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Anteil an Kiihen, deren Gelbkdrper sich vollstandig aufgeldst hat,
bezogen auf die Kuhe, die im Beobachtungszeitraum einen
Gelbkérper hatten.
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Einleitung

1. Einleitung

Protokolle zur Ovulationssynchronisation sind auf intensiv gefiihrten Milchviehbetrieben weit
verbreitet (Caraviello et al., 2006). Diese Protokolle dienen dazu, Mangel in der visuellen
Brunstbeobachtung zu Uberwinden und eine terminorientierte kiinstliche Besamung (KB) zu
ermdglichen (Caraviello et al. 2006; Wiltbank und Pursley, 2014).

Mithilfe von Protokollen zur Vorsynchronisation auf Basis von Prostaglandin F2a (PGF2.) oder
einer Kombination aus Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) und PGF., kann der
Besamungserfolg aus Ovsynchprotokollen gesteigert werden (Moreira et al., 2001; Bello et al.,
2006 Souza et al., 2008). Grund dafir ist, dass durch Vorsynchronisationen der Anteil an
Kihen erhéht wird, die sich zu Beginn des Ovsynchprotokolls im Didstrus (zwischen dem 5.
und 9. Zyklustag) befinden.

Dadurch wird die Ovulationsrate in Antwort auf die erste GnRH-Gabe erhéht (Vasconcelos et
al., 1999) und der neu gebildete Gelbkérper sorgt fir eine hdéhere Konzentration von
Progesteron wahrend der Follikelreifungsphase (Pursley und Martins, 2011; Stevenson,
2016a).

Dieser neue Gelbkérper ist teilweise refraktar gegeniber einer einmaligen PGF2, -Gabe an
Tag 7 des Ovsynchprotokolls und fiihrt somit nicht bei allen Kiihen zu einer vollstandigen
Luteolyse. Die vollstdndige Luteolyse am Ende des Protokolls wird definiert durch eine
Konzentration von Progesteron von <0,4ng/ml (Carvalho et al, 2018). Erhdhte
Konzentrationen von Progesteron zum Zeitpunkt der Besamung fihren zu deutlich
schlechteren Besamungserfolgen (Santos et al., 2010; Giordano et al., 2012a; Carvalho et al.,
2018). Im Ovsynchprotokoll zeigen 13 - 21 % der Kihe eine unvollstdndige Luteolyse bzw.
Konzentrationen von Progesteron > 0,4 ng/ ml zur zweiten GnRH Gabe nach einmaliger
PGFx-Gabe an Tag 7 (Brusveen et al., 2009; Martins et al., 2011a; Giordano et al., 20123;
Carvalho et al.,, 2018). Eine besondere Risikogruppe fir eine hohe Konzentration von
Progesteron zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe nach einmaliger PGF2-Gabe stellen
Tiere dar, die das Ovsynchprotokoll ohne Gelbkérper, d.h. mit niedrigen Konzentrationen von
Progesteron beginnen (Bisinotto et al., 2010; Giordano et al., 2012a; Carvalho et al., 2018).
Die Beobachtung der unvollstdndigen Luteolyse und der damit verbundenen erhdhten
Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe flhrte in den letzten Jahren zur
Entwicklung von zwei Behandlungsprotokollen mit dem Ziel die Luteolyserate im
Ovsynchprotokoll zu erhéhen und damit den Besamungserfolg zu steigern. Entweder wurden
die Tiere mit einer héheren Dosis PGF2q an Tag 7 behandelt (Ribeiro et al., 2012b; Giordano
et al., 2013) oder es wurde eine zweite Dosis PGF2« 24 Stunden nach der ersten verabreicht
(Brusveen et al., 2009; Carvalho et al., 2015a; Wiltbank et al., 2015; Santos et al., 2016). Durch
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eine Dosiserh6hung von 500 ug PGFxq auf 750 ug PGF2q in einem 7 d-Ovsynchprotokoll
konnten bei Mehrkalbskihen héhere Luteolyseraten (+ 8,5 %, P=0,03) und geringflgig
héhere Besamungserfolge erzielt werden (+ 4,5 %, P = 0,05; Giordano et al., 2013). In einer
Metaanalyse wurde der Einfluss einer zuséatzlichen PGFz.-Gabe an Tag 8 des 7d-
Ovsynchprotokolls auf die Luteolyserate und den Besamungserfolg ermittelt. Die zusétzliche
PGF2.-Gabe erhdhte die Luteolyserate um 11,6 % und den Besamungserfolg um 4,6 %
(Borchardt et al., 2018). Bis jetzt gibt es keine kontrollierte, randomisierte Studie, die beide
Verfahren (doppelte Dosis an Tag 7 vs. doppelte Gabe an Tag 7 und Tag 8) unter Verwendung
des Wirkstoffs Cloprostenol verglichen hat.

Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Studie, den Einfluss einer doppelten PGF2q-Dosis
(1000 pg Cloprostenol) oder einer zweimaligen PGFx-Gabe (500 ug Cloprostenol an Tag 7
und Tag 8) wahrend eines 7 d-Ovsynchprotokolls auf die Konzentration von Progesteron zur
zweiten GnRH-Gabe und den Besamungserfolg zu untersuchen.

Die Hypothesen dieser Arbeit waren, erstens, dass durch beide Modifikationen niedrigere
Konzentrationen von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe und héhere Besamungserfolge
erreicht werden als durch ein herkdmmliches Ovsynchprotokoll mit einer einmaligen PGFaq-
Gabe und zweitens, dass Tiere, die das Ovsynchprotokoll ohne Gelbkdrper beginnen,

besonders von der zweimaligen PGF2,.-Gabe profitieren.
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2. Literatur

2.1 Ovsynchprotokoll: Grundsatzlicher Ablauf

7 Tage 56 h 16 h
o O O O
GnRH PGF GnRH KB

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Ovsynchprotokolls.

Das von Pursley und Wiltbank (1995) entwickelte Protokoll zur Ovulationssynchronisation
(Ovsynch) bildete die Grundlage fur die heute am weitesten verbreiteten Protokolle zur
terminorientierten Besamung bei Milchkihen (Stevenson, 2016b). In der urspriinglichen
Version des Ovsynchprotokolls wurde GnRH an einem beliebigen bzw. unbekannten
Zyklustag verabreicht. Sieben Tage spater erfolgte eine PGF2.-Gabe, worauf sich
48 Stunden (h) spater eine erneute GnRH-Applikation anschloss. In einem Zeitintervall von
16 bis 20 h nach der zweiten GnRH-Injektion erfolgte die terminorientierte kinstliche
Besamung (Pursley et al., 1995).

Obwohl durch das Ovsynchprotokoll allein noch keine bestmdgliche Synchronisation erreicht
wurde (Wiltbank und Pursley, 2014), wurden mithilfe dieses Synchronisationsverfahrens
vergleichbare Besamungserfolge erzielt wie bei Tieren, die nach spontan aufgetretener Brunst
besamt wurden (Rabiee et al., 2005).

Durch ein besseres Verstandnis der physiologischen Grundlagen bei der Follikelentwicklung
und unter BerUcksichtigung dieser Erkenntnisse wurden in den folgenden Jahren zahlreiche
Modifikationen des ,,Ovsynch” untersucht, um den Besamungserfolg nach terminorientierter
Besamung zu verbessern (Wiltbank und Pursley, 2014).

Hierbei wurde der Zeitpunkt der kinstlichen Besamung relativ zur zweiten GnRH-Gabe auf
12 - 16 h angepasst (Wiltbank und Pursley, 2014). Kurze Zeitabstande (0 bzw. 6 h) zwischen
der zweiten GnRH-Gabe und der Kkinstlichen Besamung wurden mit reduzierten
Besamungserfolgen in Zusammenhang gebracht. Wohingegen besonders lange Zeitabstéande
(> 16 h) mit einer reduzierten Embryonenqualitdt einhergingen (Dalton et al., 2001). Die
Embryonenqualitat wurde nach der Gewinnung von Embryonen mikroskopisch beurteilt, indem
die Kompaktheit und Homogenitat der Zellmasse bewertet wurde. Als degeneriert wurden
Embryonen mit Blastomeren bezeichnet, die zwar Kerne enthielten, aber zu unterentwickelt
waren um als lebensfahig angesehen zu werden (Lindner und Wright, 1983).
Ein Zeitintervall von 12 — 16 h brachte damit den héchsten Besamungserfolg als Kompromiss
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zwischen einer akzeptablen Fertilisationsrate und einer guten Embryoqualitat (Pursley et al.,
1998; Dalton et al., 2001).

Daraus ergibt sich das Protokoll, welches in dieser Arbeit als herkdmmliches Ovsynch
bezeichnet wird (Abbildung 1).

