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1. Einleitung

1.1. Problemstellung / Wissensstand

Die Bestimmung endogener Steroide wurde bislang immer im Hinblick auf einzelne
ausgewdhlte Hormone durchgefiihrt. So dient sie in der Pferdezucht vor allem der Diagnose
und Behandlung von Fruchtbarkeitsstorungen.

Im Rahmen systematischer Dopingkontrollen werden dagegen Analysen mehrerer
ausgewdhlter Steroide durchgefiihrt. Die Auswahl der Pferde erfolgt in diesen Fillen nach
dem Zufallsprinzip oder in einem begriindeten Verdachtsfall. Dieser kann sich bereits bei der
klinischen Untersuchung ergeben, wenn z.B. Stuten ein hengstartiges Verhalten zeigen.

Nach dem derzeitigen Stand der endokrinologischen Forschung sind jedoch solche
Virilisierungssymptome  nicht  notwendigerweise  auf eine  Hormonbehandlung
zurlickzufiihren. Sie konnen auch durch verschiedene endogene Stérungen im
Steroidstoffwechsel hervorgerufen werden. Hierzu zdhlen krankhafte organische
Verdnderungen der Ovarien, wie Ovarhdmatome und Ovarneoplasien, die sich klinisch durch
eine maskuline Muskelentwicklung ( MEYERS-WALLEN, 1997 ), anhaltende Rosse oder
Azyklie ( PIQUETTE, 1990 ) und endokrinologisch durch erhohte Testosteronwerte
(STABENFELDT, 1979) &duf3ern kdnnen.

Weiterhin sind in der Humanmedizin bereits verschiedene erbliche Enzymdefekte bekannt,
die unter dem Begriff Adrenogenitales Syndrom ( AGS ) zusammengefal3t werden ( vergl.

Abb.1 ) und ebenfalls zu Virilisierungserscheinungen fiithren.



Cholesterin

Pregnenolon
| 3]3_
Dehydrogenase
Progesteron

T (2] '

17a. - Hydroxyprogesteron

218
T

l + 118

Aldosteron Cortisol Andrggene

Abb.1 : Schema zum Mechanismus der gesteigerten Androgenproduktion der Nebenniere bei
Enzymdefekten der 21 - Hydroxylase, der 11p- Hydroxylase
sowie der 33- Dehydrogenase ( GREILING , 1989 )

Eine Androgen-Uberproduktion wird dabei durch Stérungen der Cortison-Biosynthese
verursacht, die iiber eine Entkopplung der negativen adrenal-hypophysiren Feedbackregelung
zu einem ACTH-abhidngigen adrenalen Hyperandrogenismus fithren. Ob diese Stérungen
ursichlich fiir den bei Stuten auftretenden adrenalen Virilismus ( Fertilititsstorungen,
GebiBanomalien, physische und psychische Maskulinisierung ) sein konnte, ist bisher noch
unklar. Naheliegend wére ein Defekt der 21 - Hydroxylase, der auch beim Menschen in 95%
der Félle die Ursache fiir das Auftreten des adrenogenitalen Syndroms ist.

Das Gen fiir die Steroid-21-Hydroxylase befindet sich in der MHC-Region und ist mit dem
C4-Gen gekoppelt. Bisher gibt es jedoch keinen Hinweis auf eine C4- und 21- Hydroxylase
Genkopplung bei der Stute ( KAY etal., 1987).



In einem fritheren Projekt wurde auf der Basis der Gaschromatographie/Massenspektrometrie
( GC/MS ) ein neues spezifisches Analyseverfahren flir den qualitativen und quantitativen
Nachweis endogener Steroide in Pferdeurinen mit einer groBen Substanzpalette entwickelt
und validiert ( STROMPEN, 2001 ), das zur Untersuchung der vorliegenden Fragestellung

herangezogen werden kann.

1.2. Zielsetzung

Im Bereich der Dopinganalytik ist die quantitative Bestimmung und die Festlegung von
Referenzbereichen und Referenzlimits endogener Steroide gerade in Bezug auf den
Aussagewert der durchgefiihrten Analyse von grofer Bedeutung.

Ziel des zu beschreibenden Vorhabens ist es, auf der Basis der in einem Forschungsprojekt
von STROMPEN (2001) entwickelten gaschromatographisch- massenspektrometrischen
Harnsteroidprofilanalyse konkrete Angaben zu Referenzwerten des endogenen Steroidprofils
hinsichtlich ihrer Geschlechtsmerkmale unauffdlliger Stuten zu machen. Dabei wird ein
rassenspezifischer Vergleich zwischen Warm- und Vollblutstuten angestrebt sowie das
jeweilige Zyklusstadium der Stuten beriicksichtigt. Desweiteren sollen zum Vergleich
Steroidprofile von aufgrund verschiedener endogen verursachter Stérungen virilisierter Stuten
der gleichen Rassen auf Abweichungen analysiert werden. Als Einflussfaktoren werden Alter,
ovarielle Defekte, Virilisierungsstirke und Reproduktionsstatus in die Untersuchung mit

einbezogen.



2. Material und Methoden
2.1. Probenmaterial
Das Probenmaterial bestand aus drei unterschiedlichen Probenarten:

1. Zvklusunabhingige anonyme Harnproben von Stuten

Fiir den ersten Teil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen standen Urinproben

aus der Routine-Dopinganalytik der Jahre 2000 und 2001 zur Verfiigung ( s.Tabelle 1)

Tab. 1 : Jahresstatistik 2000/01: Anzahl der Harnanalysen, durchgefiihrt im Auftrag

deutscher Pferdesportverbiande

Verband 2000 2001
Deutsche Reiterliche Vereinigung 707 469
Direktorium fur Vollblutzucht und Rennen 927 1031
National Racing Horse Ass. Germany 14 15

Trotz Anonymitét der einzelnen Harnproben konnen diese nach Geschlecht, Alter und Rasse
der zugehorigen Pferde unterteilt und somit verschiedenen Pferdepopulationen zugeordnet
werden. Die Referenzpopulationen bestanden aus Stuten der Rassen Vollblut ( n=272 ) und
Warmblut ( n=260 ), bei denen eine Beeinflussung des Steroidprofils durch Anabolika,
Corticosteroide und Proteohormone ( Gonadotropine, ACTH ) ausgeschlossen war. Allerdings

war die Zyklusphase, in der die Harnproben gewonnen wurden, nicht bekannt.

2. Harnproben, gezielt entnommen im Ostrus und Diostrus der Stuten

Es wurden weiterhin jeweils 20 Harnproben von in der Geschlechtsausprigung unauffalligen
Stuten der Rassen Voll- und Warmblut genommen. Davon befanden sich 10 Stuten im Ostrus
und 10 Stuten im Didstrus. Um einen mdglichst einheitlichen Zeitpunkt der Probenentnahme
zu garantieren, wurden neben der Beobachtung der klinischen Rosse Follikelkontrollen
durchgefiihrt. Die Harnproben wurden bei einem Follikeldurchmesser von durchschnittlich 45
mm, also etwa einen Tag vor der Ovulation ( GINTHER, 1979 ), genommen. Bei denselben

Stuten wurden dann 10 Tage spiter, also im Didstrus, noch einmal Harnproben entnommen.



3. Harnproben von Stuten mit Virilisierungserscheinungen

Die Probengewinnung erfolgte auf verschiedenen Gestiiten, bzw. Reitbetrieben, in denen bei
Stuten Symptome einer Virilisierung durch den behandelnden Tierarzt diagnostiziert worden

waren. Insgesamt wurden Harnproben von 49 Stuten genommen. Die Rassenverteilung war

folgende:
- Warmblutstuten: 27
- Vollblutstuten: 22

Mogliche Einflufifaktoren wie Alter, Zuchtjahre, Anzahl der Fohlen der Stuten und die
Zyklusphase, wihrend der die Probenentnahme erfolgte, wurden schriftlich festgehalten. Es
wurde die jeweilige Fruchtbarkeitsquote bestimmt, die dem Quotienten aus der Anzahl der
Fohlen und der Anzahl der Zuchtjahre entspricht. Die Virilisierungssymptome der Stuten
wurden untergliedert in tumorbedingte und somatische Symptome ohne bekannte Ursache

sowie Abweichungen im Verhalten.

2.2. Gewinnung, Transport und Lagerung der Harnproben

Infolge der Tageszeitabhdngigkeit endokrinologischer MefigroBen wurden die Harnproben
nach Moglichkeit am Vormittag ( 8.00-11.30 h ) gewonnen. Hierbei wurden zwei Methoden

angewandt:

1. Animierung zur Harnentleerung durch Frischeinstreu in der Box oder im

Untersuchungsstand

Vor der Gewinnung der Harnproben wurde die Box der jeweiligen Stute, bzw. der

Untersuchungsstand frisch eingestreut, um einen Reflex zur Harnentleerung auszuldsen.

2. Induzierte spontane Harnentleerung bei voller Blase durch Akupunktur

(MUXENEDER, 2002 )

Bei der Akupunktur wird davon ausgegangen, daB3 bestimmte Punkte am Korper eine
funktionelle Einheit, sogenannte Meridiane, bilden. Die Akupunkturpunkte sind besondere
Stellen auf diesen Meridianen, an denen diese einer Reizung oder Einflussnahme von

auBBen besonders zuginglich sind. Fiir die spontane Harnentleerung stehen vier



verschiedene Akupunkturpunkte zur Verfiigung, die in unterschiedlichen Kombinationen

miteinander zum Erfolg fiihren konnen. Diese sind:

- AP 1 = ventral zwischen Schweifansatz und Anus ( Stichtiefe bis zu 3 cm )
- AP 2 = zwischen erstem und zweitem Schwanzwirbel ( Stichtiefe bis ca. 1 cm )
- AP 3 = zwischen Kreuzbein und erstem Schwanzwirbel ( Stichtiefe bis ca. 1 cm)

- AP 4 =im Spatium lumbosacrale ( Lumbalbereich ) ( Stichtiefe 3-5 cm )

Als Punktekombinationen wurden zur Harngewinnung AP 3+AP 4, AP 2+AP 4 oder AP
2+AP 3 empfohlen ( MUXENEDER, 2002 ).

In der vorliegenden Untersuchung fiihrte jedoch nur die Punktekombination AP 3+AP 4
bei voller Blase der Stuten zum Erfolg. Um eine optimale Blasenfiillung zu erreichen,
wurde den Stuten vor allem nach der Arbeit zusitzliches Trinkwasser angeboten. Zur
zusétzlichen Stimulierung flir eine Harnentleerung wurden die Nadeln nach dem Einstich

leicht gedreht. Die Wirkung trat dann nach 10 bis max. 15 min ein.

Aufgrund der meist hohen Aggressivitit der Stuten war die Anwendung der
Akupunkturmethodik nur bei 10 Tieren mdglich. Ein Erfolg bei der Harngewinnung trat
jedoch nur in 6 Fillen ein.

Bei lingeren Transportwegen wurden die Proben nach der Gewinnung bei -20°C tiefgefroren,
auf Trockeneis transportiert und im Gefrierraum des Instituts bei -20°C bis zur Analyse

gelagert.

2.3. Analyse der Harnproben

Die Probenanalyse erfolgte in vier Schritten, die nachfolgend erldutert werden. Zusétzlich

wurde als Korrekturfaktor die Harnflussrate bestimmt.

2.3.1. Herstellung der Eichlosung fiir endogene Steroide

Die Eichlosung wird durch Verdiinnen aus Stammldsungen mit einer Konzentration von ca. 1

mg/ml ( analytisch genau eingewogen ) hergestellt.



Tab. 2: Deuterierte interne Standards: Konzentration der Arbeitslosungen und

resultierende Konzentration pro ml Urin

Interner Standard Arbeitslosung Urin
(ug/ml) (ng/ml)
d5-Androsteron-17R-D-glucuronid 10 40
d4-Etiocholanolon 10 40
d4-Androsteronsulfat 25 100
d3-Testosteron 10 40
d6-Cortisol 40 80

Zur Herstellung der Eichlosung werden 10ul der Arbeitslosung der endogenen Steroide und
10ul der Losung des internen Standards d3-Testosteron/d4-Etiocholanolon sowie Sul der
Losung des internen Standards d6-Cortisol in ein Probengefill gegeben. Es wird im Vakuum
zur Trockene eingeengt und mit 50ul Silylierungsreagenz ( MSTFA/NH4I/Ethanthiol
1000:2:3 ( viw:v )) versetzt. Danach erfolgt die Derivatisierung bei 60°C fiir 2 Stunden.

2.3.2. Probenvorbereitung

2,5 ml Pferdeurin werden mit 0,5 ml Natriumphosphatpuffer ( 0,8; pH 7 ) versetzt. Der pH-
Wert wird mit pH-Indikatorstibchen gemessen und gegebenenfalls mit NaOH oder HCL auf
pH 7 eingestellt. Nach dem Zufligen der internen Standards ( d6-Cortisol; d5-
Androsteronglucuronid/d4-Etiocjolanolon ) werden 75 pl B-Glucuronidase aus E.coli
( Boehringer Mannheim GmbH, 127680 ) zugesetzt. Die Inkubationszeit betrdgt 16 Stunden
bei 37°C oder 3 Stunden bei 50°C.

