bei Aurich und Tépfer-Petersen 2015).

Bolt (1971) wies bei Schafbdcken nach einmaliger Testosteron-Injektion eine

deutliche Erniedrigung der LH-Konzentration im Plasma nach. Einen weiteren
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Anhaltspunkt lieferten Nieschlag und Wickings (1979), als sie bei Ratten und
Kaninchen als Reaktion auf die Testosteron-Vakzinierung eine Verringerung der
Libido sexualis, eine Atrophie der akzessorischen Geschlechtsdriisen und eine
beeintrachtigte Fruchtbarkeit feststellten. Seitdem konnte das Konzept der
Testosteron-lImmunisierung zur Downregulation der Gonadenfunktion beim
mannlichen Tier aber nicht mehr bestéatigt werden, sowohl bei Affen (Wickings
und Nieschlag 1978), bei Bullen (D'Occhio et al. 1987; Jiménez-Severiano et al.
1996; Walker et al. 1984) als auch bei Schafbécken (siehe Ubersicht bei Haynes
und Southee 1984; Schanbacher 1982) wurden als Reaktion auf die
Immunisierung ein erhéhter Testosterongehalt im Plasma sowie teilweise eine
Hypertrophie der Hoden festgestellt. Auch die tagliche Ejakulatmenge war bei
immunisierten Bullen erhéht (Walker et al. 1984).

Bei Ebern wurde neben einer erhéhten Testosteronkonzentration im Plasma eine
deutliche Erniedrigung der LH- und FSH-Konzentration bei unverédnderter
Hodengréf3e und gleicher taglicher Ejakulatmenge im Vergleich zu Kontrolltieren
nachgewiesen. In diesem Fall vermuteten die Autoren, dass die erh&hten
Testosteronwerte nicht durch eine vermehrte Sekretion von Testosteron, sondern
durch die Bindung des Testosterons an die gebildeten Antikbrper und eine
verringerte Metabolisierung dieser Komplexe im Vergleich zu ungebundenem
Testosteron bedingt seien, da die intratestikular gemessene Androgen-
konzentration nicht hdher war als bei Kontrolltieren (Thompson et al. 1985).
Ahnliche Ergebnisse erzielte Schanbacher (1982) bei der Immunisierung von
Bockldmmern mit Testosteron: Wahrend die LH- und FSH-Konzentrationen im
Serum im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren erniedrigt waren, lag eine
stark erhdhte Testosteronkonzentration vor. Die Tiere zeigten ein signifikant
niedrigeres Schlachtgewicht als die Kontrolltiere, wéhrend die Hodengréfien
vergleichbar waren. Bei einer histologischen Untersuchung der Hoden konnten
Spermien nachgewiesen werden. Die Effekte des Testosterons auf die
korperliche Entwicklung der Tiere scheinen damit durch die Immunisierung
gehemmt worden zu sein, nicht aber dessen Auswirkungen auf die

Hodenentwicklung.
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2.2.2 Ziegenbock

Das Alter, in dem mannliche Ziegen die Geschlechtsreife erreichen, variiert stark
und wird je nach Autor mit 100 bis 250 Tagen (siehe Ubersicht bei Bostedt 2001)
beziehungsweise mit drei bis sechs Monaten (siehe Ubersicht bei Meyer und
Coenen 1995) angegeben. Der Eintritt der Pubertat wird von vielen Faktoren, wie
zum Beispiel der Rasse, der Erndhrung, von genetischen Einflissen und
insbesondere von der Jahreszeit, in welcher die Tiere geboren werden, bestimmt
(Chakraborty et al. 1989), sodass sich in der Literatur vielfaltige Angaben
hiertiber finden lassen (Ahmad und Noakes 1996; Barreto de Souza et al. 2011;
Bongso et al. 1982; Chakraborty et al. 1989; Delgadillo et al. 2007; Deveson et
al. 1992; Louw und Joubert 1964; Madani und Rahal 1988; Nishimura et al.
2000).

Bei Ziegenbécken der Rasse Anglo-Nubische Ziege, geboren im Méarz und April,
konnte ab einem Alter von 32,4 + 0,9 Wochen, frihestens aber mit 28 Wochen,
ein bewegliche Spermien enthaltendes Ejakulat mittels Elektroejakulation
gewonnen werden (Chakraborty et al. 1989). Madani und Rahal (1988) fuhrten
bei lybischen Kreuzungsziegen, die im Januar geboren wurden, erstmals mit
158,7 + 6,7 Tagen eine erfolgreiche Elektroejakulation durch; bei im August
geborenen Bodcken gelang dieses erst mit 192,11 + 7 Tagen. Hieraus
schlussfolgerten die Autoren eine Verzdégerung der Pubertdt durch die
abnehmende Tageslichtldnge wéahrend der Entwicklung der spat im Jahr
geborenen Ziegenbdcke. Die erste erfolgreiche Bedeckung eines weiblichen
Tieres gelang den im Januar geborenen Bdocken mit 239,4 + 6,7 Tagen und den
im August geborenen Tieren mit 254,4 + 15,4 Tagen (Madani und Rahal 1988).
Ahmad und Noakes (1996) fuhrten bei im Frihjahr geborenen Bdcken der
Rassen Saanenziege, Toggenburger Ziege und britische Alpenziege im
Durchschnitt mit 172,7 + 4,47 Tagen die erste erfolgreiche Absamung mittels
einer kunstlichen Vagina durch. Bei mexikanische Ziegen, geboren im Januar,
konnte mit 131 + 4 Tagen die erste komplette Bedeckung einer weiblichen Ziege
beobachtet werden (Delgadillo et al. 2007); bei im Oktober geborenen Bécken
gelang dieses mit 112 £ 5 Tagen, bei im Januar geborenen Tieren mit 131 + 4
Tagen (Delgadillo et al. 2007). Devesen et al. (1992) wiesen nach, dass im
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Oktober geborene Bocklammer der Rasse Saanenziege wahrend der ersten finf
Lebensmonate konstant hohere Plasmatestosteronkonzentrationen und
signifikant hohere Skrotalumfénge als Vergleichstiere aufweisen, wenn die
Muttertiere wahrend der Trachtigkeit einem Lichtprogramm mit 20 Stunden
intensiver Lichtbestrahlung pro Tag ausgesetzt werden. Bei Bongso et al. (1982)
konnte bei Ziegenbdcken einer Mischrasse mit 210 Tagen histologisch eine
vollstédndige Spermatogenese nachgewiesen werden; Louw und Joubert (1964)
fuhrten bei Burenziegen mit 157 + 9,58 Tagen erstmals erfolgreich eine
Elektroejakulation durch. Nishimura et al. (2000) konnten bei Bécken der Rasse
Tokara-Ziege mit durchschnittlich 119 Tagen Ejakulate mit guter Beweglichkeit
mittels einer kiinstlichen Vagina gewinnen, histologisch wurde ab einem Alter von
vier Monaten eine groRe Anzahl von Spermatozoen in den Tubuli seminiferi
contorti nachgewiesen; Barreto de Souza et al. (2011) wiesen bei Anglo-
Nubischen Ziegen mit 145 + 9,7 Tagen bewegliche Spermien im Ejakulat nach.
In der eigenen Studie erfolgte eine erste erfolgreiche Absamung der Tiere mittels
kiinstlicher Vagina in einem Alter zwischen sieben und acht Monaten.

Die ausgereiften Hoden eines Ziegenbockes wiegen zwischen 145 und 150
Gramm (siehe Ubersicht bei Sinowatz 2001). Die Paarungssaison erstreckt sich
von August bis Januar (siehe Ubersichten bei Bostedt 2001 sowie Smidt und
Ellendorff 1969b). Die Ublichen chirurgischen Kastrationsmethoden entsprechen

denen beim Schafbock und wurden oben bereits beschrieben (Abschnitt 2.2).

2.2.2.1 Immunisierung gegen GnRH

Die Immunisierung gegen GnRH wurde beim Ziegenbock bereits erfolgreich
eingesetzt. Godfrey et al. (1996) immunisierten geschlechtsreife Ziegenbdcke
zweimal in unterschiedlichen Zeitabstanden mit Vaxstrate® (Peptide Technology,
Australien) (Wochen 0 und 2 beziehungsweise Wochen 0 und 4). Alle Tiere
zeigten zwei Wochen nach der zweiten Injektion signifikant erhéhte GnRH-
Antikdrperspiegel, vier Wochen nach der zweiten Injektion war auch die
Konzentration von LH, FSH und Testosteron im Plasma im Vergleich zu den
Kontrolltieren erniedrigt; der saisonal bedingte Anstieg dieser Hormone blieb aus.

Bei der Schlachtung Uber ein Jahr nach der Immunisierung konnte im Plasma der
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Tiere, bei denen zwischen den beiden Injektionen zwei Wochen gelegen hatten,
kein Testosteron nachgewiesen werden; bei Tieren, die in vierwéchigem Abstand
behandelt wurden, war die Testosteronkonzentration signifikant erniedrigt. Der
Skrotalumfang nahm bei allen Tieren ab und stieg erst an Tag 394 wieder an; zu
diesem Zeitpunkt wurde die Untersuchung beendet. Bei der Schlachtung war das
Gewicht von Hoden und Nebenhoden bei den Versuchstieren signifikant niedriger
als bei den Kontrolltieren. An drei Gelegenheiten (Tag 112, 175 und 329 nach
zweiter Injektion) konnte von allen Tieren ein Ejakulat gewonnen werden; dieses
wies zwar eine niedrigere Spermiendichte auf, jedoch wurden in jedem Ejakulat
lebende Spermien vorgefunden.

Bei den behandelten Tieren wurden weniger Rangkdmpfe und Konfrontationen
mit anderen Tieren dokumentiert als bei intakten Kontrolltieren; noch geringer war
diese Rate bei kastrierten Bdcken. Zudem konnte bei den Versuchstieren
ungefahr sechs Wochen nach der zweiten Injektion subjektiv kein
geschlechtstypischer Geruch mehr nachgewiesen werden, bei kastrierten Tieren
trat dieser Effekt zum Vergleich schon nach vier Wochen auf.

Somit entsprechen die Ergebnisse der Studie in vielen Punkten den
Beobachtungen, die an Schafbécken gemacht werden konnten. Eine zweimalige
Injektion hemmte die Hodenfunktion von allen Ziegenbdcken, bei 90 % der Tiere
hielt der Effekt Gber ein Jahr an. Dieses war unabhdngig davon, ob die zweite
Injektion nach zwei oder nach vier Wochen verabreicht wurde. Auch auf das
Verhalten und den geschlechtstypischen Geruch hatte die Behandlung
Auswirkungen; interessant ist jedoch, dass in allen Ejakulaten lebende Spermien
vorgefunden werden konnten. Folglich scheint die Behandlung die Fruchtbarkeit
der Tiere zwar einzuschranken, aber nicht dauerhaft aufzuheben. Zudem stellt
die schlechte zeitliche Steuerung der Methode hinsichtlich der Reversibilitat ein
Problem dar.

Aufbauend auf die Ergebnisse von Godfrey et al. (1996) fiihrten Ulker et al.
(2009a) eine Studie an zehn Ziegenbdcken der Rasse Angoraziege durch.
Ebenso wie an Schafbécke, verabreichten die Autoren das bereits in Abschnitt
2.2.1.1 erlauterte rekombinante GnRH-Fusionsprotein Ovalbumin-LHRH-7 (OL)
an 18 Wochen alte Tiere, eine Boosterinjektion wurde im Alter von 22 Wochen
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vorgenommen. Bei der ersten Injektion wurde hierbei das OL in ein modifiziertes,
komplettes Freund-Adjuvans emulgiert; bei der Boosterinjektion in ein
modifiziertes, inkomplettes Freund-Adjuvans. Als Kontrollgruppe dienten jeweils
zehn unbehandelte sowie zehn chirurgisch kastrierte Tiere derselben Rasse. Alle
zwei Wochen wurden Blutuntersuchungen, Messungen des Skrotalumfanges
sowie Ultraschalluntersuchungen der Hoden durchgefuhrt; mit 44 Wochen
wurden die Ziegenbdcke geschlachtet.

Im Alter von 22 Wochen und damit vier Wochen nach der ersten Injektion konnten
erstmals bei den Versuchstieren Antikérper gegen GnRH nachgewiesen werden;
diese Werte blieben auf einem Plateau bis zur 42. Lebenswoche, um dann bis
zum Versuchsende weiter anzusteigen. Die Boosterinjektion bewirkte keinen
weiteren Anstieg der Antikérperwerte. Die Testosteronkonzentration im Blut der
behandelten Tiere war ab der vierten Woche nach Injektion auf nicht mehr
messbare Werte erniedrigt und blieb bis zum Studienende unter der
Nachweisgrenze. Der Skrotalumfang der Versuchstiere verénderte sich bis zum
Studienende nicht, wahrend die nicht kastrierten Kontrolltiere ein
Hodenwachstum zeigten. Im Alter von 18 und 30 Wochen wurden Hodenbiopsien
entnommen und histologisch untersucht. Mit 18 Wochen und damit vor
Versuchsbeginn konnten keine Unterschiede zwischen den Bioptaten der drei
Gruppen festgestellt werden; mit 30 Wochen zeigten die Versuchstiere einen
verringerten Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti, wahrend dieser bei den
unkastrierten Kontrolltieren angestiegen war. Bei der Schlachtung mit 44 Wochen
konnten weder im Hoden noch im Nebenhoden der Versuchstiere Spermatozoen
nachgewiesen werden. Die Ultraschalluntersuchung der Hoden ergab bei den
Versuchstieren bis zum Studienende eine unverandert hypoechogene Struktur,
wahrend die Kontrolltiere die fur die pubertdre Entwicklung typischen Wandel zu
einer starker echogenen Hodenstruktur vollzogen. Bei Schlachtung war das
Gewicht der akzessorischen Geschlechtsdriisen der Versuchstiere und der
chirurgisch kastrierten Tiere gleich und bei diesen beiden Gruppen deutlich
kleiner als bei den intakten Kontrolltieren.

Ulker et al. (2009a) konnten somit bei juvenilen Ziegenb&cken erfolgreich die
pubertére Entwicklung verhindern; die Fragen nach der zeitlichen Steuerung der
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Methode sowie der Reversibilitat bleiben offen.

Die kommerziell fir Rinder erhaltliche, in Deutschland jedoch zurzeit nicht
zugelassene Vakzine Bopriva® (Pfizer Animal Health, Brasilien) verabreichten
Lents et al. (2018) an adulte Ziegenbdcke; diese war zuvor schon bei Kélbern
(Theubet et al. 2010) sowie bei Ebern (Wicks et al. 2013) eingesetzt worden.
Sechs Ziegenbdcke erhielten 200 pg des in der Vakzine enthaltenen GnRH-
Protein-Konjugates im Alter von acht Monaten verabreicht; sechs weitere Tiere
erhielten zeitgleich eine Dosis von 400 ug (dieses entspricht der vom Hersteller
empfohlenen Dosis fur Bullen), eine dritte Tiergruppe diente als unbehandelte
Kontrollgruppe. 30 Tage spéater fand eine Boosterinjektion statt, zu diesem
Zeitpunkt hatten sich die Parameter Hodenlange, Hodenbreite und
Skrotalumfang bei keinem Versuchstier signifikant veréndert; es lagen jedoch im
Vergleich zu der Kontrollgruppe im via Elektroejakulation gewonnenen Ejakulat
vermehrt pathologisch verénderte Spermien vor, zudem waren die Werte fur die
Vorwértsbeweglichkeit der Spermien niedriger. 90 Tage nach der ersten Injektion,
entsprechend 60 Tage nach der Boosterinjektion, zeigten beide
Versuchsgruppen signifikant geringere HodenmalRe als die Kontrolltiere. Bei
zehn der insgesamt zwdlIf Versuchstiere lag eine Azoospermie vor, bei jeweils
einem Tier pro Versuchsgruppe konnte ein Ejakulat mit geringem Volumen,
niedriger Gesamtspermienzahl und schlechter Vorwartsbeweglichkeit der
Spermien gewonnen werden. Im Anschluss an diese Untersuchungen wurden
die Tiere geschlachtet, histologisch konnten bei beiden Gruppen geringere
Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti nachgewiesen werden als bei den
Kontrolltieren. Auf die Gewichtsentwicklung der Tiere zeigte die Behandlung
keine Auswirkungen.

Aus den gewonnenen Ergebnissen schlussfolgerten Lents et al. (2018), dass
eine zweimalige Injektion definitiv notwendig sei, um die erwiinschte
Downregulation der Gonadenfunktion beim Ziegenbock zu erreichen. Zudem
wurde mit einer Dosis von 200 ug derselbe Effekt erreicht wie mit einer Dosis von
400 pg, sodass die geringere Dosis ausreichend zu sein scheint. Eine
vollstandige Azoospermie aller Versuchstiere konnte auch hier nicht erreicht

werden, Untersuchungen hinsichtlich der Reversibilitat der Methode wurden nicht
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unternommen.

2.2.2.2 Langzeitapplikation eines GnRH-Agonisten
Die Studie von Prestel (2017) wurde bereits im Abschnitt 2.2.1.2 erortert.

2.2.2.3 ai-Adrenozeptor-Antagonisten

Hauptséachlich aufgrund ihrer hohen Libido sexualis wéahlten Kimsakulvech et al.
(2015) Ziegenboécke fur eine Studie mit dem a1-Adrenozeptor-Antagonisten
Tamsulosin aus. Dieser wird heute Ublicherweise in der Humanmedizin fur die
Behandlung der benignen Prostatahyperplasie verwendet, da er im Vergleich zu
anderen ai-Adrenozeptor-Antagonisten eine weniger starke Blutdrucksenkung
bewirkt (siehe Ubersicht bei Starke 2009). Als Nebeneffekt wurde hierbei
teilweise eine Anejakulation beobachtet, woraus die Autoren schlossen, dass ai-
Adrenozeptor-Antagonisten mdglicherweise eine Ejakulation verhindern kénnen,
ohne dabei das normale sexuelle Verhalten zu beeinflussen (Kimsakulvech et al.
2015).

ai-Adrenozeptoren kommen an vielen vom Sympathikus innervierten Organen in
groRer Anzahl vor, beispielsweise im Urogenitaltrakt (Musculus sphincter
vesicae, Ductus deferens, Prostata, Uterus), aber auch im Zentralnervensystem,
in der Leber, in den Speichel- und Verdauungsdrisen, in den Sphinkteren des
Magen-Darm-Trakts, im kardiovaskuldren System (Arterien und Venen) und im
Auge (Musculus dilatator pupillae) (siehe Ubersichten bei Diener 2015 sowie
Starke 2009). Die Erregung dieser Rezeptoren fiihrt zu einem Anstieg der Ca?*-
Konzentration in der Zelle und damit zu einer Kontraktion der Muskulatur (siehe
Ubersicht bei Diener 2015). Werden die ai-Adrenozeptoren in der glatten
Muskulatur des Blasenhalses stimuliert, kommt es zu einer Harnverhaltung;
umgekehrt bewirken ai-Adrenozeptor-Antagonisten eine Relaxation der glatten
Muskulatur an Blasenhals, proximaler Harnréhre und Prostata. Sie erleichtern
damit den Harnabfluss, steigern die Harnflussrate und vermindern die
Restharnmenge (siehe Ubersicht bei Starke 2009).

Bei Ratten konnte ein negativer Effekt des Tamsulosin auf die Expulsationsphase
der Ejakulation beobachtet werden (Giuliano et al. 2006). Bei Menschen wurden
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im Rahmen der Behandlung mit verschiedenen ai-Adrenozeptor-Antagonisten
ein erniedrigtes Ejakulatvolumen festgestellt, am signifikantesten erniedrigt war
das Volumen hierbei bei Personen, die mit dem Wirkstoff Tamsulosin behandelt
worden waren (Hellstrom und Sikka 2006).

Kimsakulvech et al. (2015) verabreichten Tamsulosin einmal wdchentlich an
Ziegenbdcke und gewannen anschlieRend von jedem Tier drei Ejakulate mittels
einer kunstlichen Vagina. Drei Stunden nach der Behandlung zeigten 91,7 % der
Tiere eine Anejakulation, nach sechs Stunden 41,7 %, nach 24 Stunden nur noch
8,3 %. Die Ejakulate, welche drei Stunden nach der Behandlung gewonnen
wurden, wiesen signifikant weniger lebende und vorwartsbewegliche Spermien
auf; nach 24 Stunden unterschieden sich die Ejakulate nicht mehr signifikant von
denen der Kontrolltiere. Ein zuséatzlich erhobener Libidoscore zeigte keinen
Unterschied zwischen behandelten und nicht behandelten Tieren.

Als Ergebnis konnte somit festgehalten werden, dass Tamsulosin einen zeitlich
begrenzten Effekt auf die Ejakulation der Tiere ausibte, ohne dabei das
Verhalten der Tiere merklich zu beeinflussen. Aufgrund der Applikationsintervalle
ist diese Methode aber fur die Anwendung in der Tiermedizin als ungeeignet

einzustufen.

2.3 Altrenogest

Das Altrenogest (Synonym: 17 a-Allyltrenbolon) ist ein synthetisches
Steroidhormon, das den Gestagenen zugeordnet (siehe Ubersicht bei Ebert et
al. 2016) und oral wirksam ist (European Medicines Agency, Committee for
Medicinal Products for Veterinary Use 2004). Chemisch betrachtet handelt es
sich bei den Steroidhormonen um Sterane mit 18 bis 27 Kohlenstoff-Atomen
(siehe Ubersicht bei Paschke 2014). Neben den Sexualsteroidhormonen
gehéren zu der Gruppe der Steroidhormone noch die Gluko- und die
Mineralokortikoide (siehe Ubersichten bei Berg et al. 2012 sowie Meinecke
2015).

Die Sexualsteroidhormone werden in drei Gruppen eingeteilt, abhangig von der
Anzahl der Kohlenstoffatome. Gestagene mit 21 Kohlenstoff-Atomen werden in

den Nebennierenrinden beziehungsweise in den Ovarien synthetisiert,
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Androgene (19 Kohlenstoff-Atome) in den Nebennierenrinden beziehungsweise
den Gonaden und Ostrogene (18 Kohlenstoff-Atome) wiederum in den Gonaden
(siehe Ubersicht bei Berg et al. 2012). Die Biosynthese erfolgt aus Cholesterol
als Vorlaufer in den Mitochondrien (siehe Ubersichten bei Meinecke 2015 sowie
Paschke 2014).

Die Sekretion erfolgt durch Diffusion, der Transport im Blut gebunden an
Plasmaproteine und spezielle Transportproteine (sieche Ubersicht bei Paschke
2014). Eine Speicherung der Steroidhormone erfolgt nicht, die Halbwertszeit im
Blut betragt einige Stunden, die Wirkungsdauer Stunden bis Tage. Wichtigster
Metabolisierungsort fur die Steroidhormone ist die Leber, ausgeschieden werden
sie nach Glukuronidierung und Sulfatierung tUber die Galle und den Urin (siehe
Ubersichten bei Ebert et al. 2016 sowie Paschke 2014).

Steroidhormone haben einen lipophilen Charakter und kénnen somit durch die
Zellmembran diffundieren, dementsprechend liegen die
Steroidhormonrezeptoren intrazelluldr (European Medicines Agency, Committee
for Medicinal Products for Veterinary Use 2004; siehe Ubersichten bei
Korbmacher 2014 sowie Meinecke 2015).

LH und FSH regulieren die Sexualsteroidhormonsynthese und deren Sekretion
(siehe Ubersicht bei Sinowatz 2000). Periphere Sexualsteroidhormone haben
eine Feedback-Wirkung auf die Sekretion von GnRH aus der Hypothalamus,
welches wiederum die Synthese und Sekretion von LH und FSH aus dem
Hypophysenvorderlappen reguliert — die Sexualsteroidhormone sind somit
Bestandteil eines Regelkreises (siehe Ubersicht bei Aurich und Tépfer-Petersen
2015). Dabei bedingt die GnRH-Pulsfrequenz direkt die LH-Pulsfrequenz, da LH
von den gonadotropen Zellen der Hypophyse in Granula gespeichert und als
Reaktion auf die GnRH-Freisetzung ausgeschiittet wird. Die FSH-Synthese
hingegen wird zwar durch GnRH aktiviert, die Freisetzung erfolgt dann aber
entsprechend der Syntheseaktivitédt der Zellen weitgehend kontinuierlich (siehe
Ubersichten bei Aurich und Tépfer-Petersen 2015 sowie Thun 1995).