2.2 Grenzen fur das Ovsynchprotokoll

2.2.1 Zyklussynchronisation

Der Besamungserfolg nach Ovulationssynchonisation hangt maBgeblich von dem
Synchronisationserfolg ab (Carvalho et al., 2018). Dabei kann der Synchronisationserfolg einer
Beobachtungsgruppe anhand von drei Kriterien gemessen werden: Anteil an Kiihen mit

1) hohen Serumkonzentrationen von Progesteron (> 1,0 ng / ml) zur PGFz.-Gabe,

2) niedrigen Serumkonzentrationen von Progesteron (< 0,4 ng / ml) zur zweiten GnRH-Gabe

und
3) einer zeitgerechten Ovulation nach der zweiten GnRH Gabe.

Tiere, die basierend auf einem der drei Kriterien keine Synchronisation zeigen, haben einen
deutlich schlechteren Besamungserfolg (Carvalho et al., 2018).

2.2.2 Zyklusstand

Die Synchronisationsrate nach der zweiten GnRH-Gabe im Ovsynchprotokoll hangt davon ab,
wie viele Tiere nach der ersten GnRH-Gabe ovuliert haben (Bello et al., 2006; Chebel et al.,
2006; Bisinotto et al., 2010; Keskin et al., 2010; Giordano et al., 2012b). Der Zyklusstand zu
Beginn des Ovsynchprotokolls bedingt sowohl die Ovulationsrate zur ersten GnRH-Gabe
(Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al., 2000) als auch die Konzentration von Progesteron
wahrend der Follikelreifung und zum Zeitpunkt der PGF2.-Gabe. Erfolgt die GnRH-Applikation
zwischen dem 1. und 4. Zyklustag und bevor der dominante Follikel der ersten Follikelwelle
ovulatorische Kapazitat erlangt hat, spricht der Follikel nicht auf die GnRH-Gabe an und
unterliegt zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe bereits der Atresie (Vasconcelos et al.,
1999; Moreira et al., 2000). Wird GnRH in Anwesenheit eines dominanten Follikels gegeben,
ist die Wahrscheinlichkeit einer Ovulation sehr groB. Dies ist bei Zyklen mit zwei Follikelwellen
in der Regel zwischen dem 5. und 9. sowie zwischen dem 17. und 21. Zyklustag der Fall
(Vasconcelos et al., 1999; Cerri et al., 2009). Es kommt geh&uft schon vor der PGF2.-Gabe zu
einer Luteolyse (Konzentration vom Progesteron < 1 ng / ml zur PGF2-Gabe) sowie zu einer
spontanen Ovulation vor der zweiten GnRH-Gabe, wenn das Ovsynchprotokoll in der zweiten
Zyklushalfte begonnen wird (Vasconcelos et al., 1999). Durch die GnRH-Injektion zwischen
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dem 5. und 9. Zyklustag wird der dominante Follikel der ersten Follikelwelle zur Ovulation
gebracht. Dadurch wird die Rekrutierung der zweiten Follikelwelle synchronisiert und der
dominante Follikel dieser Welle erlangt zur zweiten GnRH-Gabe ovulatorische Kapazitét. Die
héhere Wahrscheinlichkeit flir einen guten Synchronisationserfolg bei Tieren, die das
Ovsynchprotokoll zwischen dem 5. und 9. Zyklustag beginnen, wird auch durch den in diesem
Zyklusstadium vorhandenen Gelbkérper verursacht. Er sollte seine Funktionalitat bis zur
PGF2x.-Gabe behalten und gut auf diese ansprechbar sein (Schmidt et al., 2013). AuBerdem
sorgt er in Kombination mit dem auf die erste GnRH-Gabe gebildeten Gelbkdrper flr eine
optimale Konzentration von Progesteron wahrend der Follikelreifungsphase (Stevenson et al.,
2018).

2.2.3 Progesteron wahrend der Follikelentwicklung

Das Heranreifen der praovulatorischen Follikelwelle bei geringen Konzentrationen von
Progesteron geht mit einer reduzierten Fertilitdt einher (Pursley und Martins, 2011; Wiltbank
et al., 2012).