Die Uberstinde der zentrifugierten Hydrolysate werden auf konditionierte Sep-Pak-C18-
Kartuschen ( Waters ) gegeben. Die Durchldufe und die nach dem Waschen mit 2 ml
dest.Wasser angefallenen Eluate werden verworfen.

Die Aglycone und origindr freien Steroide werden mit 2 ml n-Hexan und 4 ml tert.
Butylmethylether ( TBME ) eluiert. Das Eluat wird mit 1 ml 1M NaOH gewaschen. Nach
dem Zentrifugieren wird die organische Phase am Vakuumrotationsverdampfer zur Trockene
eingeengt.

Die adsorbierten sulfokonjugierten Steroide werden nach Zusatz des internen Standards d3-

Testosteron/d4-Androsteronsulfat mit 5 ml des Losungsmittelgemisches( Solvolyse-Mix )



Methanol/Ethylacetat/H2SO4 ( 20m1/100ml/200ul v:v:v ) eluiert. Anschliefend wird eine
Solvolyse fiir 90 min bei 55°C durchgefiihrt. Das Solvolysat wird nach Zusatz von 0,3 ml 1M
NaOH am Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird in 7 ml TBME
aufgenommen. Die Losung wird mit 1 ml 1 M NaOH gewaschen. Nach dem Zentrifugieren

wird die organische Phase am Vakuumrotationsverdampfer eingeengt.

2.3.3. Derivatisierung der Steroide

Zur Derivatisierung der Steroide wird der getrocknete Riickstand mit 50MI
MSTFA/NH4I/Ethanthiol ( 1000:2:3; v:w:v ) fiir 2 Stunden bei 60°C erhitzt.

2.3.4. Gaschromatographie — Massenspektrometrie (GC/MS)

Als GC/MS-System wurde eine Direktkopplung von HP 5890 II (GC) und HP5971 A (MS)
verwendet. Die Analyse erfolgte dann unter folgenden Bedingungen:

B Siule: HP Ultra-1 Quarzkapillarsdule ( 17m; 0,2mm i.D.; 0,11Mm Filmdicke

B [njektionssystem: Kapillareinspritzblock ( 3ul Injektionsvolumen; 300°C Inj.tmperatur )

B TriagergasfluB: 1 ml/min Helium

B Temperatur der GC/MS-Kopplung: 325°C

Die Identifizierung der Steroide erfolgt im Full-Scan-Modus ( Massenbereich: 40-650 amu;
Scanzeit: 1,8 Scans/sec ). Die einzelnen Steroidmetabolite werden {iber eine automatische
Berechnung der Flichen der betreffenden Peaks quantifiziert. Die quantitativen Analysen

werden im ionenselektiven Messmodus SIM ( ,,Selected-lon-Monitoring* ) durchgefiihrt.

2.3.5. Bestimmung der HarnfluBirate

Mit dem Konzentrationszustand des Harns é&ndert sich auch die Konzentration der
gemessenen Steroide. Zur Korrektur wurde die HarnfluBrate durch die ,,Kreatinin-Clearence*
bestimmt. Kreatinin ist ein spontan und irreversibel entstehendes Umwandlungsprodukt des
Kreatins. Es gilt als besonders wichtiger Metabolit im Blutplasma und wird iiber die Niere
ausgeschieden. Die Ausscheidung ist immer weitgehend konstant. Daher kann Kreatinin als
quantitative Bezugsgrofle fiir die Ausscheidung anderer Harnbestandteile herangezogen

werden. Die Kreatinin-Clearence wird wie folgt berechnet:

Kreatinin-Clearence ( ml/min ) = [ C, (umol/l )* V, (ml ) ] + Urinsammelzeit ( min )
C, = Kreatininkonzentration im Urin

V, = Urinvolumen der Sammelprobe




2.4. Statistische Auswertung der Analysenergebnisse

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit Hilfe des PC-
Programmes SigmaSTAT® fiir EXCEL. Die Proben der Stuten wurden nach verschiedenen
Gesichtspunkten in Gruppen zusammengefalit und miteinander verglichen. Danach wurden
die Unterschiede auf Signifikanz gepriift ( signifikant fiir alle p < 0,05, hochsignifikant fiir
allep <0,01).

2.5. Diskussion zur Probengewinnung und Analysenmethodik

Von den bei DREYER — RENDELSMANN ( 1988 ) beschriebenen Verfahren zur
Probengewinnung wurde zundchst das Harnentnahmeverfahren getestet, das auf der
Einflihrung einer frisch geschnittenen Zitronenscheibe in die Vagina der Stute beruht. Durch
den so erzeugten mechanischen und chemischen Reiz wird bei voller Blase eine spontane
Harnentleerung nach ca. 3-10 Minuten induziert. Die Erfolgsquote wird dabei generell als
hoch eingestuft. Diese Methode ist jedoch mit einer unangenehmen Empfindung verbunden.
Nach DREYER — RENDELSMANN ist eine solche Harnentnahme bei im Umgang
schwierigen Stuten nicht ungefahrlich, bzw. unmoglich. Da die hier untersuchten Stuten der
Referenzpopulation 3 {iber ein gesteigertes Aggressionspotential verfiigen, wurde diese
Methode ebenfalls als nicht ungefdhrlich fiir den Probennehmer angesehen, auch bei einer
Probengewinnung im Untersuchungsstand. Aus diesem Grund erschien ein Hinweis von
MUXENEDER ( 2002 ) interessant, den Harn durch Akupunktur zu gewinnen. Von den drei
dazu empfohlenen Punktekombinationen fiihrte jedoch nur eine =zur spontanen
Harnentleerung. Hierbei handelte es sich um die Kombination von AP 3 ( Punkt auf den
dorsalen Medianen zwischen Kreuzbein und 1. Schwanzwirbel ) und AP 4 ( Bai Hui, gelegen
im Spatium lumbosacrale ). Zwar war der Risikofaktor bei der Probenentnahme durch
Akupunktur im Vergleich zur Applikation einer Zitronenscheibe geringer, die Anwendung
dieser Methode war jedoch aufgrund der Aggressivitit der Stuten nur bei 10 Stuten moglich.
Ein Erfolg trat dabei allerdings nur in 6 Fillen ein. Die Harnabgabe erfolgte dabei nach 20-30
Minuten. Als effektivste Methode erwies sich die Animierung zur Miktion durch
Frischeinstreu in der Box oder im Untersuchungsstand aufgrund eines bedingten Reflexes (
BLENDINGER, 1980 ). Dieser Reflex wird durch auditive, visuelle oder taktile Reize
ausgelost. Es konnte sich dabei jedoch auch um den natiirlichen Reflex der Reviermarkierung
des Pferdes handeln. Die Harngewinnung war mit einer Dauer von 1-2 Stunden zwar

wesentlich zeitaufwendiger, sie fiihrte jedoch immer zum gewiinschten Ergebnis.



Das hier angewandte Analysenverfahren wurde von STROMPEN ( 2001 ) auf der Basis der
GC/MS entwickelt und validiert. Auf dieser Grundlage war es moglich, nicht nur einzelne
Steroide zu analysieren, wie dies in fritheren Untersuchungen hauptsidchlich der Fall war
( DUMASIA, 1984,1986 ; HOUGHTON, 1988 ; HOLTAN, 1991 ; BONNAIRE, 1994 ),
sondern es konnten insgesamt 22 Steroidhormone erfasst und deren Konzentrationen
bestimmt werden. Hier wurde diese Methode erstmalig auch in der klinischen Endokrinologie
und zwar im Hinblick auf das Steroidprofil von zyklusgesunden Stuten wihrend des Ostrus

und im Didstrus und bei Stuten mit Virilisierungserscheinungen eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Qualitativer Nachweis der endogenen Steroide

In Tabelle 3 sind die identifizierten endogenen Steroide im Harn von Stuten

zusammengefasst. Die Tabelle enthilt zusdtzliche Angaben zur Phase-1I-Metabolisierung.

Tab. 3 : Identifizierte endogene Steroide im Harn von Stuten

Steroidklasse systematischer Name Trivialname Konjugation "
Androgene: 4-Androsten-176-o0l-3-on Testosteron S/(G)?
S5a-Androstan-3o.-0l-17-on Androsteron S/G
5B-Androstan-3ai-ol-17-on Etiocholanolon S/G
5a-Androstan-33-0l-17-on Epiandrosteron S/G
Sa-Androstan-3a-ol-11,17-dion 11-Ketoandrosteron S/(G)
5B-Androstan-3a-0l-11,17-dion 11-Ketoetiocholanolon S/(G)
5a-Androstan-36-0l-11,17-dion 11-Ketoepiandrosteron S/(G)
So-Androstan-38,17a-diol Androstandiol-17a G/(S)
5o-Androstan-3f3,178-diol Androstandiol-170 S/(G)
5-Androsten-36-o0l-17-on Dehydroepiandrosteron (DHEA) S/G
4-Androsten-3,17-dion Androstendion S/(G)
5a-Androstan-3a.,118-diol-17-on 11-Hydroxyandrosteron G/(S)
5BAndrostan-3a.,118-diol-17-on 11-Hydroxyetiocholanolon G/(S)
Sa-Androstan-38,116-diol-17-on 11-Hydroxyepiandrosteron S/(G)
Ostrogene: 1,3,5(10)-Estratrien-3-01-17-on Estron S/(G)
1,3,5(10)-Estratrien-3,17a-diol Estradiol-17a S/(G)
1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol Estradiol-178 S/(G)
Gestagene: 5-Pregnen-38,20a-diol Pregnendiol-20a S/(G)
5-Pregnen-3B-20B-diol Pregnendiol-2003 S/(G)
5B-Pregnan-3a,20B-diol Pregnandiol-2083 S/(G)
5a-Pregnan-38,170.,208-triol Pregnantriol-2083 S/(G)
5B-Pregnan--3a,17a.,200.-triol Pregnantriol-20a. S/(G)
Corticosteroide:  4-Pregnen-118,17a,21-triol-3,20-dion Cortisol F/(G)/(S)
4-Pregnen-118,170,208,21-tetrol-3-on ~ 20B-Dihydrocortisol F/(G)/(S)
4Pregnen-17a,208,21-triol-3,11-dion 208-Dihydrocortison F/(G)/(S)
4-Pregnen-116,17a,20a,21-tetrol-3-on  200-Dihydrocortisol F/(G)/(S)
5B-Pregnan-3a,17a,200,21-tetrol-11-on  a-Cortolon F/(G)/(S)
5B-Pregnan-3a,170,,208,21-tetrol-11-on  B-Cortolon F/(G)/(S)
5B-Pregnan-3a,118,17a20a,21-pentol  a-Cortol F/(G)/(S)

! G=Glucuronide; S=Sulfate; F=Frei  ? ( )=untergeordnete Form der Konjugation
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3.2. Quantitativer Nachweis der endogenen Steroide

3.2.1 Referenzwerte - Definition

Das Konzept der Referenzwerte beinhaltet eine Theorie fiir die Bewertung von klinisch-
chemischen Analysenergebnissen und beschreibt die Grundsétze und die Methoden fiir die
Auswahl der Referenzpopulation und die Gewinnung von Referenzwerten. Das Konzept der
Referenzwerte und die in diesem Zusammenhang bedeutsamen Begriffe sind in Tabelle 4

zusammengefalt.

Tab 4: Das Konzept der Referenzwerte

Referenzindividuen bilden eine

Referenzpopulation aus der eine

Referenzstichprobe ausgewdihlt wird, von der
Referenzwerte bestimmt werden, aus denen eine
Referenzverteilung beobachtet wird, mittels derer
Referenzgrenzen berechnet werden, die
Referenzintervalle definieren kdnnen

Es folgen die Begriffsbestimmungen fiir die in Tabelle 4 aufgefiihrten Begriffe:

e Referenzindividuum = Individuum, das nach genau festgelegten Kriterien ausgewahlt wird

e Referenzpopulation = besteht aus allen Referenzindividuen

e Referenzstichprobe = passende Anzahl von Referenzindividuen, um eine
Referenzpopulation zu repréisentieren

e Referenzwert = Resultat einer Beobachtung oder Messung einer bestimmten MeBgroBe bei
einem Referenzindividuum

e Referenzverteilung = statistische Verteilung der Referenzwerte

e Referenzgrenze = wird aus der Referenzverteilung bestimmt und fiir deskriptive Zwecke
benutzt

e Referenzintervall = Intervall zwischen zwei Referenzgrenzen und schlie3t diese mit ein.
Das Referenzintervall wird bevorzugt so bestimmt, da3 es 95% der Analysenergebnisse der
Referenzstichprobe umfaf3t. Im Regelfall liegen 2,5% der Ergebnisse oberhalb und 2,5%

unterhalb des Referenzintervalls
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3.2.2. Referenzpopulation - Definition

Bei der Aufnahme von Referenzindividuen in eine Referenzstichprobe sind EinfluBgroBen,

die eine biologische Streuung verursachen konnen, zu beriicksichtigen ( sieche Tabelle 5 ).