Unter Gestagenen versteht man diejenigen Wirkstoffe, die ahnliche
Eigenschaften wie das Gelbk&rperhormon Progesteron besitzen; hierbei kann es
sich um natlrliche oder synthetische Stoffe handeln. Progesteron steuert beim
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weiblichen Individuum den zyklischen Auf- und Abbau des Endometriums im
Verlauf des Sexualzyklus (siehe Ubersicht bei Gudermann 2009). Es kommt
aulBerdem zu einem Verschluss der Zervix und spontane Uteruskontraktionen
werden verhindert. Die Hypothalamus-Hypophysen-Achse wird gehemmt und
Uber eine Reduktion von Frequenz und Amplitude der GnRH-Sekretion die
Ausschittung von LH und FSH reduziert (siehe Ubersicht bei Meinecke 2015).
Milchdrisenentwicklung und Milchbildung werden unterstitzt. Zudem besitzt
Progesteron eine antiandrogene Wirkung, da es die Umwandlung von
Testosteron in das starker wirksame Dihydrotestosteron verhindert (siehe
Ubersicht bei Ebert et al. 2016). Es wirkt auBerdem thermogenetisch,
antimineralocorticoid und in hohen Konzentrationen katabol (siehe Ubersicht bei
Gudermann 2009).

Die verschiedenen Derivate des Progesterons besitzen eine mehr oder weniger
stark ausgeprégte Teilwirkung des Progesterons (siehe Ubersicht bei Ebert et al.
2016). Die Wirkung des Altrenogest ist progestomimetisch, also das Progesteron
nachahmend (European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products
for Veterinary Use 2004).

Zur Zeit ist Altrenogest in Deutschland im Bereich der Tiermedizin in Form von
Suifertil 4 mg/ml Lésung zum Eingeben fir Schweine (Livisto c/o aniMedica
GmbH, Deutschland), Regumate® 4 mg/ml L6sung zum Eingeben fir Schweine
(Jungsauen) (Intervet Deutschland GmbH), Altresyn 4 mg/ml Lésung zum
Eingeben fiir Schweine (CEVA Tiergesundheit GmbH, Deutschland) und
Virbagest 4 mg/ml Lésung zum Eingeben fur Schweine (Jungsauen) (Virbac
Tierarzneimittel GmbH, Frankreich) jeweils zur Brunstsynchronisation bei
Jungsauen sowie in Form von Regumate® Equine 2,2 mg/ml Lésung zum
Eingeben fur Pferde (Intervet Deutschland GmbH) zur Ostrusunterdriickung, zur
Kontrolle des Ostrusbeginns und zur Ovulationssynchronisation wahrend der
Ubergangsphase vom saisonalen Anéstrus bis zur Zuchtsaison bei der Stute

zugelassen.

2.3.1 Molekularstruktur
Altrenogest oder 17 a-Allyltrenbolon ist ein synthetisches Gestagen mit 21
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Kohlenstoff-Atomen und ein Derivat des 19-Nortesterons (European Medicines
Agency, Committee for Medicinal Products for Veterinary Use 2004). Der
chemische Name lautet 17-a-allyl-17-B-hydroxesta-4,9,11-trien-3on (Royal
Society of Chemistry 2015). Die Summenformel ist C21H2602, die Strukturformel
ist in Abbildung 1 dargestellt.

Das Molekulargewicht betragt 310,46 g/mol und der Schmelzpunkt liegt bei
120°C (Royal Society of Chemistry 2015).

O

Abbildung 1: Strukturformel von Altrenogest (17 a-Allylirenbolon) (siehe
Ubersicht bei Ebert et al. 2016).

2.3.2 Pharmakokinetik

Um die Resorptionszeit von Altrenogest zu erfassen, wurde radioaktiv markiertes
Altrenogest an Schweine und Pferde verabreicht. Nach Applikation der jeweils
empfohlenen Dosis (20 mg pro Schwein und 0,044 mg/kg beim Pferd) wurden
nach drei bis sechs Stunden Maximalkonzentrationen von Altrenogest im Blut
nachgewiesen (European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products
for Veterinary Use 2004). In anderen Studien wurden nach 15 Minuten bis 3
Stunden beim Pferd (Machnik et al. 2007) beziehungsweise nach 1,96 + 1,45
Stunden beim Schwein (Xiao et al. 2019) Maximalkonzentrationen gemessen.
Eine signifikante Akkumulation im Plasma konnte weder beim Schwein noch
beim Pferd beobachtet werden (Machnik et al. 2007; Xiao et al. 2019). Die
Eliminationshalbwertszeit beim Schwein lag nach eintégiger oraler Applikation
von 20 mg pro Tier bei 7,24 Stunden, nach mehrtagiger Applikation bei 9,76

Stunden (Xiao et al. 2019). Beim Pferd wurden Eliminationshalbwertszeiten von
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2,6 Stunden nach einmaliger und 3,7 Stunden nach mehrtégiger oraler
Applikation von 0,044 mg/kg gemessen (Machnik et al. 2007); nach der oralen
Gabe von 0,088 mg/kg Altrenogest Uber funf Tage lag die
Eliminationshalbwertszeit bei 7,01 Stunden (Ellis et al. 2019). Wie bereits oben
erwahnt, sind die Hauptmetabolisierungswege die Konjugation und die Oxidation,
die Ausscheidung erfolgt Uber Fazes und Urin (European Medicines Agency,
Committee for Medicinal Products for Veterinary Use 2004).

Die héchsten Rickstandskonzentrationen wurden in der Leber nachgewiesen; in
Nieren, Muskeln und Fett wurden ebenfalls Riickstande aufgefunden (European
Medicines Agency, Committee for Medicinal Products for Veterinary Use 2004).
Altrenogest hat einen Antigonadotropin-Effekt (European Medicines Agency,
Committee for Medicinal Products for Veterinary Use 2004) und unterdriickt
mittels eines negativen Feedbacks die Sekretion von GnRH aus dem
Hypothalamus und in der Folge die Sekretion von LH und FSH aus dem
Hypophysenvorderlappen (Batra und Miller 1985; Clarke und Cummins 1984;
Hauger et al. 1977; Hooley et al. 1974; Yamaji et al. 1972).

2.3.3 Auswirkungen auf die Hodenfunktion

Die Wirkung von Altrenogest ist progestomimetisch, also die des Progesterons
nachahmend (European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products
for Veterinary Use 2004). Bei mannlichen Lammern konnte nach dem Einsetzen
von Progesteron-Implantaten ein Riickgang der LH-Sekretion und als Folge eine
erniedrigte Testosteronkonzentration im Plasma nachgewiesen werden; eine
Woche nach Entfernung der Implantate stiegen beide Werte wieder an. Es kam
zwar wahrend der Pubertét zu einem Hodenwachstum, dieses war aber deutlich
verringert und setzte erst nach der Entfernung der Implantate merklich ein
(Echtenkamp und Lunstra 1984). Auch eine einmalige Progesteron-Injektion
fuhrte bei Schafbdcken zu einer deutlichen Erniedrigung der LH-Konzentration
im Plasma sowie zu einer Verminderung der physiologischen Schwankungen der
LH-Konzentration im Plasma; beide Effekte hielten bei verschiedenen Tieren 27
bis 53 Stunden nach der Injektion an (Bolt 1971).

Nach der oralen Applikation hemmt Altrenogest die Hypothalamus-Hypophysen-
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Achse und wirkt sich dadurch auf die Spermatogenese sowie die
Testosteronproduktion im Hoden aus (siehe Ubersicht bei Ebert et al. 2016). Es
kommt zu einem Absinken sowohl des LH- als auch des FSH-Spiegels im Blut.
Ein niedriger LH-Spiegel fuhrt zu einer Reduktion der Androgensynthese und —
freisetzung aus den Leydigzellen im Hoden (siehe Ubersichten bei Aurich und
Topfer-Petersen 2015 sowie Sinowatz 2000; Squires et al. 1997). Der pulsatilen
Freisetzung von LH folgt beim Lamm nach ungeféhr 30 Minuten (Echtenkamp
und Lunstra 1984), beim adulten Schaf nach ungeféhr 20 Minuten (Sandford et
al  1974) ein Anstieg der Testosteronkonzentration im Plasma.
Maximalkonzentrationen werden nach 30 bis 60 Minuten erreicht (Sandford et al
1974). Die Testosteronkonzentration im Hoden ist 20 bis 100 mal héher als im
peripheren Blut, dementsprechend machen sich Verdnderungen der
Testosteronsynthese am Hoden deutlich bemerkbar (Amann und Schanbacher
1983).

Bei prapubertéren Tieren fehlt bei einer verminderten Androgenkonzentration der
Stimulus fur die vollstdndige Ausbildung der Geschlechtsorgane; bei adulten
Tieren ist die Funktion der Geschlechtsorgane nur unter ausreichendem
Androgeneinfluss gewahrleistet (sieche Ubersicht bei Aurich und Tépfer-Petersen
2015). Ein ausreichender FSH-Spiegel ist zudem essentiell fiir die Stimulation
und den physiologischen Ablauf der Spermatogenese. FSH hat direkte Effekte
auf die Entwicklung der Keimzellen, zudem wird es zur Aufrechterhaltung der
Funktion der Leydigzellen im Hoden benétigt (siehe Ubersicht bei Aurich und
Topfer-Petersen 2015).

Zu erwarten ist demnach bei einer dauerhaften Applikation von Altrenogest je
nach Alter der Tiere entweder eine Hemmung des testikuldaren Wachstums oder
ein Rickgang der HodenmaRe; auRerdem ein Ruckgang der
Spermienproduktion sowie ein Anstieg der Anzahl von pathomorphologisch

veranderten Spermien.

2.3.3.1 Eber
Die Tierart Schwein st aufgrund ihrer intensiven Nutzung als

lebensmittellieferndes Tier vom besonderen Interesse. Mannliche Ferkel werden

44



LITERATURUBERSICHT

in der Regel innerhalb der ersten sieben Tage nach der Geburt kastriert, da der
geschlechtstypische Geruch und Geschmack der Schlachtkérper unkastrierter
Tiere vom Konsumenten zumeist nicht toleriert wird. Durch die Kastration wird
zudem aggressives Verhalten der Tiere untereinander sowie eine unerwiinschte
Bedeckung der weiblichen Tiere innerhalb der Mastgruppe verhindert. Auf der
anderen Seite zeigen die Schlachtkdrper intakter Eber im Vergleich zu denen von
Kastraten eine héhere Qualitat hinsichtlich Muskelfleischanteil und Magerkeit des
Fleisches, eine Ebermast wére somit nicht nur aus Tierschutzgriinden
erstrebenswert (Kluber et al. 1985).

Im Alter von ungeféhr 126 Tagen kommt es beim Eber zu einem signifikanten
Anstieg der Testosteronkonzentration im Plasma, welcher kdrperliche
Veranderungen sowie Veranderungen im Verhalten zur Folge hat (Colenbrander
et al. 1978). Ausgehend von einer durchschnittlichen Mastdauer von 150 bis 180
Tagen, wirde eine Verzégerung der sexuellen Entwicklung um ein bis zwei
Monate ausreichen, um die unerwiinschten Effekte der Pubertat zu vermeiden
und eine chirurgische Kastration unnétig zu machen (Kluber et al. 1985).

Auf der Basis dieser Uberlegungen wurde von Kiuber et al. (1985) Altrenogest
Uber drei, funf beziehungsweise neun Wochen oral an Eber appliziert, beginnend
in einem Lebensalter von 15 Wochen. Es wurde eine Dosis von 20 mg pro Tier
und Tag gewahlt, da diese Dosis zuvor bei geschlechtsreifen Sauen erfolgreich
zur Unterdriickung des Ostrus angewandt worden war (Kraeling et al. 1981).
Nach einer Woche der Behandlung war bei allen Tieren die
Testosteronkonzentration im Plasma signifikant niedriger als der Ausgangswert.
Der pubertatsbedingte Anstieg der Testosteronkonzentration verzdgerte sich
proportional zur Dauer der Gestagen-Applikation (um vier Wochen verzdgert
nach dreiwdchiger Anwendung, um sechs Wochen verzdgert bei sechswdchiger
Anwendung, nach neun Wochen Behandlung kein Anstieg bis zur Schlachtung
im Alter von 24 Wochen). Eine dreiwdchige Applikation reichte dabei nicht aus,
um die Testosteronkonzentration auf unter 1 ng/ml zu senken. Hodengréf3e und
—gewicht verringerten sich zunehmend mit der Dauer der Behandlung. Es zeigten
sich kaum Auswirkungen der Behandlung auf Futteraufnahme und —verwertung,

tendenziell nahmen die Uber langere Zeit behandelten Tiere etwas mehr Futter
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auf, verwerteten dieses aber etwas schlechter. Finf Tage nach dem Absetzen
der Behandlung konnte bei den Tieren wieder sexuell orientiertes Verhalten
beobachtet werden. Die Schlachtkdérper der behandelten Tiere zeigten keinen
hoheren Fettanteil als die unbehandelter Kontrolltiere, die Riickenfettdicke war
vergleichbar.

In einer Folgestudie verabreichten Kluber et al. (1988) sechs Wochen lang 20 mg
Altrenogest taglich an 15 Wochen alte Eber. AnschlieRend folgten zunachst ein
behandlungsfreier Beobachtungszeitraum von 30 Tagen und dann die
Schlachtung der Tiere. Als Resultat der Altrenogest-Applikation konnten ein
signifikant erniedrigter LH- und Testosteron-Spiegel sowie ein zwar nicht
signifikant, aber deutlich erniedrigter FSH-Spiegel im Blut der Tiere gemessen
werden. Ungefahr zwei Wochen nach Ende der Altrenogest-Behandlung waren
die Testosteronspiegel der behandelten Tiere wieder mit denen der
unbehandelten Kontrolltiere vergleichbar. Im Gegensatz zur vorherigen
Untersuchung (Kluber et al. 1985) war die tagliche Gewichtszunahme wahrend
der Behandlung bei den Versuchstieren signifikant gréRer als bei gleichaltrigen,
kastrierten Tieren und tendenziell gré3er als bei unbehandelten Kontrolltieren;
direkt nach Ende der Behandlung ging die Gewichtszunahme bei den
behandelten Tieren jedoch deutlich zurick und war bis zum Versuchsende
geringer als bei den anderen beiden Tiergruppen. Kluber et al. (1988) vermuteten
hier einen Zusammenhang mit den ab dem funften Tag nach Ende der
Altrenogest-Applikation ~ zunehmend beobachteten sexuell orientierten
Verhaltensweisen. Dementsprechend war das Schlachtgewicht der
Versuchstiere signifikant geringer als das der Kontrolltiere sowie der kastrierten
Eber; die Schlachtkérper der behandelten Tiere sowie diejenigen der Kontrolltiere
hatten einen héheren Muskel- und geringeren Fettanteil als die Schlachtkérper
der kastrierten Tiere. Das Gewicht von Hoden und Nebenhoden sowie der
Geschlechtsdriisen war bei den behandelten Tieren bei der Schlachtung
signifikant geringer als bei den unbehandelten Kontrolltieren. Eine subjektive
Beurteilung des Ebergeruches am Fleisch ergab eine vergleichbare Intensitét bei
Versuchs- und Kontrolltieren, bei den kastrierten Tiere lag eine niedrigere

Intensitat vorlag.
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2.3.3.2 Hengst

Im Bereich des Pferdesports steht Altrenogest aufgrund seiner Dopingrelevanz
im Fokus der Forschung. Altrenogest wird eine leicht anabole Wirkung
nachgesagt; auflerdem reduziert es, angewandt bei Hengsten, das haufig bei
Sportpferden unerwiinschte geschlechtstypische Verhalten (Machnik et al. 2007).
Bei der Fédération Equestre Internationale (FEI) wird Altrenogest bei Hengsten
und Wallachen als kontrollierte Substanz gefiihrt und ist im Wettkampf verboten
(FEI Cleansport: Prohibited Substances Database - Homepage 2018). Bei Stuten
ist die Anwendung erlaubt (sieche Ubersicht bei Aurich 2008; FEI Cleansport:
Prohibited Substances Database - Homepage 2018). In Deutschland gilt es als
verbotene Substanz bei Hengsten und Wallachen gemaR der Anti-Doping- und
Medikamentenkontroll-Regeln (ADMR) der Deutschen Reiterlichen Vereinigung
(FN), bei Stuten ist die Anwendung ADMR-konform (FN Fairer Sport - Liste der
Substanzen 2018). Laut einer Umfrage von Goolsby et al. (2004) in
amerikanischen Betrieben, in denen Hengste der Rasse Quarter Horse gehalten
wurden, setzen 29 % der Befragten Altrenogest bei Hengsten mit dem Ziel der
Verhaltensmodulation ein.

Die empfohlene Dosierung des fiir Stuten zugelassenen Regumate® Equine 2,2
mg/ml Lésung zum Eingeben fir Pferde (MSD Tiergesundheit, Deutschland)
betragt 0,044 mg/kg. Bei Verabreichung derselben Dosis an Hengste konnten
weder signifikante Auswirkungen der Behandlung auf das sexuell orientierte
Verhalten noch auf Spermaparameter festgestellt werden (Heninger 1999; Miller
et al. 1997); die Konzentration von Testosteron im Serum wurden in einer Studie
ebenfalls nicht durch die Medikation beeinflusst (Heninger 1999), in einer
anderen Studie waren die Testosteronwerte der Versuchstiere trotz
ausbleibender Verhaltensanderung und gleichbleibender  Fruchtbarkeit
signifikant niedriger als diejenigen der Kontrolltiere (Miller et al. 1997). Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Zehnder et al. (2006), die nach Verabreichung von
0,044 mg/kg Altrenogest an einen Zebrahengst kaum Auswirkungen auf dessen
Verhalten feststellen konnten; nach einer Verabreichung von 0,088 mg/kg
hingegen kam es zu einer deutlichen Verminderung der Libido sexualis.

In  weiteren Studien nahmen sowohl die LH- als auch die
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Testosteronkonzentrationen im Blut von Uber langere Zeit mit 0,088 mg/kg
behandelten Hengsten deutlich ab und stiegen erst nach Ende der Behandlung
wieder an (Squires et al. 1997). Zudem konnte eine progressive Abnahme der
Hodengréfie beobachtet werden; diese Abnahme stoppte sieben Tage nach der
letzten Altrenogest-Applikation (Squires et al. 1997). Bei jungen Hengsten war
nach einer acht Wochen andauernden Behandlung der Skrotalumfang acht
Wochen nach Behandlungsende noch immer geringer als der von unbehandelten
Tieren (Johnson et al. 1998); bei erwachsenen Tieren erreichten die Hoden bei
einer 150 Tage andauernden Behandlung 50 Tage nach Behandlungsende
wieder ihre AusgangsgrofRe, nach 240 Behandlungstagen erst 240 Tage nach
Behandlungsende (Squires et al. 1997).

Die téagliche Ejakulatmenge sowie die Spermiengesamtzahl im Ejakulat
behandelter Tiere nahmen ab und blieben wahrend der gesamten Behandlung
niedrig (Johnson et al. 1998; Squires et al. 1997). Die Gesamtbeweglichkeit der
Spermien verringerte sich bei einer Behandlung Uber 240 Tage, bei einer
Behandlung tber 150 Tage blieb sie unverandert (Squires et al. 1997). Zudem
nahm die Anzahl pathomorphologisch unverénderter Spermien deutlich ab, dafr
kam es zu einem signifikanten Anstieg der Kopf-Anomalitadten, bei langerer
Behandlungszeit kamen auch Schwanz- und Mittelteilanomalitaten haufiger vor
(Squires et al. 1997). Johnson et al. (1998) beobachteten hingegen bereits nach
achtwochiger Behandlung neben Kopf- auch Schwanzverdnderungen an den
Spermien. All diese Verdanderungen bildeten sich bis zum Ende der
Versuchsreihen acht Wochen beziehungsweise 90 Tagen nach der letzten
Behandlung nicht wieder zuriick (Johnson et al. 1998; Squires et al. 1997).
Auch auf die Libido sexualis der Tiere hatte die Behandlung Auswirkungen; diese
nahm deutlich ab, Fehlspriinge wurden haufiger, die Zeitspanne zwischen erster
Erektion und erfolgreicher ~ Absamung wurde langer. Diese
Verhaltensveranderungen blieben bis zum Ende der Studie vorhanden, sodass
die Autoren als Grund hierfur ein moglicherweise erlerntes Verhalten in Betracht
zogen (Johnson et al. 1998; Squires et al. 1997).

Die Folgen von sich wiederholenden, jeweils kurzzeitigen Verabreichungen von

0,088 mg/kg Altrenogest an junge Hengste, wie sie laut der Autoren haufig in der
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Praxis mit dem Ziel der Verhaltensmodulation eingesetzt werden, evaluierten
Vartorella et al. (2001). Den Hengsten wurde jeweils zehn Tage lang Altrenogest
verabreicht, darauf folgten zehn Tage Behandlungspause; dieser Zyklus wurde
dreimal wiederholt. Es zeigten sich keine signifikanten Auswirkungen auf
Korpergewicht, Hodenumfang, Testosteronkonzentration im Plasma und
Verhalten der Tiere. Bei einer 46 Tage nach der letzten Altrenogest-Applikation
durchgefiihrten Hodenbiopsie konnten bei den Versuchstieren jedoch weniger
Spermatiden gezahlt werden als bei Kontrolltieren.

2.4 Grauwertanalyse

Die im Rahmen dieser Untersuchung angewandte computergestiitzte
Grauwertanalyse ist ein Ansatz, mit welchem eine objektivierbare und
reproduzierbare Beschreibung von sonographischen Bildern ermdglicht werden
soll (Bleck et al. 2000). Ein weiteres Ziel ist es, den Informationsgewinn aus
Ultraschallbildern zu maximieren (Graue 2002). Als Grundlage fir die
Berechnung einer Grauwertanalyse dienen im B-Mode (brightness modulation
Mode) aufgenommene sonographische Bilder. Im B-Mode wird die Echointensitat
eines Gewebes in Helligkeit auf dem Ultraschallbild umgewandelt; die héchste
Intensitat des Echosignales wird als weil}, die niedrigste als schwarz abgebildet.
Gewebetexturverdnderungen werden somit durch unterschiedliche Graustufen
auf dem Bildschirm sichtbar gemacht und vom Untersuchenden bewertet (H6hne
2002). Dieser achtet dabei auf Kriterien wie die Dichte, die Homogenitat und den
Kontrast der untersuchten Textur und zieht daraus diagnostische Schlisse
(Graue 2002).

Die haufig nur sehr geringen Unterschiede der Echogenitat von verdndertem im
Vergleich zu gesundem Gewebe sind fir das menschliche Auge nicht immer
exakt feststellbar (Maeda et al. 1998). Der Untersuchende stellt damit die
wesentliche Grenze bei der Bildbeurteilung dar, wahrend die technische Qualitat
der Bilder stetig zunimmt (Hermes 1998). Hinzu kommt, dass verschiedene
Personen Bilder unterschiedlich interpretieren und Untersuchungsergebnisse
dadurch intraindividuell schlecht vergleichbar sind (Bleck et al. 2000; Gebel 2000;
Kastelic und Brito 2012).
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Ein Ultraschallgerdt kann zwischen bis zu 256 verschiedenen Graustufen
unterscheiden; dabei wird dem dunkelsten Schwarz der Wert 0 und dem hellsten
Weil} der Wert 255 zugeteilt (Hermes 1998; H6hne 2002). Das menschliche Auge
hingegen ist beim skotischen Sehen, also der visuellen Wahrnehmung in
dunkleren Raumen, nur zur Unterscheidung von 15 bis 60 Graustufen fahig;
zudem benétigt es fir eine Volladaptation vom photopischen (farbiges
Tageslichtsehen) zum skopischen Sehen 30 bis 45 Minuten (Bleck et al. 2000).
Die natlrliche Tragheit des menschlichen Auges begrenzt dartiber hinaus die
gleichzeitige Wahrnehmung mehrerer Bildelemente in einer Zeiteinheit (Graue
2002; Hermes 1998).