Progesteron hemmt Uiber einen negativen Feedbackmechanismus die GnRH-Freisetzung und
bewirkt dadurch eine reduzierte Ausschittung des luteinisierenden Hormons (LH) aus dem
Hypophysenvorderlappen (Kinder et al., 1996). Bei geringer Konzentration von Progesteron
wahrend der Follikelreifungsphase kommt es sowohl zu einer erhéhten Frequenz als auch zu
einer héheren Amplitude der LH-Ausschiittung (Roche und Ireland, 1981; Kinder et al., 1996).
Die dadurch verursachten hdheren Konzentrationen des LH bewirken ein verlangertes
Follikelwachstum (Cerri et al., 2011).

Follikel, die bei niedrigen Konzentrationen von Progesteron heranreifen, sind zur Ovulation
gréBer als solche, die bei hoher Konzentration von Progesteron heranreifen (Carvalho et al.,
2019). Bei verlangerter Follikeldominanz unter zu niedriger Konzentration von Progesteron
setzt die Eizelle die Meiose fort und es kommt zur ersten Reifeteilung noch vor dem LH-Peak
(Revah und Butler, 1996). Ahnlich wie persistierende Follikel werden solche durch LH
Uberstimulierte Follikel seltener befruchtet und es entwickelt sich kein gesunder Embryo aus
ihnen (Sartori et al., 2002b).

Das Heranreifen des ovulatorischen Follikels bei niedrigerer Konzentration von Progesteron
wird auBerdem mit einer erhéhten Inzidenz von Doppelovulationen assoziiert (Wiltbank et al.,
2000; Carvalho et al., 2019). Kiihen mit niedriger Konzentration von Progesteron zur ersten
GnRH-Gabe hatten in einem Ovsynchprotokoll mit zweimaliger PGF2.-Gabe (die zweite Gabe
24 h nach der ersten) eine 49 % ige Wahrscheinlichkeit fir Doppelovulationen (Martins et al.,
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2018). Der Besamungserfolg lag hier bei 66,4 %. Dieser wurde schon am Tag 23. nach der
Besamung ermittelt. Im Verlauf der Tréchtigkeit wurde bei 33 % der am Tag 23 nach der
Besamung als tragend diagnostizierten Kihe eine Resorption der Frucht oder einen
Fruchtverlust diagnostiziert. Von den besamten Kiihen kalbten 43,2 %.

Eine niedrigere Konzentration von Progesteron bedingt weiterhin eine beschleunigte
Ausbildung von Ostrogenrezeptor a im Endometrium, wodurch eine verstirkte PGFaq-
Synthese und dadurch das Auftreten von kirzeren Lutealphasen im folgenden Zyklus

begulnstigt wird (Cerri et al., 2011).
2.2.3.1 Vorsynchronisation

Eine optimale Konzentration von Progesteron wahrend der Follikelreifungsphase kann durch
Protokolle zur Vorsynchronisation erreicht werden. Diese erhdéhen den Anteil an Kihen, die
sich zum Beginn des Ovsynchprotokolls zwischen dem 5. und 9. Zyklustag befinden und zur

ersten GnRH-Gabe ovulieren.

14 Tage 12 Tage 7 Tage 56h 16h
Presynch-Ovsynch o I O I o o —0—0
14d/12d" PGF PGF GnRH PGF GnRH KB
2 Tage 6 Tage 7 Tage 56 h 16 h
GnRH-6d-GnRH?2 ° © © o —0—0
PGF  GnRH GnRH PGF GnRH KB
3 Tage 7 Tage 7 Tage 56 h 16 h
PGF-3d-GnRH?3 o © & 0 O O
PGF GnRH GnRH PGF  GnRH KB
7 Tage 3 Tage 7 Tage 7 Tage 56 h 16 h
Double-Ovsynch*  © 0 o o o o—=o
GnRH PGF GnRH GnRH PGF GnRH KB

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Protokolle zur Vorsynchronisation.