Tab. 5: Komponenten der biologischen Streuung der Referenzwerte fiir Parameter

des endogenen Steroidprofils

Allgemein Speziell bei Stuten
Alter Zyklusphase
Geschlecht Tréachtigkeit
Rasse Ovarielle Anomalien
Gewicht
Krankheit

Einnahme von Arzneimitteln
Erndhrung

Ort und Bedingungen der Probennahme

physischer und psychischer Stref3

Einige der in Tabelle 5 aufgefiihrten Faktoren beeinflussen die Steroidogenese und
Steroidexkretion. Fiir die Steroidkonzentrationsbestimmungen im Harn von Stuten, bei denen
das Zyklusstadium nicht bekannt war, wurden anonyme Harnproben, die von der Deutschen
Reiterlichen Vereinigung ( DRV ), bzw. des Direktoriums fiir Vollblutzucht und -rennen
( DVR ) und der National Racing Horse Association Germany ( NRHAG ) eingesandt

wurden, verwendet. Eine vollstandige Spezifikation war demzufolge hier nicht moglich.

Die Referenzpopulation 1 wird definiert als:

Warm- und Vollblutstuten, bei denen keine das Steroidprofil beeinflussenden Medikamente
verabreicht oder Manipulationen angewendet wurden. Der Gesundheitszustand der Stuten war
so gut, dal sie wettkampftauglich waren. Die Urinproben sind nach einem Wettkampf
genommen worden. Der genaue Zeitpunkt und Ort der Probennnahme, Alter und Gewicht der

Stuten sowie deren Zyklusstadium sind unbekannt.
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Fir die Steroidkonzentrationsbestimmungen im Harn von Stuten, die in der
Geschlechtsmerkmalsauspragung unauffillig und deren Zyklusstadien bekannt waren,
erfolgte eine gezielte Harnprobenentnahme, bei der einige der oben genannten Faktoren
berticksichtigt wurden.

Daraus ergab sich folgende Referenzpopulation 2 :

Gesunde Warm- und Vollblutstuten im Alter von 7-10 Jahren, die weder tragend noch
physischem oder psychischem Stre8 ausgesetzt waren. Die Probenentnahme erfolgte im
gleichen Zeitraum ( zwischen 8h und 10.30h ) unter vergleichbaren Bedingungen ( in der Box

oder im Untersuchungsstand ).

Auch bei den Stuten, die Virilisierungserscheinungen aufwiesen, war das Zyklusstadium
sowie Alter, Rasse, Kondition und Ort / Bedingungen der Probennahme bekannt. Folgende
Stuten bilden die Referenzpopulation 3:

Warmblut- und Vollblutstuten mit Virilisierungserscheinungen unterschiedlichen Grades im
Alter von 4-18 Jahren, die weder tragend noch physischem oder psychischem Strel3 ausgesetzt
waren. Auch hier erfolgte die Probenentnahme im gleichen Zeitraum ( zwischen 8 und 12 h )

unter vergleichbaren Bedingungen ( in der Box oder im Untersuchungsstand ).

3.2.3. Bestimmung von Referenzwerten fiir die Konzentrationen endogener Steroide im

Harn von Stuten in unbekanntem Zyklusstadium ( Referenzpopulation 1)

3.2.3.1. Bestimmung der Sexualsteroidkonzentration im Harn

Nachfolgend sind die Ergebnisse zur Bestimmung der Konzentrationen endogener Steroide
im Harn von Warm- und Vollblutstuten aufgelistet. Es wurden Androgene, Ostrogene und
Gestagene erfasst. Ein Vergleich der Mittelwerte zeigte rassenspezifische Unterschiede. Diese
sind nach den Hormongruppen Androgene, Ostrogene und Gestagene getrennt in den

nachfolgenden Abbildungen graphisch dargestellt.
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Abb.2: Vergleichende Darstellung des Androgenprofils aus Harnproben zweier

Stutengruppen ( Ref.Pop.1 ) der Rassen Warmblut ( n=127 ) und Vollblut (n=113)
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Die Androgenprofile der beiden Referenzpopulationen von Warm- und Vollblutstuten zeigen

folgende Besonderheiten:

1.

Die Gesamtandrogenkonzentration betrdgt fiir Warmblutstuten 32,93 ng/ml und fiir
Vollblutstuten 23,55 ng/ml. Die Werte liegen fiir Warmblutstuten zwischen 0 und 7,24
ng/ml und fiir Vollblutstuten zwischen 0 und 4,3 ng/ml.

Die Androgenkonzentrationen liegen bei Warmbliitern héher als bei Vollbliitern.

15




3. Die Unterschiede sind fiir alle Androgene bis auf Epiandrosteron, Androstandiol-17a
und Androstendion signifikant ( p<0,05 ).

4. Einzige Ausnahme ist die Konzentration von 11-Hydroxyandrosteron.Sie liegt im
Harn der Vollblutstuten héher. Dieser Unterschied zu den Warmblutstuten war jedoch

nur gering und nicht signifikant.

Abb.3: Vergleichende Darstellung des Ostrogenprofils aus Harnproben zweier

Stutengruppen ( Ref.Pop.1 ) der Rassen Warmblut ( n=127 ) und Vollblut (n=113)
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Ostrogenprofil Estron Estradiol-17a Estradiol-178

Die Ostrogenkonzentrationen der beiden Referenzpopulationen ergab folgende Ergebnisse:

1. Die Gesamtdstrogenkonzentration betrdgt fiir Warmblutstuten 31,58 ng/ml und fiir
Vollblutstuten 32,04 ng/ml. Die Absolutwerte liegen fiir Warmblutstuten zwischen
2,69 und 25,66 ng/ml und fiir Vollblutstuten zwischen 2,22 und 27,24 ng/ml.
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2. Die Estronwerte im Harn der Vollblutstuten liegen hoher, allerdings nur geringfligig.

3. Die Konzentrationen von Estradiol-17ac und Estradiol-178 liegen bei den
Warmblutstuten hoher, jedoch ebenfalls nur geringfiigig.

4. Die Unterschiede erwiesen sich nicht als signifikant.

Abb.4: Vergleichende Darstellung des Gestagenprofils aus Harnproben zweier

Stutengruppen ( Ref.Pop.1) der Rassen Warmblut ( n=127 )und Vollblut ( n=113)

' Warmblutstuten ( n=127 ) OVollblutstuten (n= 113 )|
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Gestagenprofil | Pregnendiol-208 | Pregnendiol-20a | Pregnandiol-208 | Pregnantriol-208 | Pregnantriol-20c.

Die Analyse Gestagenkonzentrationen der beiden Pferderassen brachte folgende
Ergebnisse:

1. Die Gesamtgestagenkonzentration liegt fiir die Warmblutstuten bei 346,45 ng/ml und
fiir Vollblutstuten bei 461,32 ng/ml. Die Absolutwerte der Warmblutstuten liegen
zwischen 0,97 und 289,99 ng/ml und die der Vollblutstuten zwischen 3,48 und 359,21
ng/ml.
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2. Die Konzentrationen der analysierten Gestagene sind im Harn der Vollblutstuten
betréachtlich hoher.
3. Die Unterschiede sind signifikant ( p<0,05 ).

3.2.3.2. Bestimmung der Corticosteroidkonzentrationen
Es wurden die Konzentrationen endogener Corticosteroide im Harn von Warm- und Vollblutstuten der

Referenzpopulation 1 erfasst. Die Ergebnisse hierzu sind nachfolgend dargestellt.

ADbb.5: Vergleichende Darstellung des Corticosteroidprofils aus Harnproben zweier

Stutengruppen ( Ref.Pop.1 ) der Rassen Warmblut ( n=250 ) und Vollblut ( n=200 )
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Die Corticosteroidkonzentrationenen im Harn von Warm- und Vollblutstuten zeigt

folgende Besonderheiten:
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1. Die Geamtcorticosteroidkonzentration betrdgt flir Warmblutstuten 789,47 ng/ml und
fiir Vollblutstuten 802,25 ng/ml. Die Absolutwerte liegen zwischen 41,2 und 242,53
ng/ml bei Warmblutstuten und zwischen 31,83 und 270 ng/ml bei Vollblutstuten.

2. Die Konzentrationen von Cortisol und 20B-Dihydrocortisol liegen bei den
Vollblutstuten signifikant hoher ( p<0,05 )

3. Die Konzentrationen der anderen fiinf Metaboliten liegen bei den Warmbliitern héher.

Allerdings waren hier die Unterschiede nicht signifikant.

a) Diskussion zu den Absolutwerten der Sexualsteroide

Die hier ermittelten Sexualsteroidkonzentrationen stellen Referenzwerte Stuten dar, bei denen
lediglich die Rasse bekannt ist. Die Absolutwerte der Gestagene zeigen eine im Gegensatz zu
denen der Androgene und Ostrogene groBe Unterschiede innerhalb des Gestagenspektrums.
Die Konzentration der Gesamtgestagene liegt um das 10fache iiber den ermittelten Androgen-

und Ostrogenspiegeln.
b) Diskussion zum Rassenvergleich

Die Konzentrationen von Cortisol und 20B8-Dihydrocortisol liegen im Harn der Vollblutstuten
signifikant hoher. 20B8-Dihydrocortisol ist der quantitativ wichtigste Metabolit des Cortisols.
Dies erklart dessen auftéllig hohe Konzentration bei beiden Rassen.

Die Konzentrationen von Cortisol und 208-Dihydrocortison liegen im Harn der
Warmblutstuten hoher. Bei der Konversion von Cortisol nach Cortison handelt es sich um
eine Oxidoreduktion, bei der wesentlich mehr Cortison zu Cortisol umgewandelt wird als
umgekehrt ( GALLICANO, 1985; IRVINE, 1987 ). Die im Vergleich niedrigere Cortison-,
bzw. 20B-Dihydrocortisonkonzentration der Vollbliiter konnte auf eine stirkere Aktivitdt der

11B-Hydroxysteroid-Oxidoreduktase als verantwortichem Enzym verweisen.
¢) Diskussion zum Spektrum der Corticosteroide

Wie auch fiir die Sexualsteroide fehlt eine detaillierte Aufschliisselung der Corticosteroide
bislang. Die Konzentrationen von B-Cortolon und B-Cortol wurden erstmals von STROMPEN
( 2001 ) gemessen. Vergleicht man die hier ermittelten Cortisolkonzentrationen mit denen
fritherer Untersuchungen, so liegen diese sowohl fiir Warmbliiter ( vergl. POPOT, 1997 ) und
Vollbliiter ( vergl. GOTZMANN, 1994; POPOT, 1996 ) auf hoherem Niveau. Diese
Abweichungen konnten jedoch mit der korperlichen Verfassung der Stuten zum Zeitpunkt der
Probennahme zusammenhéngen. Zahlreiche Untersuchungen ( RALSTON, 1988; SCHULZ,
1994; TOUTAIN, 1995 ) belegen einen zum Teil erheblichen Anstieg des
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Corticosteroidspiegels nach physischer Belastung. Da es sich bei den hier verwendeten
Harnproben um anonyme Proben der Referenzpopulation 1 handelt, konnte der physische
Zustand der Stuten nicht in die Analyse mit einbezogen werden. Es ist jedoch anzunehmen,
dass die Proben — da es sich um Dopingproben handelt- widhrend, bzw. kurz nach einer
Leistungspriifung entnommen wurde. Somit ist davon auszugehen, dass sowohl eine
physische als auch eine durch Strel verursachte psychische Belastung der Stuten zum

Entnahmezeitpunkt bestand.

3.2.4. Bestimmung von Referenzwerten fiir die Konzentrationen endogener Steroide im

Harn von Stuten im Ostrus und im Didstrus ( Referenzpopulation 2 )

Speziell bei Stuten beeinflulit auch der Zyklusverlauf die Steroidogenese und die
Steroidsekretion. So ergab die Harnprobenanalyse bei der Referenzpopulation 2 ( vergl.
Material und Methoden ) gab Aufschlufl iiber die Verschiebung des Steroidprofils in
Abhéngigkeit vom Zyklusstadium der untersuchten Warm- und Vollblutstuten. Die
nachfolgenden Abbildungen 6 und 7 zeigen hierzu die Ergebnisse fiir die Phasen des Ostrus

und Diostrus.
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Abb.6: Vergleichende Darstellung des Sexualsteroidprofils aus Harnproben zweier
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10 ) und Vollblut

Stutenpopulationen ( Ref.pop.2 ) der Rassen Warmblut ( n

(n=10) im Didstrus

Abb. 7: Vergleichende Darstellung des Sexualsteroidspiegels aus Harnproben zweier
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Ein Vergleich des Steroidprofils hinsichtlich der beiden untersuchten Pferderassen, bzw. der

Zyklusphasen ergab:

Im Ostrus:

Im Ostrus zeigten sich gegeniiber dem Didstrus signifikant hdhere Androgen- und

Ostrogenkonzentrationen und signifikant niedrigere Gestagenkonzentrationen ( p<0,05 )

Der Androgen- und Ostrogenspiegel lag bei den Warmblutstuten auf hdherem Niveau. Die

Unterschiede waren fiir Testosteron und DHEA signifikant.