Mithilfe der computergestitzten Grauwertanalyse werden alle Pixel einer zuvor
vom Untersucher festgelegten Region of Interest (ROI) erfasst und hinsichtlich
ihnres Grauwertes beurteilt; damit kann die Gewebestruktur quantitativ
charakterisiert werden (Hermes 1998). Ein Pixel stellt dabei das kleinste
Bildelement eines digitalisierten Ultraschallbildes dar (Schweizer 2006). Die ROI
kann eine festgelegte Gré3e und Form haben oder frei gewahlt werden (Héhne
2002). Es wird die Textur des Gewebes bestimmt, welche sich aus der Helligkeit,
dem Kontrast und der Homogenitét der Bildpunkte ergibt (Graue 2002). Die
Analyse der Gewebetextur kann entweder ein- oder mehrdimensional erfolgen
(Hermes 1998). Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde eine
eindimensionale Untersuchung vorgenommen; nur auf diese wird hier naher
eingegangen. Bei der eindimensionalen Analyse wird nur die H&ufigkeit des
Auftretens der einzelnen Grauwerte berechnet, nicht aber deren raumliche
Anordnung. Somit kdnnen zwei Bilder, die in ihrer Textur véllig verschieden sind,
trotzdem dieselbe Grauwertverteilung aufweisen (Graue 2002; Hermes 1998).
Die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Grauwerte in der ROl wird als
Histogramm abgebildet; aus diesem Histogramm kénnen dann verschiedene
beschreibende Parameter abgeleitet werden (Bleck et al. 2000). Dabei gibt
beispielsweise der mittlere Grauwert die mittlere Helligkeit innerhalb der ROI an,
die Standardabweichung reprasentiert die Streuung der Grauwerte und damit
den Kontrast (Bleck et al. 2000, Schweizer 2006).
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN
Die Untersuchungen wurden vom Regierungsprasidium Gief3en genehmigt
(V 54-19c 20 15 H 01 GI 18/14 Nr. 119/2012).

3.1 Tiere

Fir diese Untersuchung standen acht Bocke der Rasse Pfauenziege zur
Verfugung. Sieben der Tiere stammten aus derselben Zucht, der achte Bock
wurde von einem anderen Halter erworben und mit den weiteren Tieren
vergesellschaftet.

Bei einem Ziegenbock (Tier Nummer 1) lag ein einseitiger abdominaler
Kryptorchismus des rechten Hodens vor. Da sich das Tier gut absamen lie und
das Ejakulat eine zufriedenstellende Qualitat aufwies, verblieb es in der Studie.
Die Tiere wurden Friihjahr 2014 geboren und im Alter von drei Monaten im Juli
2014 in die Klinik fur Geburtshilfe, Gynékologie und Andrologie der Grof3- und
Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitat in GielRen
eingestallt; zu diesem Zeitpunkt begann die Datensammlung fur die vorliegende
Untersuchung. Insgesamt wurden die Ziegenbécke neun Monate von Juli 2014
bis April 2015 in der Klinik gehalten.

Zusétzlich standen zwei weibliche Ziegen zur Animation der Bdcke bei der
Absamung zur Verfiigung. Hierbei handelte es sich um eine ein Jahr alte
deutsche Edelziege sowie um eine zwei Jahre alte deutsche Edelziege. Beide

Tiere waren vom Besitzer wegen Infertilitét in die Klinik eingestallt worden.

3.1.1 Haltung und Fitterung

Die Ziegenbdcke wurden in zwei Gruppen mit jeweils vier Tieren in
geschlossenen Boxen mit Stroheinstreu, die weiblichen Tiere zusammen in einer
geschlossenen Box mit Stroheinstreu gehalten. Kurz vor Beginn des
Versuchszeitraumes zog sich ein Ziegenbock (Tier Nr. 4) eine Fraktur des
Metatarsus des rechten Hinterbeines zu. Um einen optimalen Heilungsverlauf zu
erreichen, wurde hieraufhin die Haltung verandert und das verletzte Tier nur noch
mit einem weiteren Tier als Begleitung gehalten, sodass es dann drei Gruppen

mit jeweils vier, beziehungsweise zwei Tieren gab. Nach Stabilisierung des
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Bruches mit einem Castverband und einer zweiwdchigen Pause konnte das
betroffene Tier wieder abgesamt werden und verblieb somit in der Studie.
Wasser stand den Ziegenbdcken in zwei Wasserbecken pro Box zur Verfligung.
Gefittert wurden die Tiere mit Heu zur freien Verfligung sowie einem
Erganzungsfuttermittel fir Schafe (Deuka Schaffutter 1l, Deutsche Tiernahrung
Cremer GmbH & Co. KG, Dusseldorf). In jeder Box stand eine Klettermdglichkeit
zur Verfligung, aulRerdem verflgte jede Gruppe Uber einen Mineralleckstein.
RegelméaRig wurde bei allen Tieren Klauenpflege durchgefihrt, aulerdem
wurden mehrfach Kotuntersuchungen mit anschlielender Entwurmung
durchgefihrt.

3.2 Gestagenapplikation

3.2.1 Préaparat

Als Préaparat fur die Altrenogest-Applikation wurde Virbagest 4 mg/ml Lésung zum
Eingeben fir Schweine (Jungsauen) (Virbac Tierarzneimittel GmbH, Frankreich)
gewahlt. Die orale Verabreichung des Medikamentes fand jeden Nachmittag zur

gleichen Zeit statt.

3.2.2 Applikationsart, Anwendungsdauer und Dosierung

Mit der Gestagenapplikation wurden begonnen, als die Ziegenbd&cke ein Alter von
acht Monaten (Dezember 2014) erreicht hatten. Vier per Losverfahren
ausgesuchte Bécke wurden mit Altrenogest behandelt (Tiere Nr. 1, 4, 6 und 7),
vier weitere dienten als Kontrollgruppe und bekamen ein Placebo verabreicht
(Tiere Nr. 2, 3, 5 und 8). Die Medikamentenapplikation wurde Uber sieben
Wochen durchgefiihrt (Versuchszeitraum), anschlieBend wurden die Tiere noch
weitere sieben Wochen in der Klinik gehalten, um das Wiederanlaufen der
Gonadenfunktion zu beobachten (Tabelle 1).

Die vier Tiere der Versuchsgruppe bekamen einmal taglich 0,088 mg Altrenogest
pro Kilogramm Kd&rpergewicht oral verabreicht; die vier Tiere der Kontrollgruppe
erhielten oral eine entsprechende Menge einer finfprozentigen Glukoselosung.
Die Dosis wurde alle 14 Tage an das aktuelle Gewicht der Tiere angepasst.

Die Gabe des Altrenogests beziehungsweise des Placebos fand von Tag 1 bis
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Tag 49 der Untersuchung statt. AnschlieRend wurde bis zum Tag 99 das
Wiederanlaufen der Gonadenfunktion beobachtet; danach wurden die Tiere

kastriert und die Hoden histologisch untersucht.

Tabelle 1: Zeitlicher Ablauf der Studie.

Zeitpunkt | Entspricht Vorgédnge
Studientag
1 1-14 Klinische Untersuchung,
(Woche 1 -2) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
Blutuntersuchung an Tag 1;
Gestagenapplikation ab Tag 1
2 15-28 Klinische Untersuchung,
(Woche 3 — 4) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
Blutuntersuchung
3 29 —-42 Klinische Untersuchung,
(Woche 5 - 6) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
Blutuntersuchung
4 43 - 56 Klinische Untersuchung,
(Woche 7 - 8) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
Blutuntersuchung;
letzte Gestagenapplikation an Tag 49
5 57-70 Klinische Untersuchung,
(Woche 9 - 10) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
Blutuntersuchung
6 71-84 Klinische Untersuchung,
(Woche 11 —12) Ultraschalluntersuchung,
Spermauntersuchung und
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Blutuntersuchung
7 85-98 Klinische Untersuchung,
(Woche 13 — 14) Ultraschalluntersuchung,

Spermauntersuchung und

Blutuntersuchung

8 99 Kastration der Ziegenbd&cke,
anschlielend histologische

Untersuchung der Hoden

3.3 Methoden

3.3.1 Klinische Untersuchung

Bei allen Tieren wurden taglich das Allgemeinbefinden und die Futteraufnahme
adspektorisch kontrolliert. RegelmaRig alle 14 Tage, jeweils zu Beginn eines
neuen Zeitabschnittes, wurden die Tiere zudem einer allgemeinen sowie einer
andrologischen Untersuchung unterzogen. Dabei wurden neben den in den
Punkten 3.3.2.1 bis 3.3.2.7 aufgefiihrten Parametern folgende Werte erfasst:

— Koérperinnentemperatur

— Schleimhautfarbe

— Zeichnung der Episkleralgeféafie

— kapillare Ruckfullungszeit

— Hydratationszustand

— Beschaffenheit der palpierbaren Lymphknoten

— Herzauskultation inklusive Auszéhlung der Herzfrequenz und Bestimmung von
Intensitat, Rhythmus, Abgesetztheit und Nebengerduschen

— Lungenauskultation inklusive Auszahlung der Atemfrequenz

— Pansenauskultation

— Uberpriifung der Bauchdeckenspannung

3.3.2 Erfassung von koérperlichen Parametern
3.3.2.1 Korpergewicht, Kérperlinge und Widerristhéhe
Zur Erfassung des Korpergewichtes wurden die Ziegen anfangs auf dem Arm des
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Untersuchers auf einer Personenwaage gewogen. Ab einem Koérpergewicht von
ungefahr 25 kg wurden die Tiere in eine Viehwaage (Baumann Waagen- und
Maschinenbau GmbH, Thiersheim) gefiihrt und dort gewogen (Abbildung 2).

Die Koérperlange wurde am stehenden Tier mit einem BandmafR bestimmt.
Gemessen wurde vom Ansatz der Horner bis zum Schwanzansatz; hierbei
wurden der Kopf sowie die Hals- und Rickenlinie méglichst gerade gehalten.
Die Widerristhdhe wurde am auf festen Boden stehenden Tier mit einem
StockmalR bestimmt.

Abbildung 2: Erfassung des Korpergewichtes eines Ziegenbockes auf der

Viehwaage.

3.3.2.2 Hodenlange, Hodenbreite, Hodentiefe und Hodenvolumen

Die Hodenléange wurde mit einer digitalen Schublehre (Abbildung 3) gemessen,
hierbei wurde der Hoden inklusive des Nebenhodens vom Nebenhodenkopf bis
zum Nebenhodenschwanz erfasst. Die Hodenbreite sowie die Hodentiefe wurden
an der breitesten beziehungsweise tiefsten Stelle des Hodens ebenfalls mit einer
Schublehre gemessen.

Mithilfe der ermittelten Werte fir Hodenlange, Hodenbreite und Hodentiefe wurde
das Hodenvolumen berechnet. Hierfir wurde folgende Formel fur die

Berechnung des Volumens eines Ellipsoids verwendet:
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Hodenvolumen (cm?®) = 4/3 x T x 1/2 x Hodenldnge x 1/2 x Hodenbreite x 1/2 x

Hodentiefe

Dieselbe Formel wurde bereits von Bailey et al. (1998) sowie B6hm (2013) und
Young et al. (1986) zur Berechnung des Hodenvolumens bei Bullen

beziehungsweise Ebern eingesetzt.

STAMLESS

HARDENED

Abbildung 3: Digitale Schublehre zur Bestimmung von Hodenldnge, Hodenbreite

und Hodentiefe.

3.3.2.3 Hodenkonsistenz
Die Hodenkonsistenz wurde palpatorisch beurteilt; es wurde zwischen prall-

elastisch (1), weich-elastisch (2) und weich (3) unterschieden.

3.3.2.4 Hodensonographie

Die Hodensonographie wurde ab dem achten Lebensmonat alle 14 Tage
durchgefiihrt, beginnend am Tag 1 der Altrenogest-Applikation. Hierfir wurde das
Ultraschallgerat ,HS-1500V* (Honda Electronics Co., Ltd., Toyohashi/Japan) mit
einer Linearsonde (Typ HLV-375 M, 50 mm, 7,5 MHz, Honda Electronics Co.,
Ltd., Toyohashi/Japan) verwendet. Bei der Untersuchung wurden Langs- und
Querschnitte beider Hoden abgebildet und die Homogenitat des Hodengewebes
kontrolliert.
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3.3.2.4.1 Grauwertanalyse

Zeitgleich mit der Hodensonographie wurde auch mit einer Grauwertanalyse der
Hoden begonnen, um eine objektivere Beurteilung der Ultraschallbilder,
insbesondere hinsichtlich der Echogenitédt des Gewebes, zu ermdglichen. Es
wurden ebenfalls das Ultraschallgerat ,HS-1500V* und die Linearsonde ,HLV-
375 M* von Honda Electronics verwendet. Um eine Vergleichbarkeit der
Aufnahmen zu gewahrleisten, wurden die Grundeinstellungen des Gerétes nicht

verandert (Tabelle 2).

Tabelle 2: Einstellungen des Ultraschallgerates bei der Grauwertanalyse.

Parameter Wahlbarer Bereich Verwendete
Einstellung
Betriebsmodus B-, BB-L, BB-R, B/M B-Mode
Gesamtverstarkung | 36 — 100 dB 65 dB
Dynamikbereich 35-95dB 75dB
Dynamischer Fokus | Ein/Aus Ein

Tiefenverstarkung 6 Schieberegler In mittiger Position
fixiert

BildgroRe 40 -120 60

y-Kurve 1-8 1

Histogrammessung Box / Ellipse / manuell | Box

Die Grauwertmessungen wurden im Hodenparenchym durchgefiihrt. Hierfir
wurden von jedem Hoden ein kranio-kaudaler Langs- sowie ein Querschnitt
angefertigt. Auf beiden Bilder wurden jeweils im artefaktfreien Bereich des
Hodenparenchyms zwei Regions Of Interest (ROI) ausgewahlt. Die Flache einer

quadratischen Region Of Interest betrug 0,25 cm? (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ultraschallbild mit einem Langsschnitt durch den Hoden eines
Ziegenbocks. Die beiden ROI sind durch Kastchen markiert.

In jedem Pixel der ROl wurde zwischen 256 Grauwerten differenziert, die Analyse
erfolgte direkt mit der integrierten Software des Ultraschallgerates. Das ,HS-

1500V* ermittelt bei jeder Grauwertanalyse folgende Werte:

- Haufigkeitsverteilung des Grauwertspektrums, dargestellt als Histogramm
- Daten gesamt innerhalb des Bereiches (N-all)

- Menge an Daten fir die haufigste Stufe (Nmost)

- Menge an Daten fiur die haufigste Stufe / Daten gesamt (Nm/Na)

- Durchschnittliche Stufe (Lmean)

- Standardabweichung (SD)

Die Ultraschallbilder wurden zundchst auf dem Ultraschallgerat gespeichert und
anschlieBend auf einen Computer zur dauerhaften Archivierung im JPEG-Format
Ubertragen.

3.3.3 Erfassung von Blutparametern
3.3.3.1 Blutentnahme

Beginnend am Tag 1 der Untersuchung, unmittelbar vor der ersten Altrenogest-
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beziehungsweise Placebo-Applikation, wurde den Tieren in 14-tdgigem Abstand
Blut aus der Vena jugularis entnommen. Die Blutentnahmen wurden bis zum
Ende der Studie fortgefuihrt. Die Proben wurden am stehend fixierten Tier mit
Kanulen der Marke ,Sterican® (B. Braun Medical AG, Emmenbriicken/Schweiz)
mit einem Durchmesser von 0,9 mm und einer Ldnge von 40 mm entnommen.
Es wurden jeweils 10 ml Blut mit einer Heparin-Monovette (S-Monovette® 9 mi
Z, Sarstedt Aktiengesellschaft + Co., Nimbrecht) entnommen und anschlieend
in der Zentrifuge ,ROTINA 35R* (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen)
bei 20°C und 400 Umdrehungen/Minute Uber einen Zeitraum von finf Minuten
zentrifugiert. Das Uberstehende Plasma wurde anschlieRend abpipettiert und bis

zur Untersuchung bei -18°C gelagert.

3.3.3.2 Testosteronbestimmung

Am Ende des Untersuchungszeitraumes wurden alle eingelagerten
Plasmaproben untersucht. Es wurde im endokrinologischen Labor der Klinik fir
Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der GroR- und Kleintiere mit
Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitdt in GielRen der
Testosterongehalt der Proben bestimmt. Hierfir wurde, wie bereits zuvor in der
Literatur beschrieben, ein Radioimmunoassay durchgefiihrt (Bernhardt 2012;
Hoffmann und Landeck 1999; Rocken et al. 1995). Die Ergebnisse der
Untersuchungen wurden in ng/ml und nmol/l angegeben. Die untere
Nachweisgrenze der Untersuchung lag bei < 0,1 ng/ml beziehungsweise < 0,35

nmol/I.

3.3.4 Erfassung von Spermaparametern

3.3.4.1 Absamtraining und Ejakulatgewinnung

In den ersten Wochen nach Einstallung wurden die Tiere zunachst an den
Menschen sowie die zur Absamung angedachten Raumlichkeiten gewdhnt. Im
Alter von finf Monaten wurde mit dem Absamtraining an der weiblichen Ziege
begonnen. Die Bécke wurden zundchst mehrmals wochentlich, nach der ersten
erfolgreichen Absamung einmal wdchentlich an die durch Hilfspersonen fixierten
weiblichen Tiere herangefiihrt und mit Hilfe einer kiinstlichen Vagina (Minitiib
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GmbH, Tiefenbach; Abbildung 5) abgesamt. Hierbei wurde beim Aufsprung des
Bockes auf die weibliche Ziege die kiinstliche Vagina vor den ausschachtenden
Penis gehalten; eine Beriihrung des Penis mit der Hand wurde vermieden, um
die Reflexkette der Tiere nicht zu unterbrechen. Um eine bestmdgliche
Stimulation zu erreichen, wurde die Innentemperatur der kiinstlichen Vagina stets
zwischen 40 und 42 °C gehalten; zusatzlich wurde Uber ein Ventil Luft in die
kinstliche Vagina eingebracht und der Silikonschlauch im Inneren mit Vaseline
gleitfahig gemacht. Aufgefangen wurde das Ejakulat mit an der kinstlichen
Vagina befestigten, zuvor temperierten Samenauffangglasern. Um das Ejakulat
vor direkter Sonneneinstrahlung und kalten Temperaturen zu schiitzen, wurde
das Samenauffangglas mit einem gepolsterten Warmebeutel umgeben.

Das Lebensalter, in dem die erste erfolgreiche Absamung stattfand, variierte bei
den Tieren zum Teil erheblich, sodass die erste Spermauntersuchung zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefuhrt werden konnte. Im Folgenden wurde
wochentlich Sperma untersucht, bis von jedem Bock mindestens zwei
vollstandige Untersuchungen vorlagen und mit der Gestagenapplikation bei vier

zuféllig bestimmten Bdcken begonnen werden konnte.

3.3.4.1.1 Libidoscore

Bei jeder Absamung wurde die Bocke nach einem Libidoscore auf einer Skala
von 0 bis 4 beurteilt (Tabelle 3). Hierfir wurde der von Frydrychova et al. (2011)
bei Ebern angewandte Score (Tabelle 4) Ubersetzt und modifiziert: Um eine
objektive Einstufung zu ermdglichen, wurden den einzelnen Stufen konkrete
Zeitspannen zugeordnet. Ausgehend vom Versuchsaufbau wurde es zudem als
wichtig erachtet, eine Stufe zu haben, welche leichtes sexuelles Interesse und
einen Aufsprungversuch mit Eindringen in die kiinstliche Vagina ohne folgende
Ejakulation beschreibt; die Stufe eins wurde dementsprechend angepasst. Die
Stufen drei und vier wurden zusammengefasst, da die Ziegenbdcke in der
vorliegenden Studie im Gegensatz zu den Ebern in der Untersuchung von
Frydrychova et al. (2011) wahrend des Absamens in keiner Weise von aul3en

beeinflusst wurden.
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Wenn sich nach zweimaligen Eindringen kein Ejakulat in der kiinstlichen Vagina
befand oder der Ziegenbock innerhalb von zehn Minuten nach dem ersten keinen
weiteren Aufsprungversuch unternahm, wurde von einer Anejakulation

ausgegangen.

Abbildung 5: Kinstliche Vagina (Minitib GmbH, Tiefenbach) zur
Ejakulatgewinnung; der Warmebeutel am Samenauffanggefd® wurde vor

Aufnahme des Fotos entfernt.

Tabelle 3: Libidoscore fir Ziegenbdcke, modifiziert nach Frydrychova et al.
(2011).

Score Beurteilung Beschreibung der Libido

0 Kein Ziegenbock zeigt kein sexuelles Interesse an
Aufsprungversuch der weiblichen Ziege

1 Keine Ejakulation Wenig sexuelles Interesse, trotz mehrerer
Aufsprungversuche und Eindringen in die
kiinstliche Vagina zwanzig Minuten nach

Erstkontakt keine Ejakulation

2 Unterdurchschnittlich |Wenig  sexuelles  Interesse, mehrere

Aufsprungversuche, verlangertes Begatten,
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bis zu zehn Minuten zwischen Erstkontakt

und Ejakulation

3 Durchschnittlich Moderates sexuelles Interesse, maximal
zwei Aufsprungversuche und bis zu finf
Minuten zwischen Erstkontakt und

Ejakulation

4 Uberdurchschnittlich |Intensives sexuelles Interesse, Begattung
unmittelbar nach Erstkontakt, Aufsprung und

Ejakulation innerhalb von einer Minute

Tabelle 4: Libidoscore fiir Eber nach Frydrychova et al. (2011).

Point |Evaluation Characterization of libido

scale

0 No jump No sexual interest and unable to collect

1 Inconvenient Very little sexual interest and slow to achieve

erection and ejaculation

2 Substandard Little sexual interest, several times follow out
the jump, longer time for erection and

ejaculation

3 Standard Moderate sexual interest, using incentive to
jump with consecutive erection and

ejaculation

4 Very good Great sexual interest, longer search reflex

with consecutive erection and ejaculation

5 Excellent Intense sexual interest, immediate erection

and ejaculation

3.3.4.2 Spermatologische Untersuchung

Direkt im Anschluss an den Absamvorgang wurde das gewonnene Ejakulat im
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klinikseigenen andrologischen Labor untersucht. Hierbei wurde sowohl eine
makro- als auch eine mikroskopische Spermauntersuchung durchgefiihrt.

Als Standardanforderungen an die Ejakulate wurden die in Tabelle 5 aufgefiihrten
Werte nach Busch und Fischer (2007), Smidt und Ellendorff (1969b) und Weitze
(2001) zugrunde gelegt.

Tabelle 5: Anforderungen an Ejakulatparameter des Ziegenbockes (siehe
Ubersichten bei Busch und Fischer 2007, Smidt und Ellendorff 1969b sowie
Weitze 2001).

Parameter Anforderung

Volumen 0,2-2,5ml

Farbe Elfenbeinfarbend, gelblich
Konsistenz Wassrig bis milchig, rahmig
Geruch Nahezu geruchslos;

geschlechtsspezifisch

Beimengungen Keine

pH-Wert 59-7,3

Vorwartsbewegung % 260 %

Orts- / Kreisbewegung % Nur Vorwértsbewegung erwiinscht
Dichte/pl >0,8 x 108

Spermien mit pathomorphologischen <20 %

Abweichungen %

3.3.4.2.1 Volumen
Das Volumen des Ejakulates wurde nach jeder Absamung anhand der Skala auf

dem an der kiinstlichen Vagina fixierten Samenauffangglas ermittelt.

3.3.4.2.2 Farbe

Die Farbe des Ejakulates wurde subjektiv im Zuge der makroskopischen
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Spermauntersuchung beurteilt.

3.3.4.2.3 Konsistenz
Die Konsistenz des Ejakulates wurde ebenfalls subjektiv durch leichtes
Schwenken im Samenauffangglas beurteilt. Aufgrund der hohen Spermiendichte

besitzt Wiederkduersperma in der Regel eine rahmige Konsistenz.

3.3.4.2.4 Geruch

Jedes Ejakulat wurde sensorisch auf geruchliche Abweichungen untersucht.

3.3.4.2.5 Beimengungen
Wéhrend der makroskopischen Untersuchung wurde das Sperma auf eventuelle
Beimengungen wie Blut oder Eiter tiberprift. Auch auf das Vorhandensein von

umweltbedingten Verunreinigungen wurde geachtet.

3.3.4.2.6 pH-Wert

Der pH-Wert wurde zu Beginn der Spermauntersuchung mittels Indikatorpapier
(pH-indicator paper pH 6,4 — 8,0, Merck KGaA, Darmstadt) bestimmt. Hierzu
wurde mit einer Pipette ein Tropfen unverdinntes Sperma auf das Papier
gegeben und nach dem Farbumschlag entsprechend der Auswertungsskala
beurteilt.

3.3.4.2.7 Motilitat

Die Bewertung der Motilitit wurde am Anfang der mikroskopischen
Spermauntersuchung, unmittelbar nach der makroskopischen
Spermauntersuchung,  durchgefthrt.  Hierfir ~ wurde  zunachst die
Massenbewegung bestimmt, indem ein Tropfen unverdiinntes Sperma mit einer
Pipette auf einen vorgewdrmten Obijekttrédger (Objekttrager 76x26 mm, iDL,
Nidderau) gegeben und anschlieRend auf dem beheizten Objekttisch eines
Lichtmikroskopes (H 500, Helmut Hund GmbH, Wetzlar) bei einhundertfacher
VergréRerung beurteilt wurde. Die Massenbewegung wurde subjektiv bewertet
und in vier Kategorien eingeteilt (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Beurteilung der Massenbewegung.

Beurteilung Beobachtung

- Keine Wellenbewegung

+ Langsame Wellenbewegung
++ Lebhafte Wellenbewegung
+++ Intensive Wellen- und Wirbelbildung

AnschlieRend wurde die Einzelbewegung der Spermien subjektiv bestimmt,
indem die Vorwartsbeweglichkeit in Prozent sowie der prozentuale Anteil von
Spermien mit Orts- oder Kreisbewegungen geschatzt wurden. Hierfir wurde ein
Tropfen 1:10 mit Kochsalzldsung (Isotonische Kochsalzldsung 0,9 %, B. Braun
Melsungen AG) verdinnten Spermas auf einen vorgewdrmten Objekttrager
gegeben und auf dem beheizten Objekitisch des Lichtmikroskopes bei

vierhundertfacher VergrofRerung betrachtet.

3.3.4.2.8 Lebend-Tot-Farbung

Um den prozentualen Anteil von lebenden und toten Spermien im Ejakulat zu
bestimmen, wurde direkt im Anschluss an die Bewertung der Motilitdt eine
Lebend-Tot-Farbung durchgefiihrt. Das Ejakulat wurde 1:10 mit Kochsalzlésung
(Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG) verdinnt und mit
Bromphenol-Nigrosin angefarbt; die Zellmembran lebender Spermien ist fir
diesen Farbstoff nicht durchldssig, dementsprechend farben sich lebende
Spermien nicht an. Die porése Membran toter Spermien hingegen halt den
Farbstoff nicht vom Eindringen in die Zelle ab; diese Spermien farben sich blau
an. Zum Anfertigen der Farbung wurden je ein Tropfen verdinnten Ejakulates
und eine gleich groRe Menge Farbeldsung nebeneinander auf einen Objekttréager
gegeben, anschliefend wurden beide Tropfen durch vorsichtiges Schwenken
des Objekttrédgers vermischt. Mit Hilfe eines zweiten Objekttradgers wurde das
Gemisch vorsichtig ausgestrichen und der Ausstrich anschlielend auf einem auf
37 °C erwadrmten Tisch schnell getrocknet. Im fertigen Ausstrich wurden unter

einem Lichtmikroskop bei vierhundertfacher VergréfRerung 200 Spermien
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ausgezahlt und der Anteil lebender und toter Spermien in Prozent errechnet.

3.3.4.2.9 Morphologisch abnorme Spermien

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils von pathomorphologisch veranderten
Spermien im Gesamtejakulat wurden im fir die Lebend-Tot-Férbung
angefertigten Bromphenol-Nigrosin-Ausstrich jeweils 200 Spermien unter dem
Lichtmikroskop bei vierhundertfacher VergrofRerung ausgezahlt. Alle veréanderten
Spermien wurden entsprechend ihrer Formabweichungen in die folgenden

Kategorien eingeteilt:

- Veranderungen am Kopf: Kopf vergréRert, verkleinert, lanzenférmig, abgeloste
Kopfkappen, Kopfkappe in Ablésung, Kopf abgeldst

- Veranderungen am Schwanzansatz: Retroaxialer Ansatz, paraxialer Ansatz,
abaxialer Ansatz

- Veranderungen am Schwanz: Geknickter Schwanz, gefalteter Schwanz,
schleifenférmiger Schwanz, aufgerollter Schwanz, Doppelschwanz

- Vorhandensein von Zytoplasmatropfen

Nach Zuordnung in diese Kategorien wurde der prozentuale Anteil, bezogen auf

die Gesamtzahl der ausgezéahlten Spermien, bestimmt.

3.3.4.2.10 Dichtebestimmung

Zur Bestimmung der Dichte wurde das Sperma mit Hilfe einer
Erythrozytenmischpipette (Blutmischpipette nach Thoma, Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-Konigshofen) im Verhaltnis 1:200 mit Kochsalzlésung
(Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG) verdiinnt und nach
Verwerfen der ersten Tropfen in eine Neubauer-Zahlkammer (Heinz Herenz
Medizinalbedarf GmbH, Hamburg) eingeflllt. Dann wurde unter dem
Lichtmikroskop bei vierhundertfacher VergréRerung die Spermienzahl in finf
mittleren Quadraten, entsprechend 80 Kleinstquadraten, ausgezahlt. Hierbei
wurden nur die Spermien beriicksichtigt, deren Képfe im Quadrat oder aber auf

der linken oder unteren Begrenzungslinie lagen. Anschliefend wurde, basierend
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auf folgender Formel, die Dichte in Spermienanzahl pro ul berechnet:

Dichte (in Anzahl/ul) = Mittelwert der Samenzellen in einem Kleinstquadrat

(Gesamtzahl der gezahlten Spermien/80) x Verdiinnung x 4000

3.3.4.2.11 Spermiengesamtzahl
Die Berechnung der Spermiengesamtzahl erfolgte aus Multiplikation der

ermittelten Spermienanzahl pro pl mit dem Gesamtejakulatvolumen.

3.3.5 Kastration der Ziegenbocke

Nach Abschluss der Beobachtungsphase wurden alle acht Ziegenbdcke kastriert.
Nacheinander wurden die Tiere von ihren Artgenossen separiert und Uber
mindestens zwolf Stunden niichtern gehalten, wobei ihnen jederzeit Wasser ad
libidum zur Verfiigung stand. Es wurde ein Venenverweilkatheter mit einer Léange
von 45 mm und einem Durchmesser von 1,8 mm (Orocath-Healvan, Oromedical
Hamburg) in die Vena jugularis eingebracht. Den Tieren wurde zunéchst
Xylazinhydrochlorid (0,05 — 0,1 mg/kg Xylazin 2 % Bernburg, Serumwerk
Bernburg AG) intramuskuldr verabreicht, nach Eintritt der Wirkung wurden sie
dann mit Ketaminhydrochlorid (5 mg/kg Ursotamin 100 mg/ml, Serumwerk
Bernburg AG) intravends in Narkose gelegt. Wahrend der Operation wurde die
Narkose mit Ketaminhydrochlorid nach Bedarf aufrechterhalten. Die Tiere
erhielten eine Natriumchlorid-L&sung (Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %, B.
Braun Melsungen AG) als Dauertropfinfusion, erganzt durch Metamizol-Natrium
(20 — 50 mg/kg, Metamizol WDT, Wirtschaftsgenossenschaft Deutscher Tierarzte
eG, Garbsen). AuRerdem wurden ihnen Meloxicam (0,5 mg/kg Metacam® 20
mg/ml subkutan, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein),
Tetanusserum 3 ml Tetanus-Serum WDT/Tier subkutan,
Wirtschaftsgenossenschaft Deutscher Tierdrzte eG, Garbsen) und dreimal im
Abstand von je 48 Stunden Amoxicillin-Trihydrat (15 mg/kg Betamox Injection
intramuskular, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) verabreicht.

Nachdem sich die Tiere stabil in Narkose befanden, wurden sie auf den
Operationstisch verbracht und in linker Seitenlage fixiert, wobei das rechte
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Hinterbein nach oben ausgebunden wurde. Das Skrotum wurde gewaschen,
rasiert und mit Ethanol desinfiziert.

Nach einer Lokalandsthesie der Samenstrange mit Procainhydrochlorid (10 ml
Minocain 2 % je Tier, belapharm GmbH & Co. KG, Vechta) wurde das
Operationsfeld erneut desinfiziert und steril abgedeckt. AnschlieRend wurde die
Skrotumspitze mit einem Langsschnitt abgesetzt. Nacheinander wurden die
Hoden stumpf vorgelagert und zunachst mit einer doppelten Ligatur versehen,
anschlieBend wurde proximal der Ligatur ein Emaskulator angewandt und der
Hoden abgesetzt. Die Stimpfe wurden auf Nachblutungen kontrolliert, das
Skrotum verblieb unverschlossen. Mittels Aluminiumspray (Alu-Spray
Spihverband fir Tiere, Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH, Weyarn-Holzolling)
wurde die Wunde abgedeckt. Die Tiere wurden wahrend der Aufwachphase in
Einzelboxen beobachtet, wahrend der nachsten finf Tage in Zweiergruppen
unter sténdiger Beobachtung gehalten und anschlie3end wieder in ihre Gruppen
integriert.

Bei dem kryptorchiden Ziegenbock (Ziegenbock Nr. 1) wurde mit Hilfe einer
Ultraschalluntersuchung der im Vergleich zum abgestiegenem linken Hoden
wesentlich kleinere, rechte Hoden (Abbildung 6) sehr weit dorsal in der
Bauchhohle lokalisiert. Im Gegensatz zu den anderen Tieren erhielt dieser
Ziegenbock nach der Narkoseeinleitung mit Xylazinhydrochlorid (0,05 — 0,1
mg/kg Xylazin 2 % Bernburg, Serumwerk Bernburg AG) und Ketaminhydrochlorid
(5 mg/kg Ursotamin 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG) eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran (Isothesia®, Henry Schein® Vet GmbH,
Hamburg) nach Bedarf. Die Bauchhohle wurde eréffnet, der Hoden mit einer
Ligatur versehen und abgetrennt. Nach einer Kontrolle auf Nachblutungen wurde
die Bauchhdhle wieder verschlossen; der linke, in das Skrotum abgestiegene
Hoden wurde wie oben beschrieben entfernt. Der Ziegenbock erhielt wie die
anderen Tiere wahrend der Operation eine Natriumchlorid-Lésung (Isotonische
Kochsalzlésung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG) als Dauertropfinfusion, erganzt
durch Metamizol-Natrium (20 — 50 mg/kg, Metamizol WDT, Wirtschafts-
genossenschaft Deutscher Tierdrzte eG, Garbsen) sowie Meloxicam (0,5 mg/kg
Metacam® 20 mg/ml subkutan, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
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Ingelheim am Rhein), Tetanusserum (3 ml Tetanus-Serum WDT/Tier subkutan,
Wirtschaftsgenossenschaft Deutscher Tierdrzte eG, Garbsen) und dreimal im
Abstand von je 48 Stunden Amoxicillin-Trihydrat (15 mg/kg Betamox Injection
intramuskulér, Bayer Vital GmbH, Leverkusen).

.ok

Abbildung 6: GréRenvergleich des in das Skrotum abgestiegenen linken Hodens
(Lange: 7,2 cm, Breite: 5,7 cm, Tiefe: 3,9 cm) mit dem intraabdominal gelegenen
rechten Hoden (Lénge: 4,3 cm, Breite: 3,0 cm, Tiefe: 1,9 cm) von Ziegenbock Nr.
1.

3.3.6 Histologische Untersuchung

3.3.6.1 Probenkonservierung und Fixierung

Die abgesetzten Hoden wurden in ein Gefald mit steriler Natriumchloridlésung
(Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG) verbracht und
anschlieBend umgehend im andrologischen Labor der Klinik fir Geburtshilfe,
Gynéakologie und Andrologie der Gro3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz
der Justus-Liebig-Universitat in GieRen prapariert. Es erfolgte zunachst eine
makroskopische Betrachtung von Hoden und Nebenhoden, anschlieRend
wurden die Tunica vaginalis sowie der Nebenhoden entfernt. Von jedem Hoden
wurde an zwei Stellen eine Gewebeproben aus dem Parenchym entnommen.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Kantenlédnge der Proben nicht I1&nger als

10 mm war, damit eine sichere Durchtrdnkung der gesamten Probe mit der
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Fixierlésung gewahrleistet werden konnte.

Die Gewebeproben wurden in Einbettkassetten (Einbettkassette Makro, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) verbracht und in neutral gepuffertem Formol
nach Lillie fixiert. Dieses wurde im Labor der Klinik hergestellt, bestehend aus
100 ml Formol 40 %, 4 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2POa4 x
H20), 6,5 g Dinatriumhydrogenphosphat (NazPO4) und 900 ml destilliertem
Wasser je 1000 ml Formol nach Lillie. Nach der Fixierung wurden die Proben
Uber drei Tage mit Phosphatpuffer gespult. Hierfir wurden zundchst zwei
Lésungen  hergestellt, wobei die erste Lésung aus 13,8 g
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) auf 1000 ml destilliertem Wasser und
die zweite Lésung aus 17,8 g Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4) auf 1000
ml destilliertem Wasser zusammengesetzt wurde. Anschlielend wurde der
Phosphatpuffer jeden Tag frisch aus 28,3 ml von Lésung 1 und 71,7 ml von
Lésung 2 je 100 ml Phosphatpuffer angefertigt, es wurde so ein pH-Wert von 7,2
erreicht. Nach den Spllungen wurden die Proben bis zur Einbettung in
siebzigprozentigem Ethanol gelagert.

Die Einbettung der Proben in Paraffin erfolgte im Institut fir Veterinar-Anatomie,
-Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitat in GieRen mithilfe des
Microm Einbettautomatens (Microm Laborgerate GmbH, Heidelberg). Die Proben
wurden zunachst bei Raumtemperatur jeweils 15 Minuten in eine aufsteigende
Alkoholreihe (lsopropanol 70 %, Isopropanol 80 %, Isopropanol 96 %,
Isopropanol 100 %, Isopropanol 100 %) und anschlieRend zweimal 15 Minuten
in Xylol verbracht. Dann wurden die Proben in Metallformen mit auf 60 °C
erhitztem Paraffin ibergossen. Nach dem Abkihlen wurden die Paraffinblécke
aus den Formen geldst und bis zur Anfertigung der Schnitte im Kuhlschrank bei

8° C gelagert.

3.3.6.2 Anfertigung der Gewebeschnitte

Die Anfertigung sowie die Farbung der Schnitte erfolgten im Labor der Klinik fir
Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der GroR3- und Kleintiere mit
Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitdt GieRBen. Fur die
Anfertigung der Schnitte wurde ein Mikrotom (Leica RM2125RT, Leica
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Biosystems Nussloch GmbH) verwendet. Von jeder Probe wurde jeweils ein
Schnitt mit einer Dicke von drei, vier und finf um angefertigt.

Unmittelbar vor Anfertigung der Schnitte wurden die in Paraffin eingebetteten
Proben aus dem Kihlschrank entnommen und auf Eisblécken weiter gekuhlt.
Mithilfe einer in das Mikrotom eingespannten Einmalklinge (Microtome Blades
Type A 35 ,Superior®, Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka/Japan) wurden die
verschieden dicken Schnitte erstellt. Um die Schnitte zu glatten, wurden diese
aus dem Wasserbad des Mikrotoms (destilliertes Wasser, Zimmertemperatur)
mithilfe eines Objekttragers (Objekttrager 76 x 26 mm, iDL, Nidderau) in ein 38 °C
Wasserbad mit destillietem Wasser Uberfihrt (GFL 1052, Gesellschaft fiir
Labortechnik mbH, Burgwedel). AnschlieRend wurden die geglatteten Schnitte
auf mit zweiprozentigem 3-Triethoxysilyl-proylamin (APES, Merck, Darmstadt)
beschichtete Objekttrager (Objekttrager 76 x 26 mm, iDL, Nidderau) aufgebracht.
Zur Herstellung der beschichteten Objekttrager waren diese zundchst 20
Sekunden in 1:50 mit Aceton verdiinntes 3-Triethoxysilyl-proylamin gegeben und
anschlieBend jeweils zweimal mit Aceton und destilliertem Wasser gespiilt
worden. Die Objekttrdger mit den Schnitten wurden in einem Warmeschrank
getrocknet und bis zur Farbung in geschlossenen Kasten bei Raumtemperatur

gelagert.

3.3.6.3 Farbung der Gewebeschnitte
Es erfolgte eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Gewebeschnitte direkt auf dem
Objekttrager. Das Protokoll der Farbung ist in Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7: Abfolge der Hdmatoxylin-Eosin-Farbung der Gewebeschnitte auf dem

Objekttrager.

Lésung Dauer
Xylol Mindestens 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe: Jeweils 5 Minuten

a. Absoluter Alkohol
b. 96 % Ethanol
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c. 80 % Ethanol

d. 70 % Ethanol

e. 60 % Ethanol

f. 50 % Ethanol
Destilliertes Wasser 5 Minuten
Hamatoxylin nach Meyer 9 Minuten
Leitungswasser 12 Minuten wéssern
Eosin 5 Minuten
Leitungswasser Dreimal tauchen
80 % Ethanol Einmal tauchen
96 % Ethanol Einmal tauchen
Absoluter Alkohol Zweimal 2,5 Minuten
Xylol Zweimal 10 Minuten

Im Anschluss an die Farbereihe wurden die Gewebeproben mit Entellan®
Schnelleindeckmittel fur die Mikroskopie (Merck KGaA, Darmstadt) benetzt und
mit Deckglédsern (Deckglaser 24 x 50 mm, iDL, Nidderau) abgedeckt.
AnschlieRend wurden die Objekttrager tiber Nacht unter dem Abzug getrocknet
und bis zur Auswertung in geschlossenen Késten bei Zimmertemperatur

gelagert.

3.3.6.4 Auswertung der Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop ,DMR* (Leica
Microsystems Wetzlar GmbH) ausgewertet. An dieses war eine Digitalkamera
(Leica MC170 HD, Leica Microsystems Wetzlar GmbH) angeschlossen, mit
deren Hilfe das mikroskopierte Bild direkt Uber ein Bildanalyseprogramm (Leica
Image Manager, Leica, Wetzlar) an eine Computer (GX 240, Dell, Frankfurt am
Main) gesendet werden konnte. Die Bilder konnten somit digitalisiert und
gespeichert werden.

Alle Schnitte wurden zunachst bei einhundertfacher VergréRerung hinsichtlich
inrer Auswertbarkeit Uberprift. Hierbei wurde auf die Intaktheit des

darzustellenden Hodengewebes sowie die Intensitat und GleichmaRigkeit der
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Hamatoxylin-Eosin-Farbung geachtet. Nicht zufriedenstellende Schnitte wurden
nicht ausgewertet. Es wurde von jedem Hoden jeweils der beste Schnitt von
beiden Lokalisationen der Gewebeprobenentnahme beurteilt; es handelte sich
dabei ausschlief3lich um Schnitte mit einer Dicke von 3 um. Bei vierhundertfacher
Vergroflerung wurden pro Schnitt zehn Hodentubuli-Anschnitte an
verschiedenen Stellen des Préaparates betrachtet und auf das Vorhandensein von
Spermien im Lumen Uberprift. Zudem wurde der innere Durchmesser dieser
zehn Tubuli seminiferi contorti bestimmt und daraus der mittlere Durchmesser fiir

jede Probe berechnet.

3.3.7 Statistische Methoden

Die Auswertung der Daten wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat Gieflen durchgefiihrt. Nach Erfassung aller Daten in
CALC-Tabellen (Tabellenkalkulation von Open Office) wurden diese mit den
Statistikprogrammpaketen BMDP/Dynamic, Release 8.1 (Dixon, 1993) und R
(Version R 3.2.3, FreeSoftware Foundation’s GNU project, 2015) ausgewertet;
die grafischen Abbildungen wurden mit dem Programm Microsoft® Excel® 2013
(Microsoft® Corporation) erstellt.

Um in Anlehnung an den Versuchsplan den Gruppen- und Zeiteinfluss sowie die
Wechselwirkung zwischen den Faktoren Gruppe und Zeitpunkt in Bezug auf die
Mittelwerte der erhobenen Merkmale statistisch auf Signifikanz zu prufen, wurde
fur die (teilweise nach logarithmischer Transformation) annahernd
normalverteilten Parameter Kérpergewicht, Widerristhohe, Korperlange,
Hodenléange links und rechts, Hodenbreite links und rechts, Hodentiefe links und
rechts, Hodenvolumen, Ejakulatvolumen, pH-Wert des Ejakulates,
Vorwartsbewegung, Orts-/ Kreisbewegung, Lebende Spermien, Spermiendichte
im Ejakulat, Gesamtspermienzahl im Ejakulat, Testosteronkonzentration im
Plasma sowie die Ergebnisse der Grauwertanalyse eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziglich des Zeitpunktes
durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Programm BMDP2V genutzt.

Bei den Parametern Hodenkonsistenz links und rechts, Massenbewegung und
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Libidoscore handelte es sich um ordinal skalierte Daten, welche mit einem
zweifaktoriellen Ansatz, zerlegt in zwei einfaktorielle Vergleiche mit nicht-
parametrischen Rangverfahren, ausgewertet wurden. Aufgrund des kleinen
Stichprobenumfanges wurden die exakten Varianten verwendet. Es wurden der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zur Uberpriifung der Wechselwirkung zwischen
Gruppe und Zeit sowie des Einflusses des Haupteffektes Gruppe und der
Friedmann-Test zur Uberprifung des Haupteffektes Zeit innerhalb der Gruppen
verwendet.

Fir alle Parameter wurde zuvor eine Residualanalyse zur Uberprifung des
Vorliegens einer Normalverteilung durchgefiihrt. Fir die Parameter Anzahl
pathologisch verdnderter unter 200 betrachteten Spermien, abgeloste Képfe,
abgeknickte Schwénze, schleifenférmige Schwaénze, aufgerollte Schwénze,
abaxiale Schwanzansatze und Plasmatropfen, bei welchen es sich um
Zahlergebnisse handelt, wurde analog zu den vorher genannten Verfahren eine
Poisson-Regression mit zwei Einflussfaktoren durchgefihrt.

Fir die Beschreibung der Daten von quantitativen, annahernd normalverteilten
Merkmalen wurden die arithmetischen Mittelwerte (x), die
Standardabweichungen (s), die Minima (xmin), die Maxima (xmax) sowie die
Stichprobenumfénge (n) berechnet. Bei den positiv quantitativen Parametern
Ejakulatvolumen und Testosteronkonzentration lag eine rechtsschiefe Verteilung
vor, sodass hier eine logarithmische Transformation der Daten erfolgte. Die
Datenbeschreibung dieser Parameter erfolgte durch den geometrischen
Mittelwert (Xg) und den Streufaktor (SF).

Bei der statistischen Auswertung wurde das Signifikanzniveau a = 0,05 zugrunde
gelegt. Ergebnisse mit einem p-Wert von p < 0,05 wurden somit als statistisch
signifikant eingeordnet, wobei Ergebnisse mit einem p < 0,001 als hoch
signifikant bezeichnet wurden. Zusétzlich wurde neben diesen verwendeten

Signifikanzbezeichnungen jeweils der errechnete p-Wert angegeben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinische Untersuchung

Wahrend der klinischen Untersuchungen wurden nur wenige von der Norm
abweichende Ergebnisse festgestellt. Zum Zeitpunkt 1 wies das Tier Nr. 2 eine
kleine Verletzung am Skrotum auf, welche keiner weiteren Behandlung bedurfte.
Ebenfalls am Zeitpunkt 1 konnte bei Tier Nr. 4 der Stiitzverband entfernt werden.
An Zeitpunkt 4 musste das Tier Nr. 6 wegen einer Bronchopneumonie behandelt
werden, dasselbe gilt fur Tier Nr. 1 an Zeitpunkt 7. Alle anderen Tiere waren

wahrend der gesamten Studie klinisch gesund.