Der Gestagenspiegel lag bei den Vollblutstuten auf einem signifikant hdherem Niveau.

Im Diostrus:

Im Dibstrus zeigten sich gegeniiber dem Ostrus signifikant niedrigere Androgen- und

Ostrogenkonzentrationen und signifikant hohere Gestagenkonzentrationen ( p<0,05 ).

Der Androgenspiegel lag insgesamt bei beiden Rassen auf gleichem Niveau. Es zeigten
sich keine signifikanten rassenspezifischen Unterschiede zwischen den einzelnen

Androgenen.

Innerhalb des Ostrogenspiegels lag die Ostronkonzentration bei den Vollblutstuten héher
als bei den Warmblutstuten. Hingegen zeigten sich hohere Estradiol-17a- und Estradiol-
178 — Konzentrationen bei den Warmblutstuten. Die Unterschiede sind fiir alle Ostrogene

nicht signifikant.

Innerhalb des Gestagenspiegels lagen die Konzentrationen von Pregnendiol-20p,
Pregnendiol-20a. und Pregnandiol-20P bei den Warmblutstuten hoher. Die Unterschiede
sind signifikant ( p<0,05 ). Bei den Vollblutstuten hingegen =zeigten sich
hohere Pregnantriol-20B- und Pregnantriol-20a- Konzentrationen. Die Unterschiede sind

jedoch nicht signifikant.

3.2.4.1. Diskussion zur Androgenkonzentration der Referenzpopulationen 1 und 2

Insgesamt konnten in diesem Versuch 14 unterschiedliche Androgene, bzw.

Androgenmetaboliten detektiert werden.

a) Zur Abhingigkeit vom Zyklusstadium

In der durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich bei den Stuten der Referenzpopulation 2 eine

zyklusabhédngige Verschiebung der Androgenkonzentrationen mit hohen Mittelwerten im
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Ostrus und niedrigen im Didstrus. Diese Schwankungen reflektieren die Vorginge am Ovar.
Mit der Follikelreifung steigt die Ostrogenkonzentration. Nach der Ovulation fillt der
Ostrogenspiegel erst langsam wieder ab, gemi der gegeniiber anderen Spezies verlingerten
Ostrogenphase. Wihrend des Didstrus bewegt sich die Ostrogenkonzentration dann auf
niedrigem Niveau. Da die Ostrogene Metaboliten der Androgene darstellen, zeigen diese die
gleichen zyklischen Verdnderungen.

Vergleicht man die Mittelwerte der Referenzpopulationen mit bekanntem und unbekanntem
Zyklusstadium, so entprechen die Androgenkonzentrationen der Referenzpopulation 1, unter
Bertiicksichtigung des jeweiligen Streubereiches, den Mittelwerten der Stuten, die sich zum
Untersuchungszeitpunkt im Didstrus befanden. Das heifit, die anonym eingesandten Proben
diirften somit vor allem von Stuten stammen, die sich zur Zeit der Probenentnahme im
Diostrus befanden. Dies entspricht der Praxis, dass Stuten in der Rossephase nicht zu

Leistungspriifungen herangezogen werden.
b) Zum Rassenvergleich

Die gegenliber den Vollblutstuten signifikant hoheren Androgenkonzentrationen der
Warmblutstuten diirften mit dem unterschiedlichen Zuchtziel der beiden Rassen
zusammenhdngen. Wihrend es sich bei der Vollblutzucht um eine reine Leistungszucht
handelt, spielt in der Warmblutzucht auch das Exterieur eine grofle Rolle. Bevorzugt wird hier
ein eher maskuliner Typ mit starker Bemuskelung. Hierzu ist endokrinologisch eine verstérkte
Androgenproduktion erforderlich, die in der hier durchgefiihrten Untersuchung durchaus

belegt werden konnte.
¢) Zum Androgenspektrum

Bei der Betrachtung der einzelnen Androgene fillt zunidchst bei den Stuten beider Rassen vor
allem der hohe DHEA — Spiegel sowohl bei Voll- als auch bei Warmblutstuten auf. Eine
Erklarung bietet der Syntheseweg der Sexualsteroide. Zwei unterschiedliche Wege kommen
in Frage. Der A4 — Weg beinhaltet die Umwandlung der Ausgangssubstanz Pregnenolon iiber
Progesteron und stellt den Hauptbildungsweg der Sexualsteroide dar ( HAY, 1975 ). Auf dem

A5 — Weg hingegen werden diese liber DHEA synthetisiert ( vergl. Abb.8 )
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17a - Hydroxypregnenolon

DHEA

v

Testosteron

P450450

Abb.8 : Die Synthese von Ostradiol im Ovar der Stute - Darstellung des A4- Weges
(‘unterlegt ) und des A-5 Weges (mod. nach NETT , 1993 )

Die wichtigsten Enzyme sind benannt.

Alle Cytochrom P450-abhéngigen Enzyme sind mit P-450
bezeichnet, die Indices geben den Angriffspunkt an, z.B. ist
P450,.,7 die Cytochrom P450 - abhingige 17 - Hydroxylase.
P450;. steht fiir Side chain cleavage. BHSD =8 -
Hydroxysteroid - Dehydrogenase. P450,,, = Aromatase

Die in dieser Untersuchung bei allen Stuten der Referenzpopulationen 1 und 2 ermittelten
hohen DHEA — Werte sprechen demnach eher fiir eine gesteigerte Steroidsynthese auf dem
AS — Weg.
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3.2.4.2.  Diskussion zur Ostrogenkonzentration der Referenzpopulationen 1 und 2

In dieser Untersuchung konnten bei den Stuten der Referenzpopulationen 1 und 2 insgesamt 3

verschiedene Ostrogene detektiert werden.
a) Zur Abhingigkeit der Ostrogene vom Zyklusstadium

In der durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich bei den Stuten der Referenzpopulation 2 eine
zyklusabhingige Verschiebung der Ostrogenkonzentrationen mit hohen Mittelwerten im
Ostrus und niedrigen im Didstrus. Dies wurde auch schon in zahlreichen friiheren
Untersuchungen hervorgehoben, wobei jedoch nicht Harn ,sondern Blutserum und Blutplasma
analysiert wurden ( KIENHOLZ, 1986 ; ERALDO, 1973; KIRKPATRICK, 1983 ). Diese
Konzentrationsschwankungen entsprechen denen der detektierten Androgene und reflektieren
ebenfalls die Vorginge am Ovar der Stute. Ostrogene werden aus den Androgenen durch die
enzymatische Wirkung der Aromatase synthetisiert. Aus diesem Grund entsprechen sich die

Konzentrationsverldufe der beiden Sexualsteroidgruppen.
b) Zum Rassenvergleich

Es zeigten sich niedrigere Ostrogenkonzentrationen im Harn der Vollblutstuten, die jedoch
nicht signifikant waren. Rassenspezifische Unterschiede stellte auch DREYER- RENDELSMANN
( 1988 ) in Bezug auf Niveau und Verlauf des Ostrogenspiegels im Harn von Trakehner- und
Vollblutstuten heraus. Auch in ihrer Untersuchung waren die Ostrogenkonzentrationen der
Vollbliiter signifikant niedriger. Die Ursache kénnte — wie auch bei den Androgenen — eine
intensive Selektion der Vollbliiter auf Leistung und nicht auf Reproduktion sein, die mit einer

verminderten Ostrogensynthese einhergeht.
¢) Zum Ostrogenspektrum

Unter den Ostrogenen stellt das Ostron die weitaus hdchsten Konzentrationen, gefolgt von
Ostradiol-17p, beides Ostrogene, die in ihrer freien Form biologisch aktiv sind ( ALLEN, 1987 ).
Weiterhin fallen rassenspezifische Unterschiede in den zyklusbedingten Schwankungen der
Ostronkonzentration auf. So steigern sich die Ostronwerte der Warmbliiter im Ostrus

gegeniiber denen im Didstrus um das 6-fache, die bei den Vollbliitern jedoch um das 20fache.
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3.2.4.3. Diskussion zur Gestagenkonzentration der Referenzpopulationen 1 und 2

In der vorliegenden Untersuchung wurden insgesamt 5 Gestagene bei den Stuten der

Referenzpopulationen 1 und 2 detektiert.
a) Zur Abhingigkeit der Gestagenwerte vom Zyklusstadium

In der vorliegenden Untersuchung wurden im Ostrus niedrige und im Didstrus hohe
Gestagenkonzentrationen bestimmt. Dies geht auf die jeweilige Aktivitdt des Corpus luteum
zurlick. Diese steigt innerhalb von 24 Stunden nach der Ovulation an und fiihrt am 7. und 8.
Tag post ovulationem zu einem Gipfel, der bis zum 15.-16. Tag bestehen bleibt ( SQUIRES,
1993). Die Harnproben wurden hier im Didstrus 10 Tage post ovulationem, also um den
Hohepunkt der Corpus-luteum-Aktivitit, genommen. Dadurch sind die
Gestagenkonzentrationen entsprechend hoch.

Ein Vergleich dieser zyklusabhingigen Mittelwerte mit den fiir die Referenzpopulation 1
ermittelten ldsst hier keine eindeutigen Riickschliisse auf das unbekannte Zyklusstadium der
zugehorigen Stuten zu. Die Hohe der Gestagenkonzentrationen im Harn der Warmbliiter weist

jedoch auf eine Probenentnahme wéhrend des Didstrus hin.
b) Zum Rassenvergleich

In beiden Referenzpopulationen zeigen sich signifikant hohere Gestagenkonzentrationen im
Harn der Warmblutstuten. Dies diirfte mit den unterschiedlichen Zuchtbedingungen beider
Rassen zusammenhingen. So folgt die Vollblutzucht seit {iber zwei Jahrhunderten mit dem
Prinzip des ,,geschlossenen Stutbuches einer gewissen Inzucht. Bei jeder Inzucht,
insbesondere iiber einen langen Zeitraum, kann es bei Eigenschaften auf die nicht selektiert
wurde, zu einer gewissen Depression kommen. Vollbliiter werden in erster auf Renn- und
nicht auf Zuchtleistung selektiert. Dabei diirfte endokrinologisch gesehen die Hypophysen-
NNR-Achse auf Kosten der Hypophysen-Gonaden-Achse bevorzugt entwickelt worden sein.
Hinweise aus der Literatur ( RAUSCHELBACH, 1982 ; ENBERGS, 1978 ) belegen einen
vergleichbaren rassespezifischen Unterschied in den Konzentrationen des Progesteron. Die
durchweg niedrigeren Progesteronkonzentrationen der Vollbliiter entsprechen auch deren
hoheren Fruchtresorptionsraten von 19% gegeniiber denen der Warmbliiter von nur 8%

( GUNZEL u. HIMMLER, 1979).
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¢) Zum Spektrum der Gestagene

Unter den Gestagenen fillt Pregnandiol-20B besonders auf. Dies bestitigt die Aussage von
AGUILERA ( 1997 ), nach der Pregnandiol-20f den wichtigsten Metaboliten des Progesterons
darstellt, der durch doppelte Reduktion entsteht. Die hohen Pregnandiol-203-Konzentrationen
weisen darauf hin, dass dieser Metabolit auch fiir Stuten das haufigste Umwandlungsprodukt

des Progesterons darstellt.

3.2.5. Bestimmung von Referenzwerten fiir die Konzentrationen endogener Steroide im

Harn von Stuten mit Virilisierungserscheinungen ( Referenzpopulation 3 )

Zum Steroidprofil von Stuten mit Virilisierungserscheinungen wurden bislang keine
Untersuchungen durchgefiihrt. Um diesbeziiglich Aussagen machen zu konnen, wurden
Harnproben von solchen Stuten als Referenzpopulation 3 genommen und analysiert. Die

Proben der Stuten wurden hierbei nach Rasse und Zyklusstadium unterteilt.
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Abb.9: Vergleichende Darstellung des endogenen Steroidprofils aus Harnproben zweier
Stutengruppen mit Virilisierungserscheinungen ( Ref.Pop.3 ) der Rassen

Warmblut ( n=15 ) und Vollblut ( n=13 ) im Ostrus
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Ein Vergleich der Steroidkonzentrationen im Harn der virilisierten Stuten im Ostrus
ergab folgende Ergebnisse:
1. Die Absolutwerte der Steroide liegen fiir Warmblutstuten bei:
a) Androgene: 413,1 ng/ml.

b) Ostrogene: 356 ng/ml
c) Gestagene: 1386 ng/ml
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. Die Absolutwerte der Steroide liegen fiir Vollblutstuten bei:

a) Androgene: 441,1 ng/ml

b) Ostrogene: 352 ng/ml

c) Gestagene: 896,7 ng/ml.