4.2 Korperliche Parameter

Fir alle kérperlichen Parameter konnte in der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit
Messwiederholungen bezlglich des Zeitpunktes ein signifikanter Einfluss (p <
0,05) des Faktors Zeitpunkt festgestellt werden (Tabelle 8). Im Vergleich der
Kontroll- mit der Versuchsgruppe Uber alle Zeitpunkte hinweg wurde bei der
Breite des rechten Hodens sowie bei der Tiefe beider Hoden und beim
Hodenvolumen ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt. Bei
der Hodenlange und —tiefe des rechten Hodens liegt zudem ein signifikanter, bei
der Hodentiefe des linken Hodens und dem Hodenvolumen ein hoch signifikanter

Einfluss der Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeitpunkt vor.
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Tabelle 8: Ergebnisse der zweifaktoriellen  Varianzanalyse — mit

Messwiederholungen bezuglich des Zeitpunktes der kdrperlichen Parameter der

Ziegenbdcke.
Haupteffekte
Wechselwirkung
Zeitpunkt x
Parameter Gruppe Zeitpunkt Gruppe
Kdrpergewicht 0,64 < 0,0001 0,70
Korperlange 0,61 < 0,0001 0,63
Widerristhéhe 0,93 < 0,0001 0,94
Hodenlange links 0,1 < 0,0001 0,06
Hodenléange rechts 0,14 0,0001 0,02
Hodenbreite links 0,50 < 0,0001 0,12
Hodenbreite rechts 0,03 0,0009 0,59
Hodentiefe links 0,01 < 0,0001 0,0003
Hodentiefe rechts 0,03 < 0,0001 0,001
Hodenvolumen 0,02 < 0,0001 0,0005

4.2.1 Korpergewicht, Kérperlange und Widerristhohe

Beim Korpergewicht, der Kérperlange und der Widerristhéhe aller Ziegenbdcke
liegt ein hoch signifikanter Einfluss des Faktors Zeitpunkt vor (p < 0,0001).

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Kérpergewicht der
Versuchs- und der Kontrollgruppe ermittelt werden (p = 0,64), jedoch liegt das
durchschnittliche Koérpergewicht der Kontrolltiere zu allen Untersuchungs-

zeitpunkten leicht iber dem Koérpergewicht der Versuchstiere (Abbildung 7).
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Kontrollgruppe =——Versuchsgruppe
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Abbildung 7: Entwicklung des Kérpergewichtes der Ziegenbdcke, dargestellt
durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardabweichungen.
Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant (p < 0,0001), derjenige des
Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit sind nicht

signifikant (p = 0,64 beziehungsweise p = 0,70).

Bei der Korperlange sowie der Widerristhéhe konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt werden; die Koérperlange der
Kontrolltiere liegt ab dem Zeitpunkt 4 stets Uber der Korperldnge der
Versuchstiere (Abbildung 8), wahrend bei der Widerristh6he kaum Unterschiede
ermittelt werden konnten (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Entwicklung der Korperldnge der Ziegenbdcke, dargestellt durch
Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardabweichungen. Der
Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant (p < 0,0001), derjenige des
Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit sind nicht
signifikant (p = 0,61 beziehungsweise p = 0,63).
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Abbildung 9: Entwicklung der Widerristhéhe der Ziegenbdcke, dargestellt durch
Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardabweichungen. Der
Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant (p < 0,0001), derjenige des
Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit sind nicht
signifikant (p = 0,93 beziehungsweise p = 0,94).
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4.2.2 HodenmaRe

Bei der Hodenlange beider Hoden liegt ein hoch signifikanter Einfluss des Faktors
Zeitpunkt vor (linker Hoden: p < 0,0001, rechter Hoden: p = 0,0001). Die
Hodenléngen der Kontrolltiere liegen zu fast allen Zeitpunkten Uber denen der
Versuchstiere, wobei der Unterschied zum Zeitpunkt 4 am deutlichsten in
Erscheinung tritt. Der Verlauf der Hodenlangen ist bei der Versuchsgruppe
tendenziell abfallend bis zum Zeitpunkt 3 beim linken Hoden und bis zum
Zeitpunkt 4 beim rechten Hoden, um dann wieder leicht anzusteigen. In der
Kontrollgruppe folgt bei beiden Hoden auf die abfallende Tendenz bis zum
Zeitpunkt 3 ein Anstieg zum Zeitpunkt 4, ein erneuter Abfall zum Zeitpunkt 5 und
dann wiederum eine steigende Tendenz bis zum Zeitpunkt 7 (Abbildungen 10 und
11). Die Wechselwirkungen zwischen Gruppe und Zeit sind beim linken Hoden
mit einem p = 0,06 statistisch knapp nicht signifikant; beim rechten Hoden
hingegen mit einem p = 0,02 statistisch signifikant, was auf einen nicht-parallelen

Verlauf hindeutet.
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Abbildung 10: Entwicklung der Hodenlange des linken Hodens der Ziegenbdcke,
dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant
(p < 0,0001), derjenige des Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen

Gruppe und Zeit sind nicht signifikant (p = 0,11 beziehungsweise p = 0,06).
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Abbildung 11: Entwicklung der Hodenlédnge des rechten Hodens der
Ziegenbdcke, dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant
(p < 0,0001), derjenige des Faktors Gruppe nicht signifikant (p = 0,14), die
Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit ist signifikant (p = 0,02)

Auch bei der Hodenbreite liegt beim linken Hoden ein hoch signifikanter, beim
rechten Hoden ein signifikanter Einfluss des Zeitpunktes vor (linker Hoden: p <
0,0001, rechter Hoden: p = 0,009). Bei der Breite des rechten Hodens besteht,
gemittelt Uber alle Zeitpunkte, ein signifikanter Gruppenunterschied (p = 0,032).
Die Werte der Kontrollgruppe liegen zu fast allen Zeitpunkten tber denen der
Versuchsgruppe, mit einem besonders deutlichen Unterschied am Zeitpunkt 4.
Bei den Hodenbreiten liegt bei beiden Gruppen eine abfallende Tendenz bis zum
Zeitpunkt 3 (Kontrollgruppe) beziehungsweise 4 (Versuchsgruppe) sowie eine

darauf folgende ansteigende Tendenz der Kurven vor (Abbildungen 12 und 13).
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Abbildung 12: Entwicklung der Hodenbreite des linken Hodens der Ziegenbdcke,
dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant
(p < 0,0001), derjenige des Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen

Gruppe und Zeit sind nicht signifikant (p = 0,50 beziehungsweise p = 0,12).
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Abbildung 13: Entwicklung der Hodenbreite des rechten Hodens der
Ziegenbdcke, dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Die Einfliisse der Faktoren Zeitpunkt sowie Gruppe sind
signifikant (p = 0,0009 beziehungsweise p = 0,032), die Wechselwirkung
zwischen Gruppe und Zeit ist nicht signifikant (p = 0,59).
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Die Hodentiefe verandert sich hoch signifikant mit der Zeit (p < 0,0001 fur den
linken und den rechten Hoden), zudem liegt ein signifikanter Gruppenunterschied
vor (linker Hoden: p = 0,0106; rechter Hoden: p = 0,0270). Die Wechselwirkung
zwischen Gruppe und Zeit erweist sich beim linken Hoden ebenfalls als hoch
signifikant, beim rechten Hoden als signifikant (linker Hoden: p = 0,0003; rechter
Hoden: p =0,0012). Die Werte der Kontrollgruppe liegen zu fast allen Zeitpunkten
Uber denen der Versuchsgruppe, ebenfalls mit einem besonders deutlichen
Unterschied am Zeitpunkt 4. Der Kurvenverlauf der Versuchsgruppe ist leicht
abfallend bis zum Zeitpunkt 4, darauf folgt ein leichter Anstieg der Kurve. Bei der
Kontrollgruppe ist die Kurve, bis auf einen Zwischenanstieg am Zeitpunkt 4,
abfallend bis zum Zeitpunkt 6 (linker Hoden) beziehungsweise 5 (rechter Hoden)

und steigt erst zum Zeitpunkt 7 tendenziell wieder an (Abbildungen 14 und 15).

Kontrollgruppe =——Versuchsgruppe
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Abbildung 14: Entwicklung der Hodentiefe des linken Hodens der Ziegenbdcke,
dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt sowie die
Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit sind hoch signifikant (p < 0,0001
beziehungsweise p =0,0003), derjenige des Faktors Gruppe ist signifikant (p =
0,0106).
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Abbildung 15: Entwicklung der Hodentiefe des rechten Hodens der Ziegenbécke,
dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Standardabweichungen. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant
(p < 0,0001), derjenige des Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen

Gruppe und Zeit sind signifikant (p = 0,03 beziehungsweise p = 0,0012).

Fir das Hodenvolumen liegt eine hoch signifikanter Einfluss des Zeitpnktes (p <
0,0001) sowie ein signifikanter Gruppenunterschied (p = 0,019) vor (Abbildung
16). Die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit ist hoch signifikant (p =
0,0005). Besonders deutlich wird beim Hodenvolumen die abfallende Tendenz
der Kurven beider Gruppen bis zum Zeitpunkt 3 bei der Kontrollgruppe und bis
zum Zeitpunkt 5 bei der Versuchsgruppe, danach folgt jeweils ein tendenzieller
Anstieg bis zum Zeitpunkt 7. Zu jedem Zeitpunkt wurde der niedrigste Wert fir
das Hodenvolumen in der Versuchsgruppe gemessen, der héchste Wert jeweils

in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 16: Entwicklung des Hodenvolumens der Ziegenbdcke, dargestellt
durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardabweichungen.
Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe
und Zeit sind hoch signifikant (p < 0,0001 beziehungsweise p = 0,0005), derjenige
des Faktors Gruppe ist signifikant (p = 0,019).

4.2.3 Hodenkonsistenz

In der Hodenkonsistenz konnte zu keinem Zeitpunkt und bei keinem Tier ein
Unterschied zwischen dem linken und dem rechten Hoden festgestellt werden,
sodass die in den Abbildungen 17 und 18 dargestellten Ergebnisse jeweils fiir
beide Hoden gelten. Bei der gesamten Kontrollgruppe sowie bei Ziegenbock Nr.
6 (Versuchsgruppe) konnten keinerlei Veranderungen der Hodenkonsistenz
festgestellt werden, wohingegen bei Tier Nr. 1 (Versuchsgruppe) von Zeitpunkt 2
bis zum Ende der Beobachtungsphase, bei Tier Nr. 4 (Versuchsgruppe) von
Zeitpunkt 2 bis 7 und bei Tier Nr. 7 (Versuchsgruppe) von Zeitpunkt 4 bis 6 die
Hodenkonsistenz weicher war.

Mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests (exakt) konnte weder eine statistisch
signifikante Wechselwirkung zwischen Gruppen- und Zeiteinfluss (minimaler p-
Wert 0,07) noch ein Gruppeneffekt (p = 0,14) nachgewiesen werden. Der
Friedmann-Test ergab einen signifikanten Einfluss des Haupteffektes Zeit (p =
0,04).
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Abbildung 17: Entwicklung der Hodenkonsistenz der Ziegenbdcke, dargestellt
durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Minima und der Maxima.
Es wurde zwischen prall-elastisch (1), weich-elastisch (2) und weich (3)
unterschieden Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist signifikant (p = 0,04),
derjenige des Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und

Zeit sind nicht signifikant (p = 0,14 beziehungsweise p = 0,07).
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Abbildung 18: Dreidimensionale Auszdhlung der Entwicklung der
Hodenkonsistenz der Ziegenbdcke. Es wurde zwischen prall-elastisch (1), weich-
elastisch (2) und weich (3) unterschieden. K1 = Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 1,

V1 = Versuchsgruppe zum Zeitpunkt 1 etc.

4.2.4 Hodensonographie

Zu allen Zeitpunkten stellte sich das Parenchym als homogener Bereich mit
mittlerer Echogenitét dar; umgeben von einem durch die Tunica vaginalis, die
Fascia spermatica interna sowie der Haut gebildeten hyperechogenen Bereich.
Das Mediastinum konnte stets dargestellt werden und bildete sich im
Langsschnitt des Hodens als schmaler, homogener, zentral gelegener Streifen
beziehungsweise als zentral gelegener Punkt im Querschnitt des Hodens ab; es
zeigte sich starker hyperechogen als das Parenchym (Abbildungen 19 und 20).
Dieses sonographische Erscheinungsbild der Hoden verénderte sich bei den

Tieren beider Gruppen wahrend aller Untersuchungen nicht.
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Abbildung 19: Sonographischer Langsschnitt durch den Hoden eines
Ziegenbockes. Zu sehen sind die Tunica vaginalis, die Fascia spermatica interna
und die Haut (1), das Parenchym (2) und das Mediastinum (3).
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Abbildung 20: Sonographischer Querschnitt durch den Hoden eines
Ziegenbockes. Zu sehen sind die Tunica vaginalis, die Fascia spermatica interna
und die Haut (1), das Parenchym (2) und das Mediastinum (3).
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4.2.4.1 Grauwertanalyse

Zur Auswertung der Grauwertanalyse wurde jeweils der durchschnittliche
Grauwert (Lmean) beider Regions of Interest (ROI) eines jeden L&ngs- und
Querschnittes des linken und des rechten Hodens herangezogen. Aus den somit
vorliegenden acht Grauwerten pro Tier und Zeitpunkt wurde ein Mittelwert
gebildet, mit welchem dann die zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung bezuglich des Faktors Zeitpunkt durchgefiihrt wurde.

Die Mittelwerte der Grauwerte befinden sich zwischen 20,4 + 3,99 und 23,79 +
2,09 bei der Kontroligruppe und 18,03 + 5,03 und 24,58 * 1 bei der
Versuchsgruppe. Es liegt ein hoch signifikanter Einfluss des Faktors Zeitpunkt (p
= 0,0002) vor. Die Einflisse des Faktors Gruppe (p = 0,77) sowie der
Wechselwirkung Gruppe x Zeit (p = 0,11) auf den Grauwert sind nicht signifikant.
Der Kurvenverlauf der Grauwerte fiir die Kontroll- und die Versuchsgruppe wird
in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Ergebnisse der Grauwertanalyse der Hoden, dargestellt durch
Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardabweichungen. Der
Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist hoch signifikant (p = 0,0002), derjenige des
Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit sind
signifikant (p = 0,77 beziehungsweise p = 0,11).
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4.3 Testosteronkonzentration

Bei der Testosteronkonzentration im Plasma (Abbildung 22) liegt ein signifikanter
Einfluss des Faktors Zeitpunkt vor (p = 0,026); die Einflisse des Faktors Gruppe
(p = 0,65) sowie der Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeitpunkt (p = 0,59)
sind nicht signifikant. Insgesamt liegt ein leicht schwankender Verlauf der Werte
vor, wobei die Testosteronwerte der Tiere der Kontrollgruppe weniger variieren
als diejenigen der Versuchstiere. Sowohl der niedrigste (0,38 ng/ml an Zeitpunkt
1) als auch der héchste (4,63 ng/ml an Zeitpunkt 7) Mittelwert finden sich in der

Versuchsgruppe.
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Abbildung 22: Ergebnisse der Messung der Testosteronkonzentration im Plasma
in ng/ml, dargestellt durch Angabe der geometrischen Mittelwerte sowie der
Minima und Maxima. Der Einfluss des Faktors Zeitpunkt ist signifikant (p = 0,026)
derjenige des Faktors Gruppe sowie die Wechselwirkung zwischen Gruppe und

Zeit sind nicht signifikant (p = 0,65 beziehungsweise p = 0,59).

4.4 Spermaparameter

Aufgrund einzelner fehlender Werte wurden bei den Spermaparametern fiur die
zweifaktorielle Varianzanalyse jeweils die zu den Zeitpunkten 2 und 3, 4 und 5
sowie 6 und 7 ermittelten Daten zusammengefasst.

Bei der Gesamtspermienzahl konnte ein hoch signifikanter Einfluss des
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Zeitpunktes festgestellt werden (p = 0,0004). Bei den Parametern Volumen,
Dichte und pH-Wert ist der Einfluss des Zeitpunktes auf die Daten signifikant (p
= 0,0046 fiur das Volumen, p = 0,0058 fur die Dichte, p = 0,026 fir den pH-Wert)
und beim Parameter Vorwartsbeweglichkeit knapp nicht signifikant (p = 0,051,
Tabelle 9).

Tabelle 9: Ergebnisse der zweifaktoriellen  Varianzanalyse  mit
Messwiederholungen bezlglich des Zeitpunktes der Spermaparameter der

Ziegenbdcke.
Haupteffekte
Wechselwirkung
Zeitpunkt x
Parameter Gruppe Zeitpunkt Gruppe
Volumen 0,31 0,005 0,22
pH-Wert 0,33 0,03 0,13
Vorwartsbeweglichkeit 0,81 0,05 0,34
Lebende Spermien 0,79 0,11 0,46
Dichte 0,14 0,006 0,25
Gesamtspermienzahl 0,22 0,0004 0,10

4.4.1 Makroskopische Parameter

Die Farbe der untersuchten Spermaproben war bei fast allen Ejakulaten
elfenbeinartig bis leicht gelblich. Lediglich bei der Spermaprobe von Ziegenbock
Nr. 7 (Versuchsgruppe) lag an den Zeitpunkten 3 und 6 eine ungewéhnlich helle
Farbe des Ejakulates vor, dasselbe gilt fir die Probe von Ziegenbock Nr. 6
(ebenfalls Versuchsgruppe) am Zeitpunkt 6. Die Konsistenz der Proben bewegte
sich zwischen rahmig und milchig, einzige Ausnahmen waren eine wassrige
Konsistenz bei Tier Nr. 7 zu den Zeitpunkten 5 und 6.

Der Geruch der untersuchten Spermaproben war stets geschlechtsspezifisch; bei

keiner Probe konnten Beimengungen festgestellt werden.
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4.4.2 Motilitat

Die Massenbewegung der Ejakulate der Kontrollgruppe liegt ab dem Zeitpunkt 3
Uber derjenigen der Versuchsgruppe, beide Gruppen zeigen iber den gesamten
Zeitraum betrachtet eine abfallende Tendenz (Abbildung 23). Der Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test (exakt) ergab weder einen signifikanten Einfluss der
Wechselwirkung Gruppe mal Zeit (minimaler p-Wert 0,10) noch einen
Gruppeneffekt (p = 0,57), der Friedmann-Test keinen signifikanten Zeiteffekt (p =
0,93).

Beim Parameter Vorwartsbeweglichkeit war der Einfluss des Zeitpunktes auf die
Daten signifikant (p = 0,05). Ortsbewegungen konnten nur vereinzelt beobachtet
werden und sind somit statistisch nicht relevant (Tier Nr. 2 (Kontrollgruppe) zum

Zeitpunkt 3, Tier Nr. 7 (Versuchsgruppe) zu den Zeitpunkten 3 und 6).

Kontrollgruppe =——Versuchsgruppe
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Abbildung 23: Massenbewegung im Ejakulat der Ziegenbdcke, dargestellt durch
Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Minima und der Maxima. Die
Einflusse der Faktoren Zeitpunkt und Gruppe sowie die Wechselwirkung
zwischen Gruppe und Zeit sind nicht signifikant (p = 0,93 beziehungsweise p =

0,57 beziehungsweise p = 0,10).

4.4.3 Morphologisch abnorme Spermien

Mit der Poisson-Regression konnte ein signifikanter Einfluss der Gruppe auf die
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Gesamtzahl pathologisch veranderter Spermien nachgewiesen werden (p =
0,05), die Einflisse des Zeitpunktes sowie der Wechselwirkung zwischen
Zeitpunkt und Gruppe auf diese Daten waren hingegen statistisch nicht
signifikant (p = 0,68 beziehungsweise p = 0,21). Der Effekt des Zeitpunktes auf
die Anzahl an Spermien mit schleifenférmigen Schwanzen und der Gruppeneffekt
auf die Anzahl an Spermien mit Plasmatropfen waren jeweils signifikant (p =
0,017 beziehungsweise p = 0,031) (Tabelle 10)

Tabelle 10: Ergebnisse der Poisson-Regression der pathologisch veranderten

Spermien im Ejakulat der Ziegenbd&cke.

Haupteffekte
Wechselwirkung
Zeitpunkt x
Parameter Gruppe Zeitpunkt Gruppe
Gesamtzahl 0,05 0,68 0,21
pathologisch
verdnderter
Spermien
Abgeloste Kopfe 0,92 0,1 0,22
Abgeknickte 0,42 0,54 0,36
Schwénze
Schleifenférmige 0,68 0,02 1,00
Schwénze
Aufgerollte 0,43 0,42 0,84
Schwénze
Plasmatropfen 0,03 0,96 0,79

Betrachtet man die deskriptive Beschreibung der festgestellten Werte, so zeigen
die Tiere der Versuchsgruppe, gemittelt Uber alle Zeitpunkte, mehr pathologisch
veranderte Spermien im Ejakulat (Abbildung 24). Im Zeitverlauf liegen die
Prozentzahlen von pathologisch veranderten Spermien bei den Versuchstieren

stets Uber denen der Kontrolltiere. Wahrend die Wertekurve der Kontrolltiere
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relativ gleichmaRig verlauft, steigt sie bei den Versuchstieren zundchst an, um ab
Zeitpunkt 6 wieder abzusinken (Abbildung 25).

O Kontrollgruppe OVersuchsgruppe

20

15

® 10

5 m ’%

N A O T R RN R
1 2 3 4 5 6

Pathologische Veranderungen

Abbildung 24: Pathologische Verdnderungen im Ejakulat der Ziegenbdcke in
Prozent, gemittelt Uber alle Zeitpunkte, dargestellt durch Angabe der
arithmetischen Mittelwerte sowie der Minima und der Maxima. 1 = Gesamtanteil
pathologisch verédnderter Spermien, 2 = Abgeloste Kopfe, 3 = Abgeknickte
Schwaénze, 4 = Schleifenférmige Schwénze, 5 = Aufgerollte Schwénze, 6 =
Plasmatropfen.
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Kontrollgruppe =——Versuchsgruppe
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Abbildung 25: Pathologische Verédnderungen in Prozent im Ejakulat der
Ziegenbdcke, dargestellt durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der
Minima und der Maxima. Der Einfluss des Faktors Gruppe ist signifikant (p =
0,05), derjenige des Faktors Zeitpunkt sowie die Wechselwirkung zwischen

Gruppe und Zeit sind nicht signifikant (p = 0,68 beziehungsweise p = 0,21).

4.5 Libidoscore

Der Libidoscore zeigt insgesamt eine starker ausgepragte Libido sexualis in der
Kontrollgruppe (Abbildung 26). Zum Zeitpunkt 1 sind beide Gruppen auf einem
ahnlichen Niveau, danach liegt die Kontrollgruppe Uber der Versuchsgruppe.
Dieser Effekt besteht Giber den Versuchszeitraum hinaus, die Kurven nahern sich
erst am Ende des Beobachtungszeitraumes an. Aufgrund groRer individueller
Unterschiede in der Libido sexualis der einzelnen Ziegenbdcke ist die
Standardabweichung sehr hoch. Es gibt keinen signifikanten Effekt beztiglich der
Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit (minimaler p-Wert 0,21), des
Haupteffektes Gruppe (p = 0,11) und des Haupteffektes Zeit (p = 0,12, p-Werte
ermittelt mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests (exakt) beziehungsweise des

Friedmann-Tests).
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Kontrollgruppe =——Versuchsgruppe
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Abbildung 26: Verlauf des ermittelten Libidoscores der Ziegenbécke, dargestellt
durch Angabe der arithmetischen Mittelwerte sowie der Minima und der Maxima.
Die Einflisse der Faktoren Zeitpunkt und Gruppe sowie die Wechselwirkung
zwischen Gruppe und Zeit sind nicht signifikant (p = 0,12 beziehungsweise p =

0,11 beziehungsweise p = 0,21).

4.6 Histologische Untersuchung

In der histologischen Untersuchung der Gewebepréparate konnte bei allen Tieren
histologisch funktional aufgebautes Hodengewebe nachgewiesen werden. Die
Gewebeschnitte wurden auf das Vorhandensein aller Stadien der
Spermatogenese im Tubulusepithel sowie auf Spermatozoen im Tubuluslumen
hin Gberprift. Aufgrund von nicht optimalen Fixierungsergebnissen konnten die
Stadien der Spermatogenese nicht immer durchgehend evaluiert und
differenziert werden, es lagen aber jeweils Spermatozoen im Tubuluslumen vor
(Abbildungen 27, 28 und 29). Die einzige Ausnahme bildete der rechte,
intraabdominal gelegene Hoden von Ziegenbock Nr. 1. Hier konnten keine
ausgereiften Spermien nachgewiesen werden.

Der durchschnittliche innere Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti der
Kontrollgruppe lag bei 205,64 um, derjenige der Versuchsgruppe bei 201,86 pm
(arithmetischer Mittelwerte; Standardabweichung firr die Kontrollgruppe 22,30,
fur die Versuchsgruppe 46,78).
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Abbildung 27: Histologischer Schnitt durch den linken Hoden von Ziegenbock Nr.

5 el

e

1 (Versuchsgruppe), Ubersicht in einhundertfache VergréRerung. Es sind die
Tubuli  seminiferi contorti (1), Bindegewebe mit Leydig-Zellen (2) sowie

Spermatozoen (3) zu erkennen (HE-Féarbung).

R A P i ol oo

Abbildung 28: Histologischer Schnitt durch den linken Hoden von Ziegenbock Nr.

1 (Versuchsgruppe) in vierhundertfacher VergréfRerung. Es sind Spermatozoen
(1) zu erkennen (HE-Farbung).
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2 (Kontrollgruppe) in vierhundertfacher VergréRerung. Es sind Spermatozoen (1)

zu erkennen (HE-Fé&rbung).
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5 DISKUSSION

5.1 Diskussion der Fragestellung

Der Nutzen einer Kastration von Ziegenb&cken zur Kontrolle der Fortpflanzung,
zur Erleichterung der Haltung sowie zur Vermeidung von Verletzungen durch
Rangkampfe und zur Verbesserung von Fleisch- und
Schlachtkérpereigenschaften ist unumstritten. Ziegen sind soziale Tiere, die im
Herdenverband leben; die Abtrennung eines einzelnen Bockes zur Vermeidung
der Fortpflanzung und eine damit verbundene Einzelhaltung ist zwar zeitweise
tolerabel, fiir das Tier aber immer mit einer Einschrénkung seiner Lebensqualitat
verbunden (Ganter et al. 2012). Die Vorteile, welche eine nicht-invasive
Downregulation der Hodenfunktion gegeniber einer chirurgischen Kastration
hinsichtlich des wesentlich geringeren Risikos von Narkose- und/oder
Operations-Zwischenféllen und vor allem eine Reversibilitét bieten wiirden, sind
ebenfalls evident. Gerade bei Bdcken, welche seltenen Rassen angehdéren, sollte
vermieden werden, Tiere endglltig aus der Zucht zu nehmen, um die Genbasis
der Rasse nicht weiter zu verengen.

Um die mégliche Bedeutung einer nicht-invasiven und reversiblen Unterdriickung
der Gonadenfunktion beim Ziegenbock einschatzen zu kénnen, I3sst sich die
Relevanz der Ziegenhaltung in Deutschland in Zahlen darlegen:

Zum Stichtag 01.03.2016 wurden 138810 Ziegen in 9808 Betrieben gehalten,
somit im Schnitt 14,2 Tiere pro Betrieb (DESTATIS Statistisches Bundesamt
2017b). Bei 95 % der Ziegenhalter handelte es sich um Betriebe mit weniger als
50 Tieren (DESTATIS Statistisches Bundesamt 2017a); dieses spiegelt die
Bedeutung von Hobbyhaltungen mit Interesse an am Einzeltier orientierten
Lésungen hinsichtlich der Fortpflanzungsunterdriickung wider. Bei 88451 der in
Deutschland gehaltenen Tiere handelte es sich um weibliche Ziegen fir die
Zucht, 50359 Tiere waren fur anderen Verwendungszwecke, also hauptséachlich
fur die Fleischerzeugung oder die Hobbyhaltung, vorgesehen (DESTATIS
Statistisches Bundesamt 2017b). 2017 wurden in Deutschland 400 Tonnen
Ziegenfleisch produziert, im ersten Halbjahr 2018 200 Tonnen (DESTATIS
Statistisches Bundesamt 2019). Weltweit wurden 2014 1,01 Milliarden Ziegen
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gehalten (Food and Agriculture Organization of the United Nations 2014).

In der Literatur finden sich eine Reihe von Untersuchungen zur reversiblen
Unterdrtickung der Hodenfunktion beim Schafbock (Bolt 1971; Bremner et al.
1976; Brown et al. 1994; Cui et al. 2003; Ferro et al. 2004; Fraser und Lincoln
1980; Gokdal et al. 2010; Goodwin et al. 2015; Han et al. 2015; Janett et al. 2003;
Jeffcoate et al. 1982; Jiménez-Severiano et al. 2007; Karakus et al. 2013; Kiyma
et al. 2000; Lincoln et al. 1986; Lincoln und Fraser 1979; Oatley et al. 2005;
Parthasarathy et al. 2002; Prestel 2017; Schanbacher 1982, 1985; Tilbrook et al.
1993; Ulker et al. 2005a, 2005b, 2009b; Yiimaz et al. 2018). Untersuchungen zur
reversiblen Unterdrickung der Hodenfunktion beim Ziegenbock gab es zu
Beginn der vorliegenden Untersuchung nur von drei Arbeitsgruppen (Godfrey et
al. 1996; Kimsakulvech et al. 2015; Ulker et al. 2009a); zwischenzeitlich wurden
die Ergebnisse zweier weiterer Studien veréffentlicht (Lents et al. 2018; Prestel
2017).

Godfrey et al. (1996) konnten mit einer Immunisierung gegen GnRH zwar die
Fruchtbarkeit von adulten Ziegenbdcken einschrénken, jedoch nicht bei allen
Versuchstieren aufheben. Zudem wurde in dieser Studie die Reversibilitat der
Methode nicht nachgewiesen, da auch Uber ein Jahr nach der Injektion keine
Testosteronkonzentration im Blut einiger Tiere gemessen werden konnte. Bei
juvenilen Ziegenbécken nutzten Ulker et al. (2009a) zur Immunisierung gegen
GnRH das Fusionsprotein Ovalbumin-LHRH-7, welches die Produktion von
Antikdrpern gegen GnRH induzieren, die Testosteronproduktion unterdriicken
und die Hodenentwicklung sowie die Spermatogenese hemmen konnte und
damit einen vielversprechenden Ansatz lieferte. Es liegen auch hier keinerlei
Untersuchungen hinsichtlich der Reversibilitdt der Methode vor; diese scheint
besonders bei der Immunisierung juveniler Tiere hoéchst fraglich zu sein - Clarke
et al. (1998) wiesen bei Schafbécken Jahre nach einer Immunisierung gegen
GnRH eine signifikant verringerte Sekretion von GnRH nach, obgleich keine
GnRH-Antikérper mehr gemessen werden konnten und in der Eminentia media
der Hypophyse eine normale Konzentration an GnRH vorlag. Folge der
verringerten GnRH-Sekretion waren eine merkliche Reduktion der Synthese und
Sekretion von FSH und LH aus der Hypophyse. Clarke et al. (1998) vermuteten

99



DISKUSSION

als Ursache fiir diese Veranderungen eine erh6hte Permeabilitdt der Eminentia
media in der neonatalen Periode und damit verbundene bleibende
Verénderungen derselben als Reaktion auf die Immunisierung. Gestutzt wird
diese Theorie durch die Beobachtungen von Molenaar et al. (1993), welche bei
im juvenilen Alter gegen GnRH immunisierten Ebern postmortal entziindliche
Reaktionen, Gewebsuntergdnge durch 6dematdése Schwellungen sowie
kollabierte GeféfRe und Fibrosen in der Eminentia media darstellen konnten.
Beruhend auf diesen Ergebnissen wére eine Reversibilitdt der Auswirkungen der
GnRH-Vakzination bei adulten Tieren moglich, bedarf aber weiterer
Untersuchungen. Zudem konnte unter Verwendung des Fusionsprotein
Ovalbumin-LHRH-7 zwar bei juvenilen Schaf- und Ziegenbdcken die
Spermienproduktion mindestens bis zur 37. Lebenswoche unterdriickt werden
(Ulker et al. 2005a, 2009a, 2009b), jedoch konnte bei adulten Schafbdcken keine
vollstandige Elimination der Spermatogenese erreicht werden (Yilmaz et al.
2018); von einem ahnlichen Effekt bei Ziegenbdcken ist auszugehen.

Auch die nach Durchfiihrung der vorliegenden Untersuchung veréffentlichten
Ergebnisse von Lents et al. (2018) sind vielversprechend; hier konnte mittels der
zweimaligen Injektion einer GnRH-Vakzine bei adulten Ziegenbdcken eine
Verringerung der Hodenmafle und bei den meisten Versuchstieren eine
Azoospermie herbeigefuhrt werden; jedoch wurde von einzelnen Tieren ein zwar
qualitativ schlechtes, aber vitale Spermien enthaltendes Ejakulat gewonnen.
Zudem war die Zeitspanne von der ersten Injektion bis zum Vorliegen der
Azoospermie mit bis zu 90 Tagen sehr lang und damit in der Praxis nur
eingeschrénkt geeignet, wenn ein erneuter Zuchteinsatz geplant ist. Ahnliche
Berichte hatte es zuvor schon von der Tierart Pferd gegeben; auch hier konnten
in einer Studie individuell sehr unterschiedliche Reaktionen adulter Hengste auf
die Injektion einer GnRH-Vakzine beobachtet werden, reichend von keinerlei
Reaktion auf die Behandlung bis zu ausbleibender Libido sexualis auch nach
einem Jahr (Janett et al. 2009). Untersuchungen zur Reversibilitat ihrer Methode
beim Ziegenbock fuhrten Lents et al. (2018) nicht durch.

Kimsakulvech et al. (2005) konnten mit dem ai-Adrenozeptor-Antagonisten

Tamsulosin bei adulten Ziegenbtcken eine Anejakulation bewirken, doch hielt
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dieser Effekt jeweils nur wenige Stunden nach der Applikation an — fir den
dauerhaften Einsatz in der Tierhaltung ist diese Methode demnach ungeeignet.
Bei Prestel (2017) bewirkte ein GnRH-Implantat, welches bei anderen Tierarten
bereits erfolgreich eingesetzt wird (Fontaine 2015; Goericke-Pesch et al. 2014;
Goericke-Pesch und Wehrend 2009; Kauffold et al. 2010; Schoemaker et al.
2008), nicht bei allen Versuchstieren eine Unterdriickung der Hodenfunktion und
stellte sich damit ebenfalls als ungeeignete Methode heraus.

Ziel der eigenen Untersuchung war es daher, mit der Altrenogest-Applikation eine
weitere Moglichkeit zur temporaren Downregulation der Gonadenfunktion beim
adulten  Ziegenbock zu Uberpriifen. Hierfir wurden neben den
Spermauntersuchungen auch sonographische Untersuchungen der Hoden
durchgefiihrt sowie Hormonwerte im Blut bestimmt, um die Auswirkung der
Altrenogest-Applikation auf die Fruchtbarkeit moglichst genau zu beschreiben.
Ein besonderes Augenmerk wurde zudem auf die Reversibilitdt der Methode
gelegt, indem sich an den Versuchszeitraum ein Beobachtungszeitraum mit
anschlieBender chirurgischer Kastration sowie histologischer Untersuchung der
Hoden anschloss. AuRerdem wurden wéhrend der gesamten Studie korperliche
Parameter der Tiere erfasst, um die Folgen der Behandlung hinsichtlich der
Masteigenschaften der Tiere einschatzen zu kdnnen.

Der Einsatz von Altrenogest ist deshalb so reizvoll, da dieser Wirkstoff bereits fiir
Schweine und Pferde zugelassen und auf dem Markt ist; fir den Einsatz beim

Ziegenbock ist daher nur eine Umwidmung notwendig.

5.2 Diskussion der Methode

Fir die vorliegende Untersuchung wurden ausschliellich geschlechtsreife,
gleichaltrige Ziegenbdcke derselben Rasse ausgewahlt. Voraussetzung fir die
Auswahl der Versuchstiere war, dass diese einer reprasentativen Rasse mit einer
guten Fruchtbarkeit angehéren mussten. Die Pfauenziege ist in Deutschland als
Herdbuchrasse anerkannt. Es handelt sich um eine Mehrnutzungsrasse, die
vorwiegend zur Fleischgewinnung, aber auch als Milchziege und zur
Landschaftspflege gehalten wird. Pfauenziegen gelten als gesund, robust und

verfligen Uber ein gutes Sozialverhalten, was fur die im Versuchsaufbau
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vorgesehene Gruppenhaltung der geschlechtsreifen Bodcke von grofder
Wichtigkeit war. Die Tiere stammten aus lediglich zwei Herkunftsbetrieben,
wodurch sichergestellt werden konnte, dass sie méglichst ahnlich aufgewachsen
waren. Von allen Tieren konnten vor Beginn der Studie Ejakulate gewonnen
werden.

Durch die Aufstallung der Ziegenbdcke innerhalb der Klinik fir Geburtshilfe,
Gynéakologie und Andrologie der Gro3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz
der Justus-Liebig-Universitat in GieRen konnten Haltung und Ftterung der Tiere
standardisiert sowie alle Untersuchungen stets von denselben Personen unter
den immer gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden. Die kd&rperlichen
Parameter wurden bei jeder Untersuchung mithilfe derselben Geréate ermittelt.
Die Menge des oral applizierten Gestagens beziehungsweise des Placebos
wurde regelmafig an das aktuelle Kérpergewicht der Tiere angepasst. Es wurde
die doppelte fur Stuten empfohlene Dosis gewahlt, da in mehreren zuvor am
adulten Hengst durchgefiihrten Studien nur so Effekte auf die Gonadenfunktion
beobachtet werden konnten (Miller et al. 1997; Squires et al. 1998; Zehnder et
al. 2006).

Die sonographischen Untersuchungen wurden am stehend fixierten Tier
durchgefiihrt. Um Hautirritationen und mdoglichweise daraus resultierende
Empfindlichkeiten im Bereich der Hoden, verbunden mit Problemen bei der
Ejakulatgewinnung, zu vermeiden, wurden die Hoden nicht fir jede
Untersuchung rasiert, sondern lediglich groRziigig mit Alkohol benetzt.

Um eine objektivierbare Beurteilung der Ultraschallbilder zu ermdglichen, wurde
eine eindimensionale Grauwertanalyse unter standardisierten Einstellungen des
Ultraschallgerates durchgefiihrt. Mithilfe der Grauwertanalyse wird der
Informationsgewinn aus Ultraschallbildern maximiert, indem auch geringste
Veranderungen der Echogenitat, welche fir das menschliche Auge nicht sichtbar
sind, errechnet werden. Zudem werden die Ultraschallbilder durch die Grauwerte
reproduzierbar beschrieben; diese objektive Aufbereitung der Daten verhindert
individuelle, durch den Untersuchenden bedingte Schwankungen in der
Einschatzung der Echogenitat der untersuchten Strukturen. Allerdings kénnen

Grauwerte nur miteinander verglichen werden, wenn sie unter streng

102



DISKUSSION

standardisierten Bedingungen ermittelt wurden, was den breiten Einsatz dieser
Methode in der Praxis erschwert.

Eine Schwierigkeit stellte es dar, die anfangs sehr scheuen Ziegenbdcke an die
Ejakulatgewinnung zu gewodhnen. Hierfir wurden die Tiere zun&chst mehrere
Wochen lang mit dem Handling durch den Menschen vertraut gemacht und mit
der Datenerhebung erst begonnen, nachdem alle Tiere bereits mehrfach
erfolgreich abgesamt worden waren. Die Absamungen wurden jedes Mal am
selben Ort durchgefiihrt, um die Tiere mdglichst wenig zu irritieren; dennoch
konnten nicht zu allen Untersuchungszeitpunkten von allen Tieren Ejakulate
gewonnen werden. Um eine durch auere Einflisse nicht erfolgte Ejakulation von
einer Anejakulation, bedingt durch eine nicht vorhandene Spermatogenese, zu
unterscheiden, wurde ein ganz besonderes Augenmerk auf das Verhalten der
Tiere gelegt und diese Beobachtungen durch die Erhebung des Libidoscores
objektiviert.

Die spermatologischen sowie histologischen Untersuchungen wurden unter
standardisierten  Bedingungen  durchgefiihrt. Die labordiagnostischen
Untersuchungen erfolgten ebenfalls nach standardisiertem Verfahren; bei
aufféllig hohen oder niedrigen Werten wurde zur Absicherung eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Fir die vorliegende Untersuchung standen mit vier Versuchs- sowie vier
Kontrolltieren nur relativ wenige Tiere zur Verfigung. Vor dem Hintergrund der
grundlegenden Fragestellung, ob eine Applikation von Altrenogest eine
Downregulation der Gonadenfunktion beim Ziegenbock bewirken kann, sind die
gewonnene Ergebnisse dennoch als aussagekraftig zu beurteilen, da nur ein
hundertprozentiger Erfolg der Behandlung bei allen Tieren ein ernsthaftes
Interesse an der weiteren Verfolgung der Methode als Alternative zur
chirurgischen Kastration zur Folge gehabt hatte. Auch wurde mit sieben Wochen
ein relativ kurzer Versuchszeitraum ausgewahlt, da zum einen davon
ausgegangen wurde, im Erfolgsfall wahrend dieser Zeitspanne zumindest
anfangliche Veranderungen der untersuchten Parameter beobachten zu kénnen,
und zum anderen eine langere Zeitspanne bis zum Eintreten des gewiinschten

Effektes als in fir die Praxis nicht akzeptabel eingeschéatzt wurde.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Korperliche Parameter

Bei den kérperlichen Parametern Kérpergewicht, Kérperlange und Widerristh6he
erfolgte ein Anstieg wahrend der Untersuchung. Dieses ist damit zu erklaren,
dass die Ziegenbdcke zu Versuchsbeginn noch nicht vollstandig ausgewachsen
waren.

Insgesamt hatte die Behandlung keinen signifikanten Effekt auf die
Gewichtsentwicklung der Tiere. Die Bécke waren zu Beginn der Studie acht
Monate alt, am Ende des Beobachtungszeitraumes elf Monate. In dieser Zeit
nahmen die Tiere der Versuchsgruppe durchschnittlich 81,76 g pro Tag zu, die
Tiere der Kontrollgruppe 98,82 g. Studien zu physiologischen Tageszunahmen
der Rasse Pfauenziege in diesem Altersabschnitt liegen nicht vor, jedoch
befinden sich die ermittelten Zunahmen sowohl sehr nah an den Ergebnissen
einer Untersuchung von Bilaspuri und Singh (1992), die bei indischen
Ziegenbdcken im Alter zwischen vier und elf Monaten eine durchschnittliche
tégliche Zunahme von 98,7 g ermittelten, als auch an den Ergebnissen von
Madani und Rahal (1988), die bei Ziegenb&cken einer syrischen Kreuzungsrasse
im Alter zwischen finf und zehn Monaten eine durchschnittliche tagliche
Zunahme von 93 * 8 g fiir im August geborene Tiere und 88,9 + 8,6 g fiir im
Januar geborene Tiere feststellten.

Ahnliche Ergebnisse wurden fir die Kérperlange und die Widerristhéhe ermittelt;
zu Beginn der Untersuchung wiesen beide Gruppen dieselbe Kérperlange auf,
und auch am Ende des Versuchszeitraumes bestand lediglich ein Unterschied
von 0,5 cm zwischen beiden Gruppen. Die Widerristhéhen waren ebenfalls
sowohl zu Beginn als auch am Ende des Versuchszeitraumes fast identisch.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Altrenogest, welches an ménnliche
Ziegen wahrend der Wachstumsphase verabreicht wird, keine deutlich negativen
Auswirkungen auf die korperliche Entwicklung zu haben scheint, aber auch
keinen anabolen Effekt besitzt. Dieses Ergebnis deckt sich mit den

Beobachtungen, die Kluber et al. (1985) bei Ebern gemacht haben.
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5.3.2 Hodenparameter

Auch bei Hodenlange, -tiefe und —breite sowie dem Hodenvolumen liegen die
Werte der Kontrolltiere von Anfang an leicht (iber denjenigen der Versuchstiere.
Insgesamt ist die Tendenz bei diesen Werten bei beiden Gruppen abfallend,
dieses lasst sich mit der jahreszeitlich bedingten Zunahme der Tageslichtlange
erklaren: Delgadillo et al. (2004) wiesen nach, dass sich das Hodengewicht bei
Ziegenbdcken mit steigender Tageslichtlange verringert. In  gemaRigten
Klimazonen gehaltene Ziegen weisen immer eine Saisonalitidt und eine damit
verbundene Schwankung von Verhaltens-, Hoden- und Ejakulatparametern auf
(siehe Ubersicht bei Bostedt 2001). Davon abweichend ist nachgewiesen, dass
bei unter subtropischen Bedingungen gehaltenen Ziegenbdcken die Zuchtsaison
friher einsetzt (Delgadillo et al. 2004). Fir die im subtropischen Klima auf den zu
Japan gehoérenden Tokara-Inseln geziichteten Tokara-Ziegen und fir unter
tropischen Bedingungen gehaltene Creole-Ziegen konnte sogar eine
Asaisonalitdt nachgewiesen werden (Chemineau et al. 1986; Nishimura et al.
2000). Saisonal bedingte, signifikante Unterschiede liegen sowohl bei Qualitat
als auch in der Quantitdt des Ejakulates verschiedener, in gemaRigten
Klimazonen gehaltener Ziegenrassen vor (Karagiannidis et al. 2000).
Nichtsdestotrotz ist die Gewinnung von befruchtungsfahigem Ejakulat zu jeder
Jahreszeit, sowohl innerhalb als auch aufierhalb der Zuchtsaison, mdglich
(Karagiannidis et al. 2000).

Bei der Versuchsgruppe fallen die Werte fir Hodenlange, -tiefe und —breite sowie
fur das Hodenvolumen wéahrend des Versuchszeitraumes etwas stérker ab,
sodass hier ein Effekt der Altrenogest-Applikation vorzuliegen scheint. Obgleich
die in der vorliegenden Untersuchung festgestellten Verédnderungen der
HodengréRen wesentlich geringer ausfallen, deckt sich diese Beobachtung doch
mit den Ergebnissen von Kluber et al. (1985) und Squires et al. (1997), die nach
oraler Applikation von Altrenogest an Eber beziehungsweise Hengste eine
progressive Abnahme der HodengréRe ermittelten. Die Verdnderungen dieser
Hodenparameter sind insofern von besonderer Bedeutung, als dass Kastelic et
al. (2001) bei Bullen eine positive lineare Regression des Skrotumumfangs mit

der Spermienbeweglichkeit sowie eine negative lineare Regression des
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Skrotumumfangs mit priméren Spermiendefekten festgestellt haben und diesen
somit als guten Indikator fiir reproduktives Potential ausmachen konnten.

Die teilweise ermittelten Unterschiede zwischen dem rechten und dem linken
Hoden lassen sich sowohl mit der biologischen Variabilitdt als auch mit der
verwendeten Messtechnik am zwar fixierten, aber nicht sedierten und damit sich
bewegenden Tier erklaren. Besonders bei der Messung der Breite der Hoden
kommt zudem vermutlich eine Messungenauigkeit hinzu, da die Hoden bei
Ziegenbbdcken anatomisch sehr nah aneinander liegen. Die deutliche
Schwankung der Entwicklung der Hodenlange bei der Kontrollgruppe wird vor
allem durch die Messung bei Ziegenbock Nr. 5 am Zeitpunkt 4 verursacht. Hier
wurden beidseits Hodenldngen gemessen, die 2,5 cm langer waren als am
Zeitpunkt zuvor. Das Vorliegen eines Messfehlers ist hier wahrscheinlich.

Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges statistisch nicht signifikant, klinisch
aber deutlich fallen die Ergebnisse beztiglich der Hodenkonsistenz aus: Wahrend
die Hoden der Kontrolltiere stets prall-elastisch waren, verénderte sich die
Konsistenz der Hoden von drei Versuchstieren unter der Behandlung von prall-
elastisch zu weich-elastisch bis weich, um wahrend des Beobachtungs-
zeitraumes wieder praller und elastischer zu werden. Es kann hier also bei einem
Teil der Versuchstiere ein Effekt der Altrenogestgabe vermutet werden. Da dieser
jedoch statistisch nicht signifikant war, bleibt die Frage der Ursachlichkeit

unbeantwortet.