. Wie bei den in der Geschlechtsmerkmalsauspragung normalen Stuten sind die
Androgen- und Ostrogenkonzentrationen im Harn der virilisierten Stuten in dieser
Zyklusphase erhoht, der Gestagenspiegel erniedrigt.

. Androgen— und Ostrogenspiegel unterscheiden sich bei Warm- und Vollbliitern nicht
signifikant.

. Der Gestagenspiegel ist bei den Warmblutstuten signifikant héher als bei den

entsprechenden Vollblutstuten.

30



Abb.10: Vergleichende Darstellung des Steroidprofils aus Harnproben zweier

Stutengruppen mit Virilisierungserscheinungen ( Ref.pop.3 ) der Rassen Warmblut

(n=12 ) und Vollblut ( n=9 ) im Didstrus
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Der Vergleich der Sexualsteroidkonzentrationen im Harn der virilisierten Stuten im Didstrus

ergibt folgende Ergebnisse:
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1. Die Absolutwerte der Steroide liegen fiir Warmblutstuten bei:
a. Androgene: 210,5 ng/ml
b. Ostrogene: 179 ng/ml
c. Gestagene: 3255 ng/ml.
2. Die Absolutwerte der Steroide liegen fiir Vollblutstuten bei:
a. Androgene: 172,2 ng/ml.
b. Ostrogene: 160 ng/ml
c. Gestagene: 2873 ng/ml
3. Wie bei den in der Geschlechtsmerkmalsausprigung normalen Stuten sind die
Androgen- und Ostrogenkonzentrationen im Harn der virilisierten Stuten im Didstrus

erniedrigt, der Gestagenspiegel dagegen erhdht.

4. Bei den Warmblutstuten ist der Androgenspiegel leicht und die Ostrogen- und
Gestagenkonzentrationen deutlich erhoht. Die Unterschiede sind jedoch nur fiir die

Gestagene signifikant.

3.2.5.1. Vergleich der endogenen Steroidprofile virilisierter und nicht
virilisierter Stuten

In diesem Kapitel werden die ermittelten Konzentrationen der Steroide im Harn der
virilisierten Stuten ( Referenzpopulation 3 ) mit denen im Harn von den nicht virilisierten
Stuten ( Referenzpopulation 2 ) verglichen. Dabei wurde nach Rasse und Zyklusstadium

unterschieden. Die Ergebnisse hierzu sind in den Tabellen 6-9 dargestellt.
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Tab. 6: Vergleich der endogenen Steroidprofile virilisierter ( VS ) und nicht virilisierter

( GS ) Warmblutstuten ( VS ) im Ostrus

Steroide Mittelwert SD Mittelwert SD Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml)
GS (n=10) VS(n=15) (p)

Androgene

Testosteron 10,29 1,83 19,96 10,06 p<0,001
Androsteron 20,96 2,91 28,85 54 p<0,001
Etiocholanolon 17,99 417 22,15 4,41 p<0,01
Epiandrosteron 6,26 0,51 8,70 2,71 p<0,05
11-Ketoandrosteron 7,03 0,77 10,35 3,3 p<0,05
11-Ketoetiocholanolon 22,9 5,19 36,91 7,98 p<0,001
11-Ketoepiandrosteron 8,1 1,51 13,52 3,80 p<0,001
Androstandiol-17alpha 10,84 2,14 16,55 4,03 p<0,01
Androstandiol-1703 11,05 2,23 17,41 4,38 p<0,001
DHEA 54,62 9,87 75,53 19,96 p<0,01
Androstendion 4,38 0,46 8,422 5,46 p<0,001
11-Hydroxyandrosteron 17,99 1,75 24,46 4,73 p<0,001
11-Hydroxyetiocholanolon 16,16 2,67 24,36 5,52 p<0,001
11-Hydroxyepiandrosteron 79,59 12,38 106,3 234,6 p<0,001
Ostrogene

Estron 162,28 50,94 267,5 14,46 p<0,001
Estradiol-17alpha 21,35 3,06 33,82 9,4 p<0,001
Estradiol-1713 37,46 5,42 53,72 12,23 p<0,001
Gestagene

Pregnendiol-201 16,74 7,69 108,3 78,92 p<0,05
Pregnendiol-20 alpha 28,48 10,35 100,3 65,98 p<0,01
Pregnandiol-201 208,92 55,91 1103 752,3 p<0,001
Pregnantriol-200 19,54 14,08 58,54 34,03 p<0,01
Pregnantriol-20alpha 3,09 2,39 16,48 10,16 p<0,01

Ein Vergleich der Sexualsteroidkonzentration im Harn von virilisierten und nicht virilisierten
Warmblutstuten im Ostrus zeigte folgende Besonderheiten:
1. Der Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel liegt bei den virilisierten Stuten
deutlich hoher.
2. Die Unterschiede sind fiir alle Sexualsteroide signifikant ( p<0,05 ), zum Teil sogar
hochsignifikant ( p<0,01 ).
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Tab.7: Vergleich der endogenen Steroidprofile virilisierter ( VS ) und nicht virilisierter

( GS )Warmblutstuten im Diostrus

Mittelwert STABW Mittelwert STABW Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml)
GS (n=10) VS (n=12) (p)
Diostrus Diostrus

Androgene

Testosteron 2,74 1,98 7,7 4,09 p<0,01
Androsteron 4,62 3,58 13,71 7,5 p<0,01
Etiocholanolon 2,97 2,75 10, 88 6,33 p<0,01
Epiandrosteron 2,07 0,94 4,78 2,69 p<0,01
11-Ketoandrosteron 1,56 1,48 5,02 2,37 p<0,001
11-Ketoetiocholanolon 6,26 3,98 17,78 8,22 p<0,001
11-Ketoepiandrosteron 1,51 1,29 6,48 2,22 p<0,001
Androstandiol-17alpha 2,55 2,3 8,23 2,61 p<0,001
Androstandiol-1713 1,98 1,41 8,13 3,46 p<0,001
DHEA 7,57 5,49 41,04 19,41 p<0,001
Androstendion 1,08 0,85 3,24 2,54 p<0,01
11-Hydroxyandrosteron 3,09 2,49 12,76 6,78 p<0,001
11-Hydroxyetiocholanolon 3,56 2,84 12,37 5,71 p<0,001
11-Hydroxyepiandrosteron 8,21 3,4 57,87 3,03 p<0,001
Ostrogene

Estron 28,34 17,28 133,97 75,89 p<0,01
Estradiol-17alpha 3,88 3,05 15,61 9,99 p<0,01
Estradiol-1713 6,59 6,18 29,42 15,1 p<0,001
Gestagene

Pregnendiol-203 28,63 16 224,02 22,45 p<0,001
Pregnendiol-20 alpha 31,1 6,15 221,22 30,18 p<0,001
Pregnandiol-20 352,9 51,78 2659,6 241,31 p<0,001
Pregnantriol-20 22,56 7,16 118,72 19,25 p<0,001
Pregnantriol-20alpha 3,56 3,63 31,19 577 p<0,001

Auch im Didstrus sind die Konzentrationen aller Gruppen der Steroide im Harn der
virilisierten Stuten gegeniiber den nicht virilisierten Stuten deutlich erhoht. Diese

Unterschiedeerwiesen sich fiir alle Androgene, Ostrogene und Gestagene als hochsignifikant.

34



Tab. 8: Vergleich der endogenen Steroidprofile virilisierter ( VS ) und nicht virilisierter

( GS )Vollblutstuten im Ostrus

Mittelwert SD Mittelwert SD Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml) (p)
GS (n=10) VS (n=13)

/Androgene
Testosteron 30,07 3,11 34,77 12,18 n.s.
Androsteron 30,36 3,62 35,4 12,72 n.s.
Etiocholanolon 23,17 3,63 27,22 10,34 n.s.
Epiandrosteron 7,66 1,03 11,2 5,37 n.s.
11-Ketoandrosteron 5,98 0,61 11,14 6,34 n.s.
11-Ketoetiocholanolon 27,82 2,10 30,75 11,83 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 10,74 1,44 15,01 6,57 n.s.
IAndrostandiol-17alpha 10,08 1,37 14,46 6,25 n.s.
IAndrostandiol-1713 11,77 1,82 15,05 6,5 n.s.
DHEA 77,49 5,94 85,65 32,28 n.s.
Androstendion 3,98 0,3 6,1 3,12 n.s.
11-Hydroxyandrosteron 22,87 2,67 27,21 9,72 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 26,62 2,76 29,39 9,61 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 91,57 8,24 98,64 31,2 n.s.
Ostrogene
Estron 299,6 13,67 271,84 105,4 n.s.
Estradiol-17alpha 25,7 2,31 28,62 10,24 n.s.
Estradiol-1713 48,71 3,39 50,57 20,4 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-201 5,81 3,94 75,01 44,04 0,05
Pregnendiol-20 alpha 13,29 3,62 61,94 37,4 0,01
Pregnandiol-20R 10,96 7,86 716,09 677,16 0,01
Pregnantriol-2013 9,19 7,12 39,2 22,54 0,01
Pregnantriol-20alpha 1,42 1,35 4,65 3,004 0,01

Ein Vergleich der Sexualsteroidkonzentration im Harn von virilisierten und nicht virilisierten

Vollblutstuten im Ostrus zeigte folgende Besonderheiten:

1. Der Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel liegt bei den virilisierten Stuten héher.

2. Die Unterschiede sind zwar fiir Androgene und Ostrogene nicht signifikant. Der p-

Wert liegt jedoch meist nur knapp iiber der Signifikanzgrenze.

3. Die Unterschiede sind fiir alle Gestagene signifikant ( p<0,05 ), zum Teil sogar
hochsignifikant ( p<0,01 ).
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Tab. 9: Vergleich der endogenen Steroidprofile virilisierter ( VS ) und nicht virilisierter

( GS) Vollblutstuten im Diostrus

Mittelwert SD Mittelwert SD Signifikanz
( ng/ml) (ng/ml)
GS (n=10) VS (n=9)
Diostrus Diostrus
/Androgene
Testosteron 4,48 2,91 14,16 10,77 n.s.
Androsteron 3,01 2,12 13,91 10,22 n.s.
Etiocholanolon 1,96 1,78 12,13 10,02 n.s.
Epiandrosteron 1,2 0,78 4,55 3,04 0,05
11-Ketoandrosteron 0,74 0,76 3,36 2,31 0,05
11-Ketoetiocholanolon 5,44 2,41 11,42 8,96 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 2,02 0,7 7,05 4,36 0,05
IAndrostandiol-17alpha 1,47 0,97 4,90 3,56 0,05
Androstandiol-1713 1,99 1,1 5,68 3,58 n.s.
DHEA 7,92 6,55 32,07 22,83 0,05
IAndrostendion 0,6 0,55 2,51 1,46 0,001
11-Hydroxyandrosteron 4,03 2,45 10,25 7,14 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 5,27 3,86 11,12 8,05 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 9 417 40,08 28,85 n.s.
Ostrogene
Estron 15,06 3,89 125,7 91,49 n.s.
Estradiol-17alpha 8,19 2,44 13,03 8,69 n.s.
Estradiol-171% 13,38 2,24 21,42 12,29 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-201 181,51 11,3 208,95 18,22 0,01
Pregnendiol-20 alpha 162,34 8,91 186,55 19,49 0,05
Pregnandiol-203 1079,3 242,58 2378,66 228,24 0,001
Pregnantriol-203 14,66 6,004 85,75 16,47 0,001
Pregnantriol-20alpha 2,14 2,12 11,65 2,94 0,001

1. Auch im Diostrus sind die Konzentrationen aller Sexualsteroide im Harn bei den

virilisierten

Vollblutstuten gegeniiber den nicht virilisierten Stuten deutlich erhoht.