5.3.3 Hodensonographie und Grauwertanalyse

Da der Hoden ein fir die Sonographie gut zugangliches Organ ist, stellt die
Hodensonographie eine nichtinvasive und sensitive Methode da, mit deren Hilfe
Verédnderungen am Hoden beobachtet werden kénnen (Abdel-Razek und Ali
2005; Ahmad und Noakes 1995; Gartner et al, 1998; Kastelic und Brito 2012;
Scott und Sargison 2010; Ulker et al. 2009a, 2009b). Die im Rahmen dieser
Untersuchung bei den Versuchs- und Kontrolltieren festgestellten
Ultraschallbefunde entsprechen dem physiologischen Bild bei adulten
Wiederk&uern, wie es in der Literatur bei Ziegenbdcken (Ahmad et al. 1991;
Jeyakumar et al. 2013; Ulker et al. 2009a), Schafbécken (Ahmad et al. 1991;
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Ulker et al. 2009b) und Bullen (Abdel-Razek und Ali 2005; Gabor et al. 1998;
Pechmann und Eilts 1987) beschrieben ist. Nicht bestatigt werden konnte die
Beobachtung von Gouletsou et al. (2003), wonach nur bei 87 % der untersuchten
Schafbdcke innerhalb der Zuchtsaison sowie bei 78 % aulerhalb der
Zuchtsaison das Mediastinum dargestellt werden konnte, da das Mediastinum in
der vorliegender Untersuchung stets darstellbar war. Zudem konnte zu keinem
Zeitpunkt eine zunehmende Hypoechogenitét festgestellt werden, wie sie zum
Beispiel von Ulker et al. (2005a) bei Schafbécken nach einer Immunisierung
gegen GnRH beobachtet wurde. Bei der spater folgenden histologischen
Untersuchung konnte bei allen Tieren histologisch funktionelles Hodengewebe
festgestellt werden; dieses bestétigt die in der Literatur zu findende Korrelation
zwischen der Echotextur von Hoden im Ultraschall und dem histologischen
Erscheinungsbild (Gabor et al. 1998).

Bei der Grauwertanalyse wurden Mittelwerte fiir den mittleren Grauwert zwischen
20,4 + 3,99 und 23,79 % 2,09 fur die Kontrollgruppe und 18,03 £ 5,03 und 24,58
+ 1 fur die Versuchsgruppe gemessen. Bei beiden Gruppen liegen keine starken
Schwankungen der Grauwerte vor und die Kurvenverldufe der Gruppen ahneln
sich. Dieses bestétigt, dass die Ziegenbécke zum Zeitpunkt des
Versuchsbeginns ihre pubertdare Entwicklung bereits abgeschlossene hatten;
waren die Hoden noch nicht voll ausgereift gewesen, hatte ein deutlicher Anstieg
der Graustufen beobachtet werden kénnen (Chandolia et al. 1997; Evans et al.
1996; Gabor et al. 1998; Graue 2002). Die Grauwerte bestatigen und
objektivieren die subjektiv festgestellte homogene Echogenitat der
Ultraschallbilder beider Gruppen zu allen Zeitpunkten.

Die ermittelten Grauwerte kénnen bei dem verwendeten Ultraschallgerdt und
unter Verwendung der weiter oben genannten Einstellungen als Normwerte flr
adulte Ziegenbdcke im Winter betrachtet werden. Sie liegen etwas oberhalb der
Werte, die Prestel (2017) unter Verwendung desselben Ultraschallgerates und
derselben Einstellungen bei juvenilen Ziegenbdcken im Sommer (Zeitraum Méarz
bis August, Werte zwischen 16 + 2,9 und 22,9 £ 1,4) ermittelten. Die héheren
Werte lassen sich vermutlich dadurch erkléren, dass es sich bei der vorliegenden
Studie um adulte Tiere handelt (Chandolia et al. 1997; Evans et al. 1996; Gabor
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et al. 1998; Graue 2002).

Auffallig ist, dass die in dieser Untersuchung ermittelten Grauwerte deutlich unter
denen liegen, welche Graue (2002) bei adulten Bullen festgestellt hat; hier
wurden bei Tieren im vergleichbaren Alter Werte von 57,9 £ 1,4 ermittelt. Diese
Tatsache zeigt erneut auf, dass Grauwerte nur dann miteinander verglichen
werden dirfen, wenn sie unter streng standardisierten Bedingungen ermittelt
wurden. Es koénnen nach aktuellem Wissenstand weder Grauwerte von
verschiedenen Tierarten miteinander vergleichen werden, noch solche, die mit
unterschiedlichen Geraten oder mit unterschiedlichen Einstellungen desselben
Gerates gemessen wurden.

Die Kenntnis der physiologischen Grauwerte ist von besonderer Bedeutung, da
Kastelic et al. (2001) eine positive lineare Regression zwischen dem Grauwert
der Hoden und der taglichen Spermienproduktion bei adulten Bullen festgestellt
haben; Kauffold et al. (2011) belegten bei adulten Ebern eine positive Korrelation
zwischen dem vor der Ejakulation gemessenen Grauwert des
Nebenhodenkopfes mit der Gesamtspermienzahl und dem Ejakulatvolumen
sowie eine negative Korrelation des nach der Ejakulation gemessenen
Grauwertes des Nebenhodenkopfes mit der Spermienkonzentration. Die
Grauwertanalyse kénnte somit in Zukunft eine wertvolle Ergénzung fir die
Zuchttauglichkeitsuntersuchung darstellen. Weitere Untersuchungen, unter
anderem hinsichtlich der Ubertragbarkeit der ermittelten Werte bei Verwendung
anderer Ultraschallgerdte unter standardisierten Einstellungen, zu anderen
Jahreszeiten sowie bei verschiedenen Ziegenrassen und bei Tieren

unterschiedlichen Alters, sind hier notwendig.

5.3.4 Testosteronkonzentration

Aufgrund der physiologisch pulsatil erfolgenden Freisetzung von Testosteron aus
den Leydigzellen des Hodens ist die Aussagekraft der hier durchgefiihrten
einmaligen Testosteronbestimmung pro Untersuchungszeitpunkt ohne vorherige
Stimulation als vorsichtig zu betrachten. Die Testosteronkonzentration im Plasma
der Ziegenbdcke verlief schwankend und ohne klar erkennbare Tendenz. Die

Mittelwerte zu den verschiedenen Zeitpunkten bewegten sich zwischen 1,73 *
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0,57 und 7,4 £ 12,43 nmol/l fur die Kontrollgruppe und 1,25 + 0,7 und 16,08 +
10,68 nmol/l fir die Versuchsgruppe und liegen damit ungeféahr in dem Bereich,
welchen Giriboni et al. (2017) zur selben Jahreszeit bei geschlechtsreifen
Ziegenbodcken feststellten: Hier wurden fiir Bécke mit dauerhaftem Kontakt zu
weiblichen Tieren Werte von 6,4 + 2,2 nmol/l gemessen. Liu et al. (2015) stellten
ebenfalls bei adulten Ziegenbdcken Werte zwischen 9,15 und 10,29 nmol/l fest;
zu welcher Jahreszeit diese Werte gemessen wurde, ist nicht angegeben.
Ausgedriickt in ng/ml liegen die Mittelwerte fir die Kontrollgruppe zwischen 0,5
+ 0,14 und 2,15 + 3,58 ng/ml und fiur die Versuchsgruppe zwischen 0,38 + 0,17
und 4,63 + 3,09 ng/ml und damit in demselben Bereich, den Barreto de Souza et
al. (2011) fur Ziegenbdcke im selben Alter ermittelt haben (2,2 + 2,2 ng/ml).
Weiterhin sind die in der vorliegenden Studie gemessen Ergebnisse jeweils
etwas unterhalb der Werte zwischen 0,4 und 9,9 ng/ml, die Prestel (2017) bei
juvenilen Ziegenbdcken gemessen hat; dieses deckt sich mit den
Beobachtungen von Chakraborty et al. (1989), die bei Ziegenbdcken einen
Anstieg der Testosteronwerte wahrend der Pubertdt bis zu einem maximalen
Wert mit 32 Wochen feststellten; bei adulten Bbécken fallen die Werte dann
physiologisch wieder etwas ab. Zum Zeitpunkt 7, im Alter von elf Monaten, hatten
die Bbcke der Versuchsgruppe eine durchschnittliche Testosteronkonzentration
von 1,68 + 1,63 ng/ml und die Kontrolltiere eine durchschnittliche Konzentration
von 4,63 + 3,09 ng/ml; in exakt demselben Alter stellten Chakraborty et al. (1989)
bei Ziegenbdcken einen Wert von 1,42 + 0,4 ng/ml fest. Diese Messungen
wurden allerdings spater im Jahr durchgefiihrt, hierdurch lassen sich die
insgesamt etwas niedrigeren Werte erkldren: Delgadillo et al. (2004) wiesen bei
adulten Ziegenbdcken, denen mittels eines Lichtprogrammes konstant 14
Stunden Licht am Tag zur Verfigung gestellt wurde, eine niedrigere
Testosteronkonzentration (2,8 + 0,6 ng/ml) nach als bei Tieren, die téaglich nur 10
Stunden Licht bekamen (13 £ 3,6 ng/ml).

Ein deutliches und bleibendes Abfallen der Testosteronkonzentration auf Werte
unterhalb des Ausgangswertes, wie sie Kluber et al. (1985, 1988) nach der
Applikation von Altrenogest an Eber sowie Squires et al. (1997) nach der
Applikation von Altrenogest an Hengste beobachteten, liegt bei den behandelten
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Ziegenbdcken nicht vor. Dieses steht im Gegensatz zu den erniedrigten
Testosteronwerten, welche in der Literatur mit immunologischen Methoden zur
Unterdrtickung der Hodenfunktion erreicht werden konnten, beispielsweise mit
der passiven Immunisierung gegen GnRH beim Schafbock (Lincoln und Fraser
1979) oder der aktiven Immunisierung gegen GnRH beim Ziegenbock (Godfrey
et al. 1996) und beim Schafbock (Brown et al. 1994; Cui et al. 2003; Janett et al.
2003; Jeffcoate et al. 1982; Schanbacher 1982; Ulker et al. 2009b).

Die bei dem kryptorchiden Ziegenbock Nr. 1 ermittelten Testosteronwerte lagen
im gleichen Bereich wie diejenigen der anderen Ziegenbdcke. Dieser Befund
deckt sich mit in der Literatur beschriebenen Beobachtungen bei kryptorchiden
Schafbécken (Schanbacher und Ford 1977; Schanbacher 1980).

5.3.5 Spermatologische Parameter

Die statistische Auswertung der spermatologischen Parameter wird erschwert
durch den mit vier Tieren pro Gruppe geringen Stichprobenumfang, die teilweise
vorkommenden Anejakulationen sowie die von Anfang an vorhandenen
individuellen, starken Unterschiede zwischen den Tieren. Betrachtet man die
Ergebnisse fiir das Ejakulatvolumen, so scheinen kaum Unterschiede zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe zu bestehen. Berticksichtigt werden muss jedoch
das stark unterschiedliche Ansprechen der Versuchstiere auf die Behandlung:
Wéhrend zwei der Versuchstiere (Tiere Nr. 6 und 7) trotz Altrenogest-Applikation
tierartspezifische Ejakulatmengen in zufriedenstellender Qualitdt absetzen,
konnte von den anderen beiden Tieren der Versuchsgruppe (Tiere Nr. 1 und 4)
wahrend des gesamten Versuchszeitraumes und dartber hinaus auch wéahrend
groRer Abschnitte des Beobachtungszeitraumes kein Ejakulat gewonnen
werden; erst am Zeitpunkt 7 setzen beide Tiere wieder eine kleine Menge
Ejakulat ab. In Verbindung mit der Auswertung des Libidoscores zeigen sich hier
deutlich die Auswirkungen der Behandlung. Die bei diesen beiden Tieren
gemachten Beobachtungen ubertreffen diejenigen von Johnson et al. (1998)
sowie Squires et al. (1997), welche Altrenogest in derselben Dosierung an
Hengste verabreichten, wie es in der vorliegenden Untersuchung bei
Ziegenbdcken gemacht wurde, und eine Abnahme der taglichen Ejakulatmenge
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und der Spermiengesamtzahl beobachten konnten.

Die individuellen Unterschiede im Ansprechen der Ziegenbdcke auf die
Behandlung mit Altrenogest miissen bei der Betrachtung aller spermatologischen
Parameter beriicksichtigt werden, da die guten Ejakulate zweier Versuchstiere
die Gesamtergebnisse beider Gruppen naher beieinander liegend erscheinen
lassen, als es die individuelle Betrachtung der Daten der einzelnen Tiere tut. Die
bei den Versuchstieren zumeist hdhere Gesamtspermienzahl erklart sich aus den
stets sehr guten Werten der Tiere Nr. 6 und 7 und den nicht vorhandenen
Ejakulaten der Tiere 1 und 4, fur die folgerichtig keine Gesamtspermienzahl
bestimmt werden konnte.

Besonders aufféllig sind die vermehrt auftretenden pathologischen
Veranderungen in den Ejakulaten der Versuchstiere. Es konnten vor allem Kopf-
und Schwanzanomalien festgestellt werden; dieses deckt sich ebenfalls mit den
Beobachtungen von Johnson et al. (1998) und Squires et al. (1997), die bei
Hengsten nach Behandlung mit Altrenogest einen signifikanter Anstieg von Kopf-
sowie Schwanz- und Mittelteilanomalitaten feststellten. In den erwahnten Studien
konnte eine Reversibilitat dieser Veranderungen beobachtet werden, und auch in
der vorliegenden Untersuchung gingen die pathologischen Veradnderungen im
Ejakulat der Versuchstiere wieder zuriick, wenn auch erst am Ende des
Beobachtungszeitraumes. Damit scheinen die Verdnderungen an den Ejakulaten
ebenso reversibel zu sein wie diejenigen, die nach einer aktiven Immunisierung
gegen GnRH bei Schafbdcken beobachtet wurden (Janett et al. 2003).
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine zuverlassige Unterdriickung der
Fortpflanzung beim Ziegenbock durch die Gabe von Altrenogest nicht gelungen
ist, da nicht bei allen behandelten Tieren die Ejakulation unterdriickt werden
konnte. Eine sichere Methode der Fortpflanzungsunterdrickung erfordert eine
nahezu einhundertprozentige Sicherheit. Der Mechanismus, mit dem Altrenogest
zur Induktion einer Pathospermie flhrt, sollte in weitergehenden Untersuchungen

beleuchtet werden.

5.3.6 Libidoscore
Insgesamt zeigt die Kontrollgruppe eine stéarker ausgeprégte Libido sexualis als
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die Versuchsgruppe. Wahrend zum Zeitpunkt 1 bei beiden Gruppen eine gut
ausgepragte Libido vorlag, nahm diese bei den Versuchstieren unter der
Behandlung ab. Dieses deckt sich mit den Ergebnissen von Zehnder et al. (2006),
die bei einem Zebrahengst eine deutliche Verminderung der Libido nach oraler
Applikation von 0,088 mg/kg Altrenogest beobachteten. Eine Dosis von 0,044
mg/kg, wie sie fiir Stuten empfohlen wird, hatte in der genannten Studie hingegen
keinerlei Auswirkungen auf das Verhalten des Hengstes.

Der Libidoscore der Versuchsgruppe liegt nicht nur wéhrend des
Versuchszeitraumes unter dem der Kontrollgruppe, sondern auch dariber
hinaus. Auch dieses Phianomen wurde zuvor schon von Johnson et al. (1998)
und von Squires et al. (1997) bei Hengsten beschrieben. Die Autoren vermuteten
hier aufgrund der deutlichen, auch Uber die Behandlung hinaus anhaltenden
Reduktion der Libido sexualis ein erlerntes Verhalten. In der eigenen
Untersuchung stieg die Libido sexualis der Versuchsgruppe zum Ende des
Beobachtungszeitraumes hin wieder an, sodass beim Ziegenbock eine
Reversibilitdt der mit der  Gestagen-Applikation  hervorgerufenen

Verhaltensanderung vorzuliegen scheint.

5.3.7 Histologische Untersuchung

Mithilfe  der histologischen  Untersuchung konnten am Ende des
Beobachtungszeitraumes in beiden Hoden aller Tiere Spermien nachgewiesen
werden. Die einzige Ausnahme stellt der rechte, intraabdominal gelegene Hoden
von Ziegenbock Nr. 1 dar; das histologische Bild dieses Hodens entspricht dem
in der Literatur beschriebenem histologischem Erscheinungsbild kryptorchider
Hoden (Huff et al. 1993; Mechlin und Kogan 2014).

Der durchschnittliche innere Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti der
Kontrollgruppe lag mit 205,64 + 22,3 uym leicht Gber dem der Versuchsgruppe
(201,86 + 46,78 um); die Differenz lasst sich durch das histologische Ergebnis
des intraabdominalen Hodens von Ziegenbock Nr. 1 erklaren, in welchem
deutlich geringere Tubulusdurchmesser als in den Ubrigen Schnitten gemessen
wurden (durchschnittlicher Durchmesser 96,68 um). Diese Ergebnisse haben bei

der relativ kleinen Probenzahl entsprechende Auswirkungen auf das
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Gesamtergebnis der Gruppe, sind aber auf den Kryptorchismus und nicht auf die
Gestagen-Applikation zuriickzufiihren. Die errechneten Werte liegen leicht
unterhalb der Messungen, die Delgadillo et al. (1995) bei adulten Ziegenb&cken
jeweils wahrend der Zuchtsaison (221 um) und auflerhalb der Zuchtsaison
ermittelt haben (211 ym) sowie oberhalb der Messungen von Bongso et al.
(1982), die bei neun Monate alten Tieren einen durchschnittlichen Durchmesser
der Tubuli seminiferi contorti von 174,5 £ 11,0 uym feststellten. Nishimura et al.
(2000) mafen bei sechs Monate alten Ziegenbdcke einen durchschnittlichen
Durchmesser von 198 + 1 um.

Nicht bestatigt werden konnten die von Okpe und Ezeasor (2016) gemachten
Beobachtungen, nach denen der skrotale Hoden eines einseitig kryptorchiden
Ziegenbockes signifikant héhere Tubulusdurchmesser als die beidseits
abgestiegenen Hoden gesunder Tieren vorwies. Mit 228,08 ym lag der
durchschnittliche Durchmesser der Hodentubuli des skrotalen Hodens von
Ziegenbock Nr. 1 zwar im oberen gemessenen Bereich, der Maximalwert von
229,56 ym wurde aber im rechten Hoden von Ziegenbock Nr. 7 gemessen.

In Studien zur Unterdriickung der Hodenfunktion durch immunologische
Verfahren, bei denen die histologische Untersuchung direkt im Anschluss an den
Versuchszeitraum durchgefihrt wurde, zeigten die Hoden ein anderes
histologisches Erscheinungsbild: So konnte unter anderem Prestel (2017) bei
juvenilen Ziegenbdcken, die ein GnRH-Implantat bekommen hatte, histologisch
bei einem von drei Versuchstieren keine Spermatogenese darstellen. Robertson
et al. (1982) stellten bei Bullen, welche zuvor gegen GnRH immunisiert worden
waren, eine partielle Atrophie sowie verzerrte Formen und verringerte
Durchmesser der Tubuli seminiferi contorti und eine verringerte Anzahl an
Spermatogonien fest. Kiyma et al. (2000) wiesen nach einer GnRH-
Immunisierung bei Schafbécken ebenfalls verringerte Tubulus-Durchmesser
sowie bei einigen Tieren sogar eine vollstédndige Abwesenheit von Spermatozoen
nach; &dhnliche histologische Ergebnisse erzielten Ferro et al. (2004) bei
Schafbécken nach einer GnRH-Vakzination sowie Ulker et al. (2009a, 2009b) bei
Schaf- und Ziegenbdcken, die zuvor mit einem rekombinanten GnRH-

Fusionsprotein behandelt worden waren.
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5.4 Schlussfolgerungen fiir die Praxis

Die einfache Anwendung des bereits fir Schweine und Pferde zugelassenen
Praparates hat sich in der vorliegenden Studie bestétigt. Durch die orale
Applikation ist das Verfahren nicht invasiv und es konnten keine unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen an den Tieren festgestellt werden. Auch zeigte die
Behandlung keine deutlichen Auswirkungen auf die kdrperliche Entwicklung der
Ziegenbdcke. Das sonographische Erscheinungsbild der Hoden verénderte sich
nicht, die im Ultraschallbild gemessenen Grauwerte sowie die im Blut gemessen
Testosteronwerte blieben im Gruppendurchschnitt ebenfalls unbeeinflusst.
Hinsichtlich der Hodenkonsistenz und der Ejakulatmengen zeigten die
Versuchstiere ein individuell sehr unterschiedliches Ansprechen auf die
Behandlung; die Libido sexualis ging insgesamt bei allen Versuchstieren zurtck,
die Anzahl pathologisch verdnderten Spermien im Ejakulat war im
Gruppenvergleich insgesamt erhoht. Auffallig war der Zusammenhang zwischen
Hodenkonsistenz und Anejakulation: Bei den Versuchstieren Nr. 1 und 4 wurde
neben einer deutlich weicheren Konsistenz der Hoden auch eine Anejakulation
wahrend des Behandlungszeitraumes beobachtet. Versuchstier Nr. 7 zeigte nur
zeitweise eine weichere Hodenkonsistenz und konnte wéhrend des gesamten
Versuchszeitraumes erfolgreich abgesamt werden, jedoch lagen im Vergleich zu
den Kontrolltieren eine schlechtere Massenbewegung der Spermien, ein
geringerer Anteil lebender Spermien sowie ein héherer Anteil pathologisch
veranderter Spermien vor. Das Versuchstier Nr. 6 zeigte weder in der
Hodenkonsistenz noch in den Spermaparametern eine Reaktion auf die
Behandlung.

Ausschlaggebend fur das individuell unterschiedliche Ansprechen der
Ziegenbdcke auf die Behandlung koénnten unter anderem Fehler bei der
Verabreichung des Altrenogests sein. Dieses kann jedoch weitestgehend
ausgeschlossen werden, da die orale Gabe stets von mir selbst sowie stets zur
gleichen Tageszeit durchgefihrt wurde. Die Medikamentenapplikation wurde von
den Ziegenbdcken zudem problemlos akzeptiert, sodass dieses als Ursache
unwahrscheinlich erscheint.

Die Bioverfugbarkeit eines Arzneimittels wird durch dessen physikalische und
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chemische Eigenschaften, durch die Freisetzung aus der jeweils vorliegenden
Darreichungsform, durch die Resorption des Arzneimittels und den First-Pass-
Effekt bestimmt. Der First-Pass-Effekt bezeichnet die Metabolisierung eines
Arzneimittels in der Leber vor Erreichen des systemischen Kreislaufes (siehe
Ubersicht bei Fink und Frey 2016). Bei der oralen Applikation eines Wirkstoffes
kommt der enteralen Resorption eine besondere Bedeutung zu. So kann die
Resorption einer Substanz durch eine verminderte intestinale Durchblutung,
durch den Fullungszustand des Magens, durch die Geschwindigkeit der
Magenentleerung und die Darmmotilitéat und die damit verbundenen Verweildauer
im Gastrointestinaltrakt beeinflusst werden. Bei Wiederkduern wird die
Resorption aus dem groRvolumigen Pansen besonders durch die dort
stattfindende starke Verdiinnung verlangsamt. Zudem kénnen Wirkstoffe durch
das im Pansen herrschende mikrobielle Milieu inaktiviert werden (siehe Ubersicht
bei Fink und Frey 2016).

Hegger (2005) wies bei Pferden deutliche individuelle Unterschiede hinsichtlich
der Metabolisierung und Elimination von Altrenogest nach: Bei drei von zehn
Pferden war bereits 20 Stunden nach mehrtégiger oraler Applikation von 0,044
mg/kg Altrenogest kein Plasmaspiegel mehr nachweisbar, bei zwei Pferden
konnte noch nach 48 Stunden ein Wirkstoffspiegel gemessen werden. Auch die
gemessenen Hochstkonzentrationen variierten deutlich. Nach der oralen
Applikation von 0,088 mg/kg Altrenogest konnten hingegen bei allen Pferden
Plasmakonzentrationen von Altrenogest uber 24 bis 72 Stunden gemessen
werden (Ellis et al. 2019), nach der intramuskularen Injektion von Altrenogest bei
Pferden sogar Uber 148 Stunden (McConaghy et al. 2016). M&glicherweise kann
das divergierende Ansprechen der Ziegenbdcke auf die Behandlung ebenfalls
mit individuellen Unterschieden hinsichtlich der erreichten Héchstkonzentration
von Altrenogest im Plasma sowie mit der Dauer der Aufrechterhaltung eines
Wirkstoffspiegels erklart werden. Ein Ansatz zur Verbesserung des Ansprechens
kénnte hier eine Erhéhung der Applikationsfrequenz, eine Erhéhung der
Dosierung oder eine veranderte Applikationsart sein.