2. Die Unterschiede sind fiir die Androgene Epiandrosteron, 11- Ketoandrosteron, 11-

Ketoepiandrosteron, Androstandiol-17a,, DHEA und Androstendion und fiir alle

Gestagene signifikant ( p<0,05 ), zum Teil sogar hochsignifikant ( p<0,01 ).
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3.2.5.1.1. Diskussion zum Steroidprofil im Harn von Stuten mit
Virilisierungserscheinungen ( Referenzpopulation 3 )

Die Referenzpopulation 3 bestand aus Stuten, die wegen somatischer oder genitaler
Symptome und aufgrund ihres aggressiven Verhaltens als virilisiert eingestuft wurden. Diese
Virilisierung gilt in der Literatur als Folge einer hormonellen Stérung, bei der die Parameter
des endogenen Steroidprofils je nach Krankheitsbild den jeweiligen Referenzbereich
libersteigen ( GREILING, 1989 ). Virilisierungserscheinungen gelten vor allem als Ausdruck
einer Hyperandrogenisierung. Dies wurde in fritheren Untersuchungen bereits in Bezug auf
die Testosteronkonzentration festgestellt. So ermittelten BUSCH und KLUG ( 1999 ) sowie
STABENFELDT ( 1979 ) erhohte Testosteronwerte im Blutplasma virilisierter Stuten. Nach den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen waren jedoch alle Steroidgruppen erhoht. Dies
erscheint logisch, da Ostrogene biochemisch Metabolite der Androgene und Gestagene
darstellen. An der Synthese der Gestagene ist vor allem das Enzym 3B-Dehydrogenase
maflgeblich beteiligt. In der Humanmedizin sind angeborene Enzymdefekte der
Steroidsynthese als Ursache der Hyperandrogenisierung bereits seit Jahren Gegenstand der
endokrinologischen Forschung. Prinzipiell ist ein Defekt jedes an der Steroidsynthese
beteiligten Enzyms moglich. Je nach Lokalisation des Enzymdefektes kommt es zu einem
Anstau verschiedener Steroidmetaboliten, die nach der Ausscheidung im Harn gemessen
werden konnen. Diese Metaboliten werden, soweit moglich, auf einem alternativen Weg
metabolisiert, wodurch es unter anderem zu einer pathologischen Mehrproduktion von
Androgenen kommen kann ( GREILING, 1989 ). Ein Enzymdefekt der 3B-Dehydrogenase
verursacht auch eine verminderte Gestagenproduktion, die hier nicht festgestellt werden
konnte. Defekte der 21B8-Hydroxylase oder der 118-Hydroxylase kimen jedoch als Ursache
durchaus infrage. Beide Enzymdefekte hemmen eine Umwandlung der Gestagene in
Corticosteroide ( speziell in Cortisol und Aldosteron ), filhren so zu einem Anstieg des
Gestagenspiegels und zu einer dadurch bedingten erhohten Metabolisierung der Gestagene in
Androgene und Ostrogene. Das Vorliegen eines solchen Enzymdefektes wire bei den
virilisierten Stuten, bei denen keine andere Ursache gefunden werden konnte, also durchaus
denkbar. Bei 15 der untersuchten Stuten muf3 die Erh6hung des Steroidprofils jedoch auf ein
Ovarhdmatom (n=2) oder einen Ovarialtumor zuriickgefiihrt werden. Es wurden Theka-
Granulosa-Zelltumore (n=7), Arrhenoblastome (n=4) und Zystadenome (n=2) diagnostiziert.
Diese Tumorformen wurden bereits frither beschrieben, wobei in allen Féllen erhohte

Androgenkonzentrationen nachgewiesen wurden ( PIQUETTE, 1990; HELD, 1982; HUGHES, 1980).
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Die eigenen Ergebnisse bestitigen die Literatur und belegen zudem erhdhte Ostrogen- und

Gestagenkonzentrationen.

3.2.6. Faktorielle Beeinflussung des endogenen Steroidprofils

Die bisher dargestellten Ergebnisse weisen auf einen erhohten Steroidspiegel bei Stuten mit
Virilisierungserscheinungen hin. In diesem Kapitel wird der Frage nachgegangen, welchen
zusitzlichen EinfluB individuelle Eigenschaften auf die Androgen-, Ostrogen- und
Gestagenkonzentrationen im Harn der Stuten haben. Zu diesem Zweck wurden die Faktoren

Alter, ovarielle Defekte, Virilisierungsstiarke und Reproduktionsstatus der Stuten untersucht.

3.2.6.1. EinfluBifaktor Alter

Es ist bereits bekannt, dafl das Alter einen EinfluB3 auf das Sexualsteroidprofil von Stuten hat
( VALENTINE, 1999 ). Ziel vorliegender Untersuchung war, herauszufinden, ob dies auch
auf virilisierte Stuten zutrifft. Sowohl die Vollblut- als auch die Warmblutstuten wurden in
zwei verschiedene Altersgruppen untergliedert ( AG 1 = 4-9- Jahre ; AG 2 = 10-15 Jahre ).
Die durchschnittlichen Harnsteroidkonzentrationen beider Altersgruppen wurden im Ostrus
und im Didstrus miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen 10-13

zusammengefalit.
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Tab. 10: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten der Altersgruppen 4-9
Jahre (AG 1) und 10-15 Jahre ( AG 2 ) im Ostrus

Steroide
( Trivialname ) Mittelwert SD Mittelwert SD  Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml) (p)
AG1(n=9) AG2 (n=4)
Androgene
Testosteron 18,08 10,8 20,2 9,9 n.s.
Androsteron 27,3 3,9 29,4 5,8 n.s.
Etiocholanolon 19,84 0,9 23,07 4,8 n.s.
Epiandrosteron 7,06 2,2 9,6 2,5 n.s.
11-Ketoandrosteron 8,9 2,2 11,08 3,5 n.s.
11-Ketoetiocholanolon 32,4 6,2 38,9 7,7 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 13,19 4,3 13,6 3,6 n.s.
Androstandiol-17alpha 14,64 1,9 17,4 4,3 n.s.
Androstandiol-1713 16,46 4,2 17,7 4.4 n.s.
DHEA 62,22 21,8 81,2 15,7 n.s.
Androstendion 8,55 6,5 8,4 5 n.s.
11-Hydroxyandrosteron 23,25 4,6 25,3 4,7 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 249 7,6 24,5 4.6 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 105,9 17,01 191,8 2729 n.s.
Ostrogene
Estron 258,5 21,2 271,6 46,6 n.s.
Estradiol-17alpha 32,22 9,4 344 9,3 n.s.
Estradiol-1713 51,52 5,7 54,9 13,8 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-200 86,4 85,7 113,9 75,72 n.s.
Pregnendiol-20 alpha 73,22 63,9 109,2 64,3 n.s.
Pregnandiol-2003 7241 696 1218,8 743,3 n.s.
Pregnantriol-203 46,94 65,5 65,5 30,6 n.s.
Pregnantriol-20alpha 12 10,3 17,9 9,6 n.s.

Ein Vergleich der durchschnittlichen Steroidkonzentrationen im Harn der Stuten zeigte
geringfiigig hohere Werte fiir Androgene, Ostrogene und Gestagene bei den dlteren Stuten.

Die Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant.
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Tab. 11: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten der Altersgruppen 4-9
Jahre (AG 1) und 10-15 Jahre ( AG 2 ) im Ostrus

Steroide
( Trivialname ) Mittelwert SD Mittelwert SD  Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml) (p)
AG1(n=9) AG2 (n=4)
Androgene
Testosteron 34,9 15,29 36,92 6,12 n.s.
Androsteron 33,99 13 37,77 4,44 n.s.
Etiocholanolon 26,3 12,59 29,71 10,06 n.s.
Epiandrosteron 10,64 54 12,2 6,5 n.s.
11-Ketoandrosteron 9,1 3,91 14,43 8,87 n.s.
11-Ketoetiocholanolon 31,25 11,89 33,24 12,05 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 14,85 7,16 17,35 5,62 n.s.
Androstandiol-17alpha 14,54 572 16,63 8,29 n.s.
Androstandiol-1713 14,84 5,66 15,62 6,62 n.s.
DHEA 85,22 41,21 87,47 21,31 n.s.
Androstendion 6,98 3,88 5,75 1,71 n.s.
11-Hydroxyandrosteron 25,54 7,01 29,16 6,57 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 26,7 8,88 35,22 3,753 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 100,5 34,69 111,12 9,12 n.s.
Ostrogene
Estron 287,16 90,36 279,4 108,09 n.s.
Estradiol-17alpha 29,07 9,78 32,55 12,63 n.s.
Estradiol-1713 50,25 18,82 59,45 22,55 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-2003 72,08 42,44 100,22 17,39 n.s.
Pregnendiol-20 alpha 65,09 40,05 75,45 15,3 n.s.
Pregnandiol-2083 1066,3 743,8 540,2 430,7 n.s.
Pregnantriol-2013 54,34 19,17 33,56 10,23 n.s.
Pregnantriol-20alpha 5,76 2,29 4,412 2,54 n.s.

Auch bei den Vollbliitern lag die Konzentration der Androgene, Ostrogene und Gestagene der
dlteren Stuten im Ostrus geringgradig hoher. Ausnahme hier sind Estron, Pregnandiol-208,
Pregnantriol-208 sowie Pregnantriol-20a, deren Konzentrationen bei den jiingeren Stuten

hoher lagen. Die Unterschiede waren auch hier nicht signifikant.
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Tab. 12: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten der Altersgruppen 4-9
Jahre ( AG 1 ) und 10-15 Jahre ( AG 2 ) im Didstrus

Steroide
( Trivialname ) Mittelwert SD Mittelwert SD  Signifikanz
(ng/ml) (ng/ml) (p)
AG1(n=7) AG2(n=6)
/Androgene
Testosteron 7,58 5,19 7,85 2,81 n.s.
Androsteron 14,57 9,83 12,71 4.1 n.s.
Etiocholanolon 11,15 8,54 10,56 2,9 n.s.
Epiandrosteron 4,36 3,7 5,28 0,61 n.s.
11-Ketoandrosteron 5,18 3,2 4,83 1,07 n.s.
11-Ketoetiocholanolon 16,95 11,12 18,74 3,45 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 6,05 2,77 6,98 1,46 n.s.
IAndrostandiol-17alpha 7,95 3,61 8,57 0,74 n.s.
Androstandiol-1713 8,12 4,43 8,14 2,28 n.s.
DHEA 39,48 25,72 42,86 10,14 n.s.
Androstendion 3,22 3,47 3,19 1,02 n.s.
11-Hydroxyandrosteron 12,18 9,12 13,43 3,09 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 11,83 7,82 13 2,05 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 57,21 41,85 58,63 10,38 n.s.
Ostrogene
Estron 133,43 99,92 134,6 42,88 n.s.
Estradiol-17alpha 15,65 13,38 15,56 4,98 n.s.
Estradiol-1713 29,92 20,63 28,83 6,01 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-2003 220,11 30,2 228,58 8,27 n.s.
Pregnendiol-20 alpha 212,99 35,57 230,81 21,5 n.s.
Pregnandiol-2013 2647,4 330,38 2673,7 91,26 n.s.
Pregnantriol-2013 115,36 25,18 122,63 9,718 n.s.
Pregnantriol-20alpha 30,91 7,72 31,51 2,86 n.s.

Auch im Didstrus waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Steroidprofilen von
Stuten unterschiedlichen Alters festzustellen. Tendentiell lagen auch hier die Androgen-,
Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen der ilteren Stuten auf einem hdheren Niveau. Dies
galt nicht fiir Estradiol-17a, Estradiol-178, Androsteron, Etiocholanolon, Epiandrosteron und

11-Ketoandrosteron.
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Tab. 13: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten der Altersgruppen 4-9
Jahre ( AG 1 ) und 10-15 Jahre ( AG 2 ) im Didstrus

Steroide

( Trivialname ) Mittelwert SD Mittelwert SD  Signifikanz

(ng/ml) (ng/ml) (p)

AG1(n=4) AG2(n=4)

Diostrus Diostrus
/Androgene
Testosteron 19,24 12,55 8,29 8,25 n.s.
Androsteron 16,87 12,24 9,5 8,95 n.s.
Etiocholanolon 16,35 11,23 7,37 9,29 n.s.
Epiandrosteron 4,93 3,09 3,49 3,32 n.s.
11-Ketoandrosteron 4,02 1,92 2,21 2,65 n.s.
11-Ketoetiocholanolon 16,22 10,11 5,53 5,32 n.s.
11-Ketoepiandrosteron 8,02 4,76 5,24 4,33 n.s.
IAndrostandiol-17alpha 5,82 4,29 3,03 2,22 n.s.
Androstandiol-1713 5,3 3,57 4,85 3,56 n.s.
DHEA 37,3 26,21 23,15 22,08 n.s.
Androstendion 2,43 1,67 2,42 1,66 n.s.
11-Hydroxyandrosteron 12,37 8,2 7,27 6,85 n.s.
11-Hydroxyetiocholanolon 12,97 7,94 7,95 9,09 n.s.
11-Hydroxyepiandrosteron 49,35 31,19 27,25 29,08 n.s.
Ostrogene
Estron 154,55 101,41 87,51 92,29 n.s.
Estradiol-17alpha 14,08 10,3 10,62 8,73 n.s.
Estradiol-173 24,4 12,26 16 13,02 n.s.
Gestagene
Pregnendiol-2003 213,62 14,38 199,95 21 n.s.
Pregnendiol-20 alpha 189,97 14,31 180,17 26,31 n.s.
Pregnandiol-2013 2361,25 257,88 2385,75 267,1 n.s.
Pregnantriol-203 90,95 11,85 77,07 19,54 n.s.
Pregnantriol-20alpha 12,36 3,77 10,27 1,82 n.s.

Bei den ilteren Vollblutstuten liegt der Steroidspiegels auf niedrigerem Niveau als bei den
jungeren. Dies gilt fiir alle Steroide bis auf Pregnandiol-208. Allerdings erwiesen sich auch

diese Unterschiede als nicht signifikant.
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3.2.6.1.1. Diskussion zum Einflussfaktor Alter

In der durchgefiihrten Untersuchung konnten mit Ausnahme nur unbedeutender Unterschiede
in den Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen bei ilteren virilisierten Stuten
nachgewiesen werden. Die Unterschiede waren nicht signifikant, weshalb zu diesem
Einflussfaktor keine eindeutige Aussage gemacht werden kann. Es gibt Hinweise auf eine
Abnahme der Konzentration bestimmter Steroidhormone mit zunehmendem Alter. Hierzu
gehort vor allem Pregnenolon ( VALENTINE, 1999 ), das die Ausgangssubstanz fiir die
meisten weiteren Steroide darstellt.. Die Pregnenolon - Metaboliten Pregnandiol-208,
Prengnantriol-208 und Pregnantriol-20a. liegen in dieser Untersuchung bei hoherem Alter

ebenfalls in niedrigerer Konzentration vor.

3.2.6.2. EinfluBfaktor ovarieller Defekt

In der Literatur werden Verdnderungen des endogenen Steroidprofils als Folge ovarieller
Defekte aufgrund eines Tumors beschrieben ( MEAGHER, 1977 ; STABENFELDT, 1979 ).
In weiteren Untersuchungen wurden die durchschnittlichen Androgen-, Ostrogen- und
Gestagenkonzentrationen der virilisirten Stuten, bei denen ein Tumor ausgeschlossen worden
war, mit denen der Stuten verglichen, die einen ovariellen Defekt aufwiesen. Dabei wurde

zwischen folgenden ovariellen Defekten unterschieden:

Tabelle 14: Ovarielle Defekte bei virilisierten Warm- und Vollblutstuten ( n=13)

Ovarieller Defekt Anzahl der erkrankten Stuten | Anzahl der erkrankten Stuten
( Warmblut ) ( Vollblut )

Theka-Granulosa-Zelltumor 4 3

Arrhenoblastom 4 0

Zystadenom 2 0

Es wurde wieder zwischen Ostrischen und diostrischen Stuten unterschieden. Die

nachfolgenden Abbildungen zeigen hierzu die Ergebnisse.
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Abb.11: Vergleich der Sexualsteroidprofile virilisierter Warmblutstuten im Ostrus mit und

ohne Tumor

B Stuten ohne Tumor ( n=11) OStuten mit Tumor ( n=4) ‘
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1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-Ketoetiocholanolon;
7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11= Androstendion; 12=11-
Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron; 15=Estron; 16=Estradiol-17a;
17=Estradiol-17f; 18=Pregnendiol-20B3; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-20f3; 21=Pregnantriol-20p3; 22=Pregnantriol-
200

Die Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten mit einem Ovarialtumor zeigte im Ostrus

folgende Besonderheiten:

Die Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentration war bei diesen Stuten hoher als bei
denen ohne Tumor. Die Unterschiede erwiesen sich fiir die Androgene Etiocholanolon,
Epiandrosteron, 11- Ketoepiandrosteron, Androstandiol-17o und Androstandiol-176 und fiir

alle Gestagene bis auf Pregnantriol-208 als signifikant.
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Abb.12: Vergleich der Sexualsteroidprofile virilisierter Vollblutstuten im Ostrus mit und

ohne Tumor

M Stuten ohne Tumor ( n=11) O Stuten mit Tumor ( n=2) ‘
opg 342 815
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-Ketoetiocholanolon;
7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11= Androstendion; 12=11-
Hydroxyandrosteron;  13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron; 15=Estron; 16=Estradiol-17a;
17=Estradiol-17f; 18=Pregnendiol-20B3; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-20f3; 21=Pregnantriol-20p3; 22=Pregnantriol-
200

An dieser Stelle wird auf die geringe Anzahl der Vollblutstuten im Ostrus mit einem Tumor
hingewiesen. Die Auswertungen geben also lediglich Tendenzen an.
Ein Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten mit und ohne Tumor zeigte im

Ostrus folgende Besonderheiten:

Die Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentration war bei diesen Stuten hoher als bei
denen ohne Tumor. Die Unterschiede erwiesen sich fiir 11- Ketoandrosteron, Pregnendiol-

200 und Pregnendiol-208 als signifikant.
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Abb.13: Vergleich der Androgen- und Ostrogenprofils virilisierter Warmblustuten im

Diostrus mit und ohne Tumor
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1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron, 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estradiol-17f3
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Abb.14: Vergleich des Gestagenprofils virilisierter Warmblutstuten im

Diostrus mit und ohne Tumor

M Stuten ohne Tumor ( n=7 ) OStuten mit Tumor ( n=4) ‘
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1=Pregnendiol-20f3; 2=Pregnendiol-20a; 3=Pregnandiol-2083; 4=Pregnantriol-20; 5=Pregnantriol-20c

Auch im Didstrus liegen die Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen im Harn der
Warmblutstuten mit einem Tumor hoher. Die Unterschiede sind fiir Epiandrosteron,
Androstandiol-178,  DHEA,  Androstendion, = 11-  Hydroxyetiocholanolon,  11-
Hydroxyepiandrosteron und Pregnendiol-208 signifikant.
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Abb.15: Vergleich der Androgen- und Ostrogenprofils virilisierter Vollblustuten im

Diostrus mit und ohne Tumor

187,4
50 54,11 94 187,

W Stuten ohne Tumor ( n=6 ) O Stuten mit Tumor ( N=3 )

40 A

30 A

ng/ml

20 A

10 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron, 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estradiol-17f3
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Abb.16: Vergleich des Gestagenprofils virilisierter Vollblutstuten im

Diostrus mit und ohne Tumor

B Stuten ohne Tumor ( n=6 ) O Stuten mit Tumor ( n=3 ) ‘

250 2328 2481

200 ~

150 -

ng/ml

100 -

50 A

1 2 3 4 5

1=Pregnendiol-208; 2=Pregnendiol-20a;; 3=Pregnandiol-20f3; 4=Pregnantriol-20f3; 5=Pregnantriol-20a

Auch bei den Vollbliitern liegt der Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel bei den Stuten

mit Tumor auf einem hdheren Niveau. Wie bei den Warmbliitern ergab sich ein signifikanter

Unterschied nur flir Pregnendiol-208.
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3.2.6.2.1. Diskussion zum Einflussfaktor ovarieller Defekt

Es wurde zwischen virilisierten Stuten mit einem Tumor ( T ) als bekannter Ursache und
virilisierten Stuten ohne bekannte Ursache ( o.T. ) unterschieden. Sowohl bei den
Warmblut- als auch bei den Vollblutstuten zeigte die T-Gruppe einen héheren Androgen-,
Ostrogen- und Gestagenspiegel.

In der Literatur wurden organische Veranderungen der Ovarien der Stute als Ursache von
Virilisierungserscheinungen bereits analysiert ( BUSCH und KLUG, 1999 ). Ovarielle
Defekte werden durch rektale Palpatation und — wie in der hier durchgefiihrten Studie —
sonographische Untersuchung diagnostiziert.

Zu den hédufigsten Tumorformen des Ovars der Stute zdhlen der Theka- Granulosa-Zelltumor
( TGZ ), hier fiinf Fille, das Arrhenoblastom, hier bei vier Stuten, und das Zystadenom, hier
zweimal vertreten. Alle drei Tumorformen verursachten hier eine Uberproduktion von
Sexualsteroiden. In der Literatur finden sich Hinweise bei Stuten lediglich mit erhdhten
Testosteronwerten bei Vorhandensein eines Theka-Granulosa-Zelltumors (STABENFELDT
(1979 ); BUSCH und KLUG, 1999) .

Die Steroidkonzentrationen iiberschreiten bei den Stuten mit einem Tumor nicht nur die

gesunder Stuten, sondern auch die virilisierter Stuten ohne Tumor.
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3.2.6.3. Einflufifaktor Virilisierungsstirke

Klinisch duBert sich eine Virilisierung bei Stuten in unterschiedlichen Symptomen, die dem
Grad der Virilisierung entsprechen. In der vorliegenden Studie wurden die Symptome der

Stuten, bei denen kein Tumor diagnostiziert wurde, folgendermaflen untergliedert:

AusschliefSlich Abweichungen Somatische und genitale
im Verhalten Symptome in Kombination mit
(n=12) Abweichungen im Verhalten
(n=24)
VG 1 VG2
Anostrus ( n=8 ) Maskuline Muskelentwicklung
(n=15)

Nymphomanie ( n=12)

Aggressiv-dominantes Ausbildung von Hengstzdhnen

Verhalten gegeniiber Menschen |( n=9 )

(n=21) Ovarialzysten (n=5)

Hengstartiges Gebaren bei
anderen Pferden ( n=10)

Azyklie (n=11)

Es sollte iiberpriift werden, ob die Stirke der Virilisierung mit dem Sexualsteroidprofil der
Stuten korreliert. Stuten, die ausschlieBlich Verhaltensauffilligkeiten zeigten, wurden dem
Virilisierungsgrad 1 ( VG 1 ) zugeordnet. Die iibrigen Stuten wurden zum VG 2
zusammengefait. Die nachfolgenden Abbildungen geben einen Vergleich der Werte bei
Stuten mit VG 1 und VG 2. Es erfolgt wieder die Unterteilung nach Rasse und
Zyklusstadium.
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Abb.17: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten mit VG 1 und VG 2 im

Ostrus
W Stuten mit VG 2 (n=9 ) O Stuten mit VG 1 (n=2) ‘
200 562 260 277 752 1286
150 -

ng/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17f; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20c

Ein Vergleich der Ergebnisse nach dem Schweregrad der Virilisierung ergab fiir die Rasse

Warmblut im Ostrus folgende Besonderheiten:

1. Die Stuten mit VG 1 zeigen einen hdheren Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel

im Harn.

2. Die Unterschiede sind fiir die Androgene Etiocholanolon, Epiandrosteron und 11-

Ketoandrosteron signifikant.
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Abb.18: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten mit VG 1 und VG 2 im

Ostrus

M Stuten mit VG 2 (n=4 ) O Stuten mit VG 1 (n=6) ‘

273
200 228 1036 _ 707
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100 -

ng/ml

50
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17p3; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20c

Vollblutstuten mit unterschiedlichem Virilisierungsgrad zeigten im Ostrus kaum Unterschiede
in den Sexualsteroidkonzentrationen. Der Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel war

leicht erhoht. Signifikante Unterschiede gab es jedoch nicht.
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Abb.19: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten mit VG 1 und VG 2 im

Diostrus

189,15 244 242 134
100 -

B Stuten mit VG 2 ( n=5) OStuten mit VG 1 (n=2)

80 -

60 -

ng/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17p; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20c

Auch im Difstrus zeigen sich bei den Warmblutstuten tendenzielle Unterschiede im
Sexualsteroidspiegel. Die Konzentrationen der Androgene, Ostrogene und Gestagene von
Stuten mit VG 1 lagen auf einem hoheren Niveau. Signifikanzen konnten jedoch nicht
festgestellt werden. An dieser Stelle wird auf die geringe Warmblutstutenzahl mit VG 1 im
Didstrus hingewiesen. Das Untersuchungsergebnis gibt hier nur Auskunft iiber festgestellte

Tendenzen.
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Abb.20: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten mit VG 1 und VG 2 im

Diostrus

138 186 159 2177
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M Stuten mit VG 2 (n=4 ) OStuten mit VG 1 (n=2) ‘
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17f; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20a; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20a

Der Vergleich der beiden Stutengruppen der Rasse Vollblut im Didstrus hebt sich von den
bisher gezogenen Vergleichen der Virilisierungsstirke ab. Die Harnproben weisen fiir alle
analysierten Steroidhormone héhere Konzentrationen bei den Vollblutstuten mit somatischen
Symptomen ( VG 2 ) auf. Fiir Pregnantriol-208 erwies sich der Unterschied als signifikant.
Jedoch wird auch hier auf die geringe Vollblutstutenzahl mit VG1 im Didstrus hingewiesen.

Das Untersuchungsergebnis gibt in diesem Fall nur eine Tendenz an.
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3.2.6.3.1. Diskussion zum Einflussfaktor Virilisierungsstirke

Fir diese Untersuchung wurde die Einteilung in Auffilligkeiten im Verhalten
(Virilisierungsgrad 1=VG 1 ) sowie genitale und somatische Symptome ( VG 2 ) gewihlt.
MEYERS- WALLEN ( 1997 ) stellte fest, dass die klinischen Symptome meist in
Kombination auftreten. Diese Aussage wird durch die vorliegende Untersuchung bestitigt, da
die Stuten mit somatischen und genitalen Symptomen auch Verhaltensauftilligkeiten zeigten.
Es war anzunehmen, dass sich mit dem Grad der klinischen Virilisierung auch das
Sexualsteroidprofil verdndert. Dies konnte jedoch nach Auswertung der Daten nicht bestétigt
werden. Lediglich bei den Vollbliitern im Didstrus lagen die Stuten mit VG 2 hinsichtlich des
Sexualsteroidniveaus iiber den Stuten mit VG 1. In allen iibrigen Gruppen war dieser
Unterscheid jedoch nicht festzustellen. Es wurden sogar eher hohere Androgen- , Ostrogen-
und Gestagenkonzentrationen im Harn von Stuten mit VG 1 gemessen. Eine Korrelation
zwischen der Stirke der Virilisierung im klinischen Bild und der Stirke der

endokrinologischen Abweichung ist somit nicht eindeutig nachweisbar.