Auch beim Einsatz von Altrenogest zur Rosseunterdriickung bei der Stute wird
als ein Hauptgrund fur die Unwirksamkeit der Behandlung eine nicht
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kontinuierliche oder unterdosierte Verabreichung genannt (Aurich und Kuhl
2017). Die gewahlte Dosierung von 0,088 mg/kg entspricht der Dosis, mit der
Effekte auf die Gonadenfunktion adulter Hengste erzielt werden konnte (Squires
et al. 1997). Die fur Stuten empfohlene Dosis von 0,044 mg/kg hatte hingegen
keine signifikanten Auswirkungen auf sexuell orientiertes Verhalten und
Spermaparameter bei Hengsten (Heninger 1999; Miller et al. 1997). Bei Ebern
wurde eine Dosis von 20 mg Altrenogest pro Tier verabreicht (Kluber et al. 1985,
1988). Diese Dosis basierte auf einer Untersuchung zur Ostrusunterdriickung bei
Sauen, in welcher Dosen von 20 und 40 mg pro Tier als am effektivsten
ausgemacht wurden; die minimale effektive Dosis betrug 10 bis 20 mg pro Tier
(Kraeling et al. 1981). Die Ziegenbdcke wiesen zu Beginn der Untersuchungen
ein durchschnittliches Koérpergewicht von 34,2 kg auf und bekamen
dementsprechend eine durchschnittliche Dosis von 3 mg Altrenogest verabreicht.
Méglicherweise war diese Dosierung aufgrund der tierartlichen, intraindividuellen
und umweltbedingten Unterschiede hinsichtlich der Resorption und der
Metabolisierung des Wirkstoffes nicht ausreichend, um eine zuverlassige
Unterdriickung der Gonadenfunktion bei allen Versuchstieren zu erreichen.

Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde ein Versuchszeitraum von sieben
Wochen gewahlt. Kluber et al. (1985) konnten bei der Anwendung von
Altrenogest bei Ebern bereits nach einer Woche erniedrigte Testosteronwerte im
Plasma feststellen. In den anderen vorliegenden Untersuchungen zur
Anwendung von Altrenogest beim maénnlichen Tier wurden die
Folgeuntersuchungen teilweise in relativ groen zeitlichen Abstdnden
durchgefiihrt, sodass nicht immer genau gesagt werden kann, ab wann
Verénderungen vorlagen: Johnson et al. (1998) beobachteten bei einer ersten
Folgeuntersuchung nach achtwdchigen Behandlung Auswirkungen auf
HodengréfRe, Spermaparameter und Verhalten bei mit Altrenogest behandelten
Hengsten. Bei Squires et al. (1997) wurde bei Hengsten nach acht
Behandlungstagen noch kein Rickgang der Testosteronkonzentration
gemessen, bei der nachsten erfolgten Blutuntersuchung nach 51 Tagen war die
Testosteronkonzentration hingegen signifikant erniedrigt. Absamungen und

spermatologische Untersuchungen wurden einmal wéchentlich vorgenommen;
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hier konnten Verdnderungen des sexuell orientierten Verhaltens ab Tag 42
beobachtet werden, nach 46 Tagen stieg die Anzahl pathologisch veréanderter
Spermien im Ejakulat signifikant an, nach 86 Tagen kam es zu einem
signifikanten Riickgang der téglichen Spermienmenge. Der Skrotalumfang wurde
erstmals nach 50 Tagen gemessen und war zu diesem Zeitpunkt signifikant
niedriger als zu Versuchsbeginn. Einige Resultate der Behandlung mit
Altrenogest konnten hier also erst zu einem Zeitpunkt nachgewiesen werden, zu
dem der bei den Ziegenbdcken gewahlte Versuchszeitraum schon beendet war.
Dieses ist vermutlich teilweise auf die niedrige Frequenz in der Durchfiihrung der
Untersuchungen zuriickzufiihren; dennoch ist es moglich, dass bei den
Ziegenbdcken eine Behandlung Uber einen langeren Zeitraum einen
nachweisbaren Behandlungseffekt bei allen Versuchstieren zur Folge gehabt
héatte.

Zusammenfassend kann Altrenogest in einer Dosis von 0,088 mg/kg nicht zur
kurzfristigen, reversiblen Fortpflanzungsunterdriickung beim Ziegenbock

empfohlen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine nicht-invasive und reversible Methode
zur Ausschaltung der Geschlechtsfunktion beim Ziegenbock zu evaluieren. In der
Literatur werden zwar verschiedene Ansatze beschrieben, jedoch konnten bisher
keine vollstandig zufriedenstellenden Ergebnisse hinsichtlich der zuverlassigen
Fruchtbarkeitsunterdriickung, der Reversibilitdt sowie der zeitlichen Steuerung
der untersuchten Methoden beim adulten Ziegenbock gefunden werden.

Beim Hengst sowie beim Eber wurde die Dauergabe von Altrenogest zur
reversiblen Unterdriickung der Gonadenfunktion beschrieben. Um die Wirkung
derselben beim Ziegenbock zu tUberprifen, wurde einer Gruppe von vier adulten
Ziegenbdcken 0,088 mg/kg Altrenogest téglich per os verabreicht. Zeitgleich
wurde einer Kontrollgruppe von vier Tieren dieselbe Menge einer fiinfprozentigen
Glukoselésung per os verabreicht. Die Applikation des Gestagens fand Uber
sieben Wochen statt, anschlieBend wurde sieben Wochen lang die Reversibilitat
der durch die Medikation verursachten Verdnderungen beobachtet.

Um die Auswirkungen der Behandlung auf die Tiere erheben zu kénnen, wurden
an allen Tieren klinische Untersuchungen, sonographische Untersuchungen der
Hoden inklusive eindimensionaler Grauwertanalyse, Testosteronbestimmungen
im Blut sowie Untersuchungen von Spermaparametern durchgefiihrt. Weiterhin
wurde das sexuell orientierte Verhalten anhand eines Libidoscores beurteilt.
Nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes wurden die Tiere kastriert und die

Hoden histologisch untersucht.

Es konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

- Die Behandlung mit Altrenogest hatte keine Auswirkungen auf die
kérperliche Entwicklung der Tiere.

- Das Hodenvolumen sowie die Tiefe beider Hoden waren bei den
Versuchstieren signifikant geringer als bei den Kontrolltieren.

- Deutlich und anhaltend verénderte sich die Konsistenz der Hoden von

zwei Versuchstieren. Diese Verdnderungen waren reversibel, die
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ermittelten Werte aufgrund des geringen Stichprobenumfanges statistisch
nicht signifikant.

- Die Gestagenapplikation hatte keine Auswirkungen auf das
sonographische Erscheinungsbild der Hoden sowie die Ergebnisse der
computergestiitzten eindimensionalen Grauwertanalyse.

- Es konnten keine Auswirkungen der Behandlung auf die
Testosteronkonzentration im Plasma festgestellt werden.

- Im Gruppenvergleich wiesen die Ejakulate der Versuchstiere eine
signifikant hdhere Gesamtzahl an pathologisch veranderten Spermien auf.

- Der ermittelte Libidoscore ergab eine geringer ausgepragte Libido
sexualis bei den Versuchstieren als bei den Kontrolltieren. Diese
Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant.

- Die Gestagenapplikation hatte keine Uber den Beobachtungszeitraum
hinaus bleibenden Auswirkungen auf das histologische Erscheinungsbild

der Hoden.

Altrenogest in einer Dosis von 0,088 mg/kg ist nicht zur reversiblen

Unterdriickung der Fortpflanzungsfunktion beim Ziegenbock geeignet.
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7 SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate a non-invasive and reversible
method for the downregulation of the gonadal function in the billy goat. Several
approaches are described in literature, but none of them could reach completely
satisfying results concerning secure suppression of fertility, reversibility and
terminability in the adult billy goat.

The permanent application of Altrenogest causes a reversible downregulation of
the gonadal function in the stallion as well as in the boar. To test this method in
the goat, a daily dose of 0,088 mg/kg Altrenogest was given orally to a group of
four adult male goats. At the same time, a control group of four male goats was
given the same amount of a 5 % glucose solution orally. The application of the
gestagen was performed for seven weeks; after this, the reversibility of the effects
of the medication was observed for another seven weeks.

To elevate the impacts of the treatment, all animals were checked clinically;
furthermore, sonographic examinations of the testes including computer assisted
grey scale analysis were performed, the concentration of testosterone in the
blood was measured and sperm analyses were made. A libidoscore was
established to evaluate the sexual orientated behavior. Subsequent to the period
of observation, all goats were castrated and the testes were examined

histologically.

The following results have been reached:

- The treatment with Altrenogest had no consequences for the physical
development of the animals.

- The volume of the testes as well as the depth of both testes were significantly
lower in the treated animals than in the control animals.

- The consistency of the testes changed clearly and prolonged in two of the
treated animals. These changes were reversible but statistically not significant.

- The application of the gestagen had no impact on the sonographic appearance

of the testes nor on the results of the computer assisted one-dimensional grey
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scale analysis.

- The treatment had no effects on the concentration of plasma testosterone.

- The treated animals had a significant higher amount of sperm defects within
their ejaculate.

- The libidoscore showed less libido sexualis in the treated animals than in the
control animals. These results were statistically not significant.

- The application of the gestagen had no consequences on the histological
appearance of the testes that outreached the period of observation.

Altogether, the application of Altrenogest in a dose of 0,088 mg/kg is an

inappropriate method to downregulate the gonadal function in billy goats.
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9 ANHANG

9.1 Korperliche Parameter

Koérpergewicht (kg)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt [ _

x s x S
1 35,40 2,51 33,45 3,83
2 38,00 4,02 36,80 3,97
3 39,15 4,26 37,80 5,56
4 40,75 4,65 39,45 6,47
5 41,80 4,82 40,85 6,65
6 41,25 5,35 39,20 6,80
7 43,80 4,62 40,40 6,43
Korperlange (cm)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s x s
1 107,75 3,40 107,75 3,20
2 110,00 3,92 109,25 4,03
3 110,25 4,27 110,25 3,68
4 112,25 2,87 111,75 3,30
5 114,00 3,37 113,25 2,22
6 116,25 2,99 114,25 0,50
7 117,75 2,63 114,75 0,82
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Widerristhdhe (cm)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 67,25 3,59 66,75 4,57
2 67,75 3,40 67,25 4,99
3 68,25 2,75 68,50 2,65
4 69,00 3,37 69,00 2,58
5 70,38 2,63 70,50 3,1
6 71,75 2,22 70,75 4,19
7 72,00 2,16 72,50 4,27
Hodenldnge links (cm)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s x s
1 10,50 1,15 8,92 1,16
2 9,50 1,28 8,00 1,48
3 8,55 1,63 7,25 1,46
4 9,93 0,35 7,33 0,53
5 7,98 0,87 7,63 1,22
6 9,03 0,94 7,88 1,06
7 8,70 0,70 7,78 1,64
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Hodenldnge rechts (cm)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s x s
1 10,60 1,16 9,57 0,55
2 9,55 1,20 8,43 0,99
3 8,73 1,45 7,90 0,62
4 9,84 0,19 7,52 0,32
5 8,05 0,72 8,22 0,50
6 9,03 0,92 8,40 0,46
7 8,75 0,61 8,72 0,49
Hodenbreite links (cm)
Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s X s
1 4,75 0,46 4,69 0,63
2 4,31 0,42 3,80 0,41
3 3,99 0,19 3,91 0,58
4 4,28 0,22 3,68 0,44
5 4,03 0,28 3,95 0,37
6 4,23 0,12 4,26 0,61
7 4,46 0,38 4,53 0,52
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Hodenbreite rechts (cm)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 4,75 0,45 4,53 0,38
2 4,28 0,33 3,63 0,47
3 4,09 0,30 3,60 0,45
4 4,28 0,22 3,50 0,35
5 4,13 0,22 3,95 0,38
6 4,23 0,21 3,87 0,41
7 4,51 0,52 4,20 0,17
Hodenbreite rechts (cm)
Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s X s
1 4,75 0,45 4,53 0,38
2 4,28 0,33 3,63 0,47
3 4,09 0,30 3,60 0,45
4 4,28 0,22 3,50 0,35
5 4,13 0,22 3,95 0,38
6 4,23 0,21 3,87 0,41
7 4,51 0,52 4,20 0,17
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Hodentiefe links (cm)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 5,75 0,50 4,58 0,15
2 4,38 0,54 3,48 0,24
3 4,25 0,54 3,30 0,29
4 4,78 0,66 3,30 0,37
5 3,98 0,51 3,33 0,21
6 3,78 0,54 0,90 0,41
7 4,18 0,29 3,65 0,58
Hodentiefe rechts (cm)
Zeitpunkt Ifontrollgruppe \_/ersuchsgruppe

x s x s
1 5,79 0,46 4,60 0,20
2 4,38 0,56 3,50 0,20
3 4,29 0,54 3,43 0,25
4 4,68 0,71 3,10 0,31
5 3,74 0,51 3,25 0,30
6 3,83 0,56 3,73 0,06
7 4,05 0,17 3,70 0,10
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Hodenvolumen (cm?)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _ _

x s x s
1 152,65 31,94 101,51 10,64
2 95,73 28,46 54,86 10,98
3 79,94 28,53 48,81 11,06
4 105,30 21,30 45,78 6,07
5 66,41 15,09 52,59 11,03
6 76,21 16,05 67,31 9,07
7 84,83 16,03 66,43 9,30
Hodenvolumina (cm?3)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt

Ziege Nr. Ziege Nr.
1 2 178,54 1 100,91
2 2 112,81 1 48,86
3 2 78,49 1 40,95
4 2 105,88 1 53,702
5 2 82,51 1 43,54
6 2 83,88 1 76,91
7 2 86,96 1 53,95
1 3 160,44 4 105,94
2 3 83,7 4 64,47
3 3 66,93 4 58,58
4 3 114,15 4 44,62
5 3 52,41 4 42,6
6 3 57,9 4 68,14
7 3 66,08 4 70,99
1 5 106,12 6 112,08
2 5 61,14 6 63,71
3 5 54,26 6 58,03
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4 5 75,7 6 38,97
5 5 54,75 6 63,16
6 5 68,86 6 69,16
7 5 81,38 6 75,47
1 8 165,48 7 87,1
2 8 120,26 7 42,4
3 8 120,08 7 37,66
4 8 125,47 7 45,82
5 8 75,98 7 61,06
6 8 94,22 7 55,04
7 8 104,91 7 65,3
Hodenkonsistenz
Zeitpunkt Ifontrollgruppe \_/ersuchsgruppe

x s x s
1 1,00 0,00 1,00 0,00
2 1,00 0,00 2,00 1,15
3 1,00 0,00 2,00 1,15
4 1,00 0,00 2,50 1,00
5 1,00 0,00 2,25 0,96
6 1,00 0,00 1,75 0,96
7 1,00 0,00 1,25 0,50
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Hodenkonsistenz

(Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, Wechselwirkung Gruppe x Zeit)

Zeitpunkt | p =

0,21

0,21

0,07

0,07

0,21

0,50

N O O | W N =

0,67

9.2 Grauwertanalyse

Grauwert Parenchym

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | -

x s x s
1 21,44 2,26 18,03 5,03
2 21,98 3,04 19,55 3,86
3 20,40 3,99 20,67 0,78
4 22,91 1,85 23,00 2,53
5 20,63 3,56 20,13 1,69
6 21,40 3,22 23,07 1,85
7 23,79 2,09 24,58 1,00
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9.3 Testosteronkonzentration

Testosteronkonzentration (ng/ml)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

X9 SF Xg SF
1 0,50 0,14 0,38 0,17
2 2,15 3,58 0,60 0,47
3 0,73 0,54 1,18 1,43
4 1,30 1,15 3,25 3,82
5 2,03 1,75 1,45 1,78
6 2,03 1,65 2,55 1,49
7 1,68 1,63 4,63 3,09
Testosteronkonzentration (nmol/l)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt

Xg SF g SF
1 1,73 0,57 1,25 0,70
2 7,40 12,43 2,13 1,65
3 2,48 1,91 4,20 4,92
4 4,43 3,99 11,38 13,28
5 7,13 6,05 5,03 6,24
6 7,00 5,66 8,83 5,16
7 5,73 5,64 16,08 10,68
Testosteronkonzentration
Ziege Nr. Zeitpunkt ng/ml nmol/ml
1 1 0,4 1,3
1 2 0,4 1,4
1 3 0,2 0,9
1 4 0,3 1,2
1 5 0,4 1,2
1 6 3,5 12,1
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1 7 23 8,0
2 1 06 2,0
2 2 07 24
2 3 15 52
2 4 28 96
2 5 17 6.1
2 6 42 14,4
2 7 23 7.9
3 1 06 2,2
3 2 75 26,0
3 3 07 24
3 4 03 09
3 5 04 15
3 6 24 84
3 7 03 1,0
4 1 0.2 06
4 2 04 13
7 3 05 1,8
4 4 04 1,4
4 5 09 3.1
4 6 24 84
4 7 8,9 30,8
5 1 03 09
5 2 03 1,0
5 3 04 1,2
5 4 1,6 55
5 5 15 5.2
5 6 06 2.1
5 7 04 13
6 1 06 2,2
6 2 13 4,6
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6 3 0,7 2,6
6 4 3,9 13,6
6 5 0,4 1,5
6 6 0,5 1,7
6 7 2,4 8,4
7 1 0,3 0,9
7 2 0,3 1,2
7 3 3,3 11,5
7 4 8,4 29,3
7 5 4.1 14,3
7 6 3,8 13,1
7 7 4,9 17,1
8 1 0,5 1,8
8 2 0,1 0,2
8 3 0,3 1,1
8 4 0,5 1,7
8 5 4,5 15,7
8 6 0,9 3,1
8 7 3,7 12,7
9.4 Spermatologische Parameter

Ejakulatvolumen (ml)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt

X9 SF Xg SF
1 0,60 0,29 0,60 0,24
2 0,43 0,26 0,50 0,42
3 0,30 0,17 0,80 0,28
4 0,43 0,17 0,48 0,04
5 0,33 0,15 0,40 0,42
6 0,35 0,21 0,35 0,21
7 0,37 0,25 0,20 0,21

167




ANHANG

pH-Wert
Zeitpunkt Ifontrollgruppe Yersuchsgruppe

x s x s
1 6,63 0,22 6,98 0,41
2 6,70 0,22 6,60 0,14
3 6,80 0,35 6,60 0,28
4 6,73 0,32 7,05 0,21
5 6,90 0,14 7,50 0,71
6 7,00 0,00 7,20 0,00
7 6,97 0,64 6,85 0,21
Massenbewegung

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | -

x s X s
1 2,00 0,82 2,25 0,50
2 2,25 0,96 3,00 0,00
3 3,00 0,00 1,00 1,41
4 1,75 0,96 1,50 2,12
5 2,00 1,41 1,50 2,12
6 2,33 0,58 1,00 1,41
7 1,33 1,53 1,00 1,41
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Massenbewegung

(Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, Wechselwirkung Gruppe x Zeit)

Zeitpunkt | p =

0,47

0,10

0,33

0,27

0,20

0,50

N O O | W N =

0,33

Vorwirtsbewegung (%)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 73,75 11,48 87,50 5,00
2 71,25 16,52 62,50 3,54
3 70,00 20,00 50,00 28,28
4 67,50 9,57 77,50 10,61
5 81,25 13,15 62,50 31,82
6 70,00 17,32 45,00 49,50
7 55,00 37,75 57,50 38,90
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Ortsbewegung (%)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 1,67 2,89 10,00 14,14
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
Anteil lebender Spermien (%)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 62,25 20,53 86,63 8,72
2 65,50 2,04 77,75 11,67
3 62,50 27,03 52,00 4,24
4 54,00 20,96 63,50 13,44
5 72,36 17,12 62,50 48,79
6 67,50 8,26 40,00 17,68
7 45,50 41,90 53,50 43,13
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Dichte (Mio/pl)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 2,58 1,49 3,65 1,87
2 1,29 0,55 3,61 0,35
3 1,11 0,34 2,17 0,76
4 1,33 1,07 2,81 0,78
5 1,38 0,93 1,36 0,10
6 1,71 0,97 1,52 0,84
7 2,44 1,35 2,88 1,75
Gesamtspermienzahl (Mio)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 1,66 1,27 2,11 1,14
2 0,54 0,32 1,73 1,36
3 0,37 0,32 1,84 1,22
4 0,68 0,68 1,32 0,27
5 0,50 0,50 0,75 0,97
6 0,68 0,48 0,62 0,62
7 1,07 0,85 0,82 0,00
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Pathologisch verdnderte Spermien (%)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 2,75 2,25 4,13 4,11
2 2,00 2,04 7,25 5,30
3 2,67 1,26 6,25 0,35
4 2,25 1,94 7,75 9,55
5 1,88 1,44 8,75 8,13
6 1,00 1,00 9,50 9,90
7 2,67 2,02 3,00 2,82
Abgeloste Kopfe (%)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 0,63 0,48 1,00 2,00
2 0,63 0,63 0,00 0,00
3 0,17 0,29 0,00 0,00
4 1,50 2,04 1,50 1,41
5 0,25 0,50 2,00 0,71
6 0,00 0,00 2,25 0,35
7 0,83 1,04 2,75 3,18
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Abgeknickte Schwanze (%)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 1,13 1,60 1,63 1,32
2 0,38 0,48 2,25 1,77
3 0,67 0,76 4,25 2,47
4 0,25 0,29 1,00 1,41
5 0,00 0,00 0,75 1,06
6 0,50 0,50 0,50 0,00
7 0,33 0,58 0,25 0,35
Schleifenféormige Schwanze (%)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 0,38 0,48 0,50 0,58
2 0,13 0,25 0,00 0,00
3 1,50 1,80 2,00 2,83
4 0,38 0,48 0,25 0,35
5 0,63 0,75 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,50 0,71
7 0,83 1,44 0,00 0,00
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Aufgerollte Schwanze (%)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 0,25 0,29 2,13 2,46
2 0,50 0,71 3,75 5,30
3 0,33 0,58 0,00 0,00
4 0,13 0,25 4,75 6,72
5 0,50 0,71 5,50 7,78
6 0,33 0,58 6,00 8,48
7 0,67 1,15 0,00 0,00
Abaxiale Schwanzansitze (%)

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | _

x s X s
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
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Plasmatropfen (%)

Zeitpunkt Kontrollgruppe Versuchsgruppe

x s x s
1 0,38 0,48 1,88 1,44
2 0,38 0,48 1,25 1,77
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,25 0,35
5 0,50 1,00 0,50 0,71
6 0,17 0,29 0,25 0,35
7 0,00 0,00 0,00 0,00

9.5 Libidoscore

Kontrollgruppe Versuchsgruppe
Zeitpunkt | — _

x s X s
1 3,50 0,58 3,75 0,50
2 3,00 1,15 2,00 2,31
3 2,75 1,89 2,50 1,73
4 3,00 0,82 2,50 1,73
5 3,25 0,96 2,25 2,06
6 2,50 1,91 1,75 2,06
7 2,75 1,89 3,00 1,15
Libidoscore

(Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, Wechselwirkung Gruppe x Zeit)

Zeitpunkt | p =

0,32

0,50

0,32

0,21

0,29

| ] | W N =

0,50
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’ 7 ‘ 0,40

9.6 Durchmesser Tubuli seminiferi contorti (um)

9.6.1 Kontrollgruppe

Linker Hoden Rechter Hoden
Tier Nr. | — _

x s x s
2 207,71 28,24 199,66 17,72
3 196,48 16,75 225,67 14,25
5 204,51 18,60 195,18 22,95
8 215,61 20,53 200,82 18,05

Gruppe gesamt: x = 205,64, s = 22,30

9.6.2 Versuchsgruppe

Linker Hoden Rechter Hoden
Tier Nr. | _

x s x s
1 228,08 42,40 96,68 8,09
4 214,87 16,64 232,24 12,96
6 205,02 20,78 208,92 20,43
7 199,50 19,85 229,56 16,72

Gruppe gesamt: x = 201,86, s = 46,78
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