3.2.6.4. Einflufifaktor Fruchtbarkeitsrate

Um den Fruchtbarkeitsrate der Stuten vergleichen zu koénnen, wurde als einheitliche

BezugsgroBe die Fruchtbarkeitsrate ermittelt. Diese definiert sich liber zwei Grofen:

1. Jahre der ziichterischen Nutzung, d.h. die Zeit, in der die Stuten mit oder ohne Erfolg in der
Zucht eingesetzt wurden

2. Anzahl der erbrachten Fohlen in dieser Zeit.

Definition: Fruchtbarkeitsrate ( % ) = ( Anzahl der erbrachten Fohlen*100 ) +

Anzahl der Jahre der ziichterischen Nutzung

In der vorliegenden Untersuchung verteilten sich die Fruchtbarkeitsraten wie folgt:

Fruchtbarkeitsrate (%) 0 10-20 21-30 31-40 >40
Stutenanzahl (n) 23 3 11 9 4

Fiir die Auswertung wurde unterschieden zwischen Stuten mit einer Fruchtbarkeitsrate = 0 %
und > 0 %. Die Mittelwerte der Harnsteroidkonzentrationen beider Gruppen wurden sowohl

bei Ostrischen als auch bei diostrischen Warm- und Vollblutstuten miteinander verglichen.
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Abb.21: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten im Ostrus mit einer

Fruchtbarkeitsrate ( FR )= 0 % oder >0 %

M Stuten mit FR=0% (n=6) O Stuten mit FR>=% (n=9) ‘

276 243 1079 1167
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 28 29 20 21 22

1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron, 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17f3; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20ca; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20c

Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel sind bei den Warmblutstuten im Ostrus mit einer
Fruchtbarkeitsrate = 0% erhoht. Fiir 11-Hydroxyepiandrosteron, Estron und Pregnantriol-208

ist der Unterschied signifikant.
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Abb.22 : Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten im Ostrus mit einer
Fruchtbarkeitsrate ( FR )= 0 % oder >0 %

H Stuten mit FR=0% (n=6) O Stuten mit FR>0% (n=4) ‘
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I=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron; 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-17f; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20a;; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20a

Bei den Vollbliitern brachte ein Vergleich der beiden Gruppen folgende Ergebnisse:

1. Der Androgenspiegel der Stuten mit FR=0% und FR>0% zeigt keine signifikanten

Unterschiede.

2. Die Ostrogenkonzentration liegt bei den Stuten mit FR=0% tendenziell héher.

Signifikanzen konnten nicht herausgestellt werden.

3. Die Gestagenkonzentration ist bei den Stuten mit FR=0% deutlich niedriger.

Allerdings sind auch hier die Unterschiede nicht signifikant.
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Abb.23: Vergleich der Steroidprofile virilisierter Warmblutstuten im Diéstrus mit einer

Fruchtbarkeitsrate ( FR ) =0 % oder >0 %

3 220

200 228 21 2487
W Stuten mit FR=0% (n=5) O Stuten mit FR>0% (n=8) | 221
2735
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1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron, 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20ca; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20o.

Die Konzentrationen aller analysierten Androgene, Ostrogene und Gestagene liegen bei den
Warmblutstuten im Didstrus mit FR=0% hoher. Der Unterschied ist fiir 11-

Hydroxyepiandrosteron und Estron signifikant.
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Abb.24 : Vergleich der Steroidprofile virilisierter Vollblutstuten im Didstrus mit einer
Fruchtbarkeitsrate ( FR ) =0 % oder >0 %

213 199 2338

=0 B Stuten mit einer FR=0% (n=5) O Stuten mit einer FR>0% (n=6) 2258
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1=Testosteron; 2=Androsteron; 3=Etiocholanolon; 4=Epiandrosteron; 5=11-Ketoandrosteron, 6=11-
Ketoetiocholanolon; 7=11-Ketoepiandrosteron; 8=Androstandiol-17a; 9=Androstandiol-173; 10=DHEA; 11=
Androstendion; 12=11-Hydroxyandrosteron; 13=11-Hydroxyetiocholanolon; 14=11-Hydroxyepiandrosteron;
15=Estron; 16=Estradiol-17a; 17=Estardiol-178; 18=Pregnendiol-208; 19=Pregnendiol-20ca; 20=Pregnandiol-
208; 21=Pregnantriol-208; 22=Pregnantriol-20c

Bei den Vollbliitern zeigte sich im Diostrus ebenfalls eine erhohte Konzentration aller
analysierten Sexualhormone. Der Unterschied konnte jedoch nur fiir Estron als signifikant

herausgestellt werden.
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3.2.6.4.1. Diskussion zum Einflussfaktor Fruchtbarkeitsstatus

In der hier durchgefiihrten Untersuchung zeigten Stuten mit einer FR=0% unabhéngig vom
Zyklusstadium einen zum Teil signifikant hoherer Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel
als Stuten mit einer FR>0%. Diese Ergebnisse lassen sich physiologisch folgendermallen
erkldren:

Der hohe Steroidhormonspiegel blockiert die Ausschiittung von FSH und LH. Hierdurch wird
die Follikelreifung vermindert und die Ausbildung eines fiihrenden Rossefollikels verhindert.
Die Stuten werden entweder nicht rossig oder es kommt eine unklare Dauerrosse zustande.
Die vorliegenden Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass die Trachtigkeitschancen der
Stuten sind um so geringer, je hoher der jeweilige Androgen-, Ostrogen- und Gestagenspiegel

ist.
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4. Zusammenfassung

Ziel des Forschungsvorhabens war es, auf der Basis einer gaschromatographisch-
massenspektrometrischen Harnsteroidprofilanalyse Angaben zu den Referenzwerten des
endogenen Steroidprofils von Stuten zu machen. Es wurden fiir jedes Steroidprofil 14
Androgene, 3 Ostrogene und 5 Gestagene erfasst und deren Konzentration bestimmt.

Dabei wurde aullerdem ein rassenspezifischer Vergleich zwischen Warm- und Vollblutstuten
angestrebt. Ferner sollten die Steroidprofile virilisierter Stuten im Hinblick auf Abweichungen
untersucht werden. Dabei wurden als Einflussfaktoren Alter, ovarieller Defekt,

Virilisierungsstirke und Reproduktionsstatus beriicksichtigt.

Zur Untersuchung standen Proben von drei verschiedenen Referenzpopulationen zur
Verfiigung:
1. Zyklusunabhéngige Harnproben aus der Routinedopinganalytik von 260
Warmblutstuten und 272 Vollblutstuten (Referenzpopulation 1)
2. Je 20 Harnproben von Warm- und Vollblutstuten, von denen jeweils 10 im Ostrus und
10 im Didstrus genommen wurden (Referenzpopulation 2)
3. Je eine Harnprobe von 28 Warmblutstuten und 20 Vollblutstuten mit
Virilisierungserscheinungen und jeweils bekanntem Zyklusstadium
(Referenzpopulation 3)

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

Probenentnahme:
Als effektivste Methode zur Probenentnahme erwies sich die Animierung zur
Harnentleerung durch Frischeinstreu.

Probenanalyse:
Das angewandte Analyseverfahren auf GC/MS — Basis konnte als schnell und

hochspezifisch fiir eine breite Substanzpalette beurteilt werden.

Zum  Steroidprofil im Harn von Stuten mit unbekanntem Zyklusstadium
(Referenzpopulation 1):
a) Hier wurden folgende Gesamtkonzentrationen der Steroide ermittelt:

* Androgene Warmblut/Vollblut:  32,93/23,55 ng/ml

* Ostrogene Warmblut/Vollblut: ~ 31,58/32,04 ng/ml

* Gestagene Warmblut/Vollblut: ~ 345,45/461,32 ng/ml

* Corticosteroid Warmblut/Vollblut: 789,47/802,25 ng/ml
b) Die gemessenen Androgen- und Ostrogenkonzentrationen lagen bei den Warmblutstuten
hoher als bei den Vollblutstuten. Diese wiesen ihrerseits hohere Gestagen- und
Corticosteroidspiegel auf. Die Unterschiede waren fiir die alle Androgene bis auf

Epiandrosteron, Androstandiol-17c und Androstendion sowie fiir alle Gestagene signifikant.
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Zum  Steroidprofil im Harn von Stuten mit bekanntem  Zyklusstadium
(Referenzpopulation 2):

a) Die ermittelten Steroidkonzentrationen zeigten eine zyklusabhingige Variation. Im Ostrus
konnten sowohl bei Warm- als auch bei Vollblutstuten hohe und im Didstrus niedrige
Androgen- und Ostrogenspiegel nachgewiesen werden. Umgekehrt lag der Gestagenspiegel
im Ostrus auf niedrigem und im Didstrus auf hohem Niveau.

b) Pregnandiol-208 konnte aufgrund seiner hohen Konzentration als hiufigstes Umwand-
lungsprodukt des Progesteron nachgewiesen werden.

¢) Bei den Stuten der Referenzpopulation 1 und 2 zeigten sich hohe DHEA-Konzentrationen,

die auf eine gesteigerte Steroidsynthese auf dem A5-Weg schlieen lassen.

Zum  Steroidprofil im Harn von Stuten mit Virilisierungserscheinungen
(Referenzpopulation 3):

a) Sowohl im Ostrus als auch Didstrus wurden bei den virilisierten Stuten wesentlich héhere
Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen als bei den nicht virilisierten
nachgewiesen. Die Unterschiede waren signifikant bis hochsignifikant. Als mdgliche Ursache
kommen Enzymdefekte der 21B-Hydroxylase, bzw. der 118-Hydroxylase in Betracht.

b) Fiir die virilisierten Stuten ergaben sich folgende Referenzwerte ( ng/ml ):

e Warmblut/Ostrus: 413 (Androgene); 355,04 (Ostrogen ); 1386,62 (Gestagene)

e Warmblut/Didstrus: 209,99 ( Androgene ); 179 (Ostrogene); 325,75 (Gestagene)

e Vollblut/Ostrus: 441,99 ( Androgene); 351,03 (Ostrogene); 896,89 (Gestagene)

e Vollblut/Didstrus: 173,19 (Androgene); 160,15 (Ostrogene); 2871,56 (Gestagene)

Zu den unterschiedlichen Einflussfaktoren auf das Steroidprofil bei virilisierten Stuten:

a) Alter: Ein signifikanter Einflull des Alters auf das Steroidprofil war nicht nachweisbar.

b) Fruchtbarkeitsstatus: Bei Stuten mit einer Fruchtbarkeitsrate=0% lagen die Androgen-,
Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen auf einem hdherem Niveau als bei den Stuten mit
einer Fruchtbarkeitsrate>0%. Dies war sowohl im Ostrus als auch im Didstrus der Fall. Die
Unterschiede waren fiir einzelne Steroide signifikant.

¢) Ovarialtumor: Virilisierte Stuten mit einem Ovarialtumor wiesen hdhere Androgen-,
Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen auf als virilisierte Stuten ohne Tumor.

d) Virilisierungsstirke: Der Steroidspiegel lag bei den schwach virilisierten Stuten auf
einem hoheren Niveau als bei den stark virilisierten Stuten. Es konnte nicht nachgewiesen
werden, dass eine Korrelation zwischen der Stirke der Virilisierung im klinischen Bild und

der Starke der endokrinologischen Abweichung besteht.

63



5. Schlussfolgerungen fiir die Umsetzung der Ergebnisse in der Praxis

Anhand der Ergebnisse fiir Stuten der Referenzpopulation 2 konnte eine zyklusabhingige
Verschiebung der Androgen-, Ostrogen- und Gestagenkonzentration belegt werden. Weiterhin
fanden sich rassenspezifische Unterschiede zwischen Warmblut- und Vollblutstuten. Eine
Erhohung des Steroidspiegels aufgrund von Storungen des endogenen Steroidstoffwechsels
konnte bei den virilisierten Stuten der Referenzpopulation 3 nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Dopinganalytik fanden Rasse und Zyklus der Stuten bisher keine
Berticksichtigung. Um bei Vorliegen erhohter Steroidwerte eine Fehlinterpretation im
Hinblick auf die Anwendung verbotener Substanzen zu vermeiden, sollten kiinftig bei einer
Probenentnahme beide Merkmale erfasst sowie die Moglichkeit einer enzymatischen Stérung

in Betracht gezogen werden.
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