'Moreira et al., 2001
2Bello et al., 2006

Peters und Pursley, 2002
“Ayres et al., 2013

Protokolle zur Vorsynchronisation (Abbildung 2) bestehen in der Regel aus der Anwendung
von PGF2, oder einer Kombination aus GnRH und PGF2.. Die zweimalige PGF2.-Gabe im
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Abstand von 14 Tagen gefolgt von einem 12 Tage spater beginnenden Ovsynchprotokoll wird
als Presynch-Ovsynch 14 d / 12 d bezeichnet (Moreira et al., 2001). Diese Vorsynchronisation
steigert den Besamungserfolg (diagnostiziert am 32. Tag nach der Besamung) aus dem
Ovsynchprotokoll bei zyklischen Tieren um bis zu 11 Prozentpunkte. Azyklische Kihe, bei
denen zur zweiten PGF2.-Gabe kein Gelbkdrper vorliegt, kénnen von dieser Strategie nicht
profitieren (El-Zarkouny et al., 2004; Chebel et al., 2006). Um die Synchronisationsrate auch
bei azyklischen Tieren zu erhéhen, wurden Protokolle entwickelt, die die Anwendung von
GnRH integrieren. Mithilfe von GnRH basierten Behandlungsprotokollen (GnRH - 6 d - GnRH
(Bello et al., 2006), PGF2, - 3 d - GnRH oder Double-Ovsynch (Souza et al., 2008)), l&sst sich
der Anteil an Kihen, die sich zur ersten GnRH-Gabe im optimalen Zyklusstand (5. bis 9.
Zyklustag) befinden und in Antwort auf die erste GnRH-Gabe ovulieren, deutlich erh6hen
(Stevenson, 2016b). Das Vorschalten eines Ovsynchprotokolls 7 Tage vor dem zur
kinstlichen Besamung genutzten Ovsynchprotokoll (Double-Ovsynch) erhdht den Anteil an
Kihen, die das Ovsynchprotokoll mit einem funktionalen Gelbkérper beginnen (88,0 % vs.
76,3 %) und somit den Prozentsatz an Tieren, die zur ersten GnRH-Gabe moderate
Konzentrationen von Progesteron (0,50 < Progesteron > 3,0 ng / ml) haben
(80,0 % vs. 57,0 %) im Gegensatz zu nicht vorsynchronisierten Tieren (Ayres et al., 2013).

2.2.3.2 Steigerung der Ovulationsrate zur ersten GnRH-Gabe

Die reduzierte Ovulationsrate nach der ersten GnRH-Gabe bei Tieren, die sich nicht zwischen
dem 5. und 9. Zyklustag befinden, kann entweder auf das Fehlen eines dominanten Follikels
oder die mangelnde LH-Freisetzung in Folge der GnRH-Gabe zurtickzuflihren sein (Carvalho
et al., 2018). Eine hohe Konzentration von Progesteron hemmt die GnRH-induzierte LH-
Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen (Giordano et al., 2013). Giordano et al. (2013)
untersuchten eine Dosiserhéhung von GnRH, um diese Hemmung zu Gberwinden. Sie wiesen
bei Tieren mit einer hohen Konzentration von Progesteron zur ersten GnRH-Gabe eine
gesteigerte Ovulationsrate durch eine Verdopplung der GnRH Dosis nach. Ein weiterer Ansatz
kann die voribergehende Senkung der Konzentration von Progesteron durch die Injektion
einer geringen Dosis von PGFz, sein, um so ein besseres Ansprechen der Hypophyse auf
GnRH zu ermdglichen. Grundlage hierfir ist, dass ein junger Gelbkdrper durch eine PGFaq-
Gabe nicht zur vollstandigen Luteolyse gebracht wird. Es wird aber eine deutliche, zeitlich
beschrankte Absenkung der Konzentration von Progesteron verursacht (Nascimento et al.,
2014). Eine Applikation von 12,5 mg PGF2q zwei Tage vor der ersten GnRH-Gabe senkt die
Konzentration von Progesteron und erhéht die Ovulationsrate (Carvalho et al., 2015a).
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2.3 Luteolyse

Der nach der ersten GnRH-Gabe gebildete Gelbkdrper verhalt sich teilweise refraktar
gegenlber einer einmaligen PGF2.-Gabe an Tag 7 des Ovsynchprotokolls wodurch die PGF2q-
Gabe nicht bei allen Kiihen zu einer vollstandigen Luteolyse flhrt (Carvalho et al., 2018).

Progesteron wird beim nichttragenden Rind Uberwiegend durch den Gelbkérper produziert.
Die Auflésung des Gelbkdrpers (Luteolyse) lasst sich deshalb durch die Messung der
Konzentration von Progesteron im Blut nachweisen (Wiltbank und Pursley, 2014).

Der Grenzwert zur Definition einer vollstdndigen Luteolyse wird in der aktuellen Literatur
zwischen 0,3 und 0,5 ng/ml angegeben (Giordano et al., 2013; Brusveen et al., 2009;
Wiltbank et al., 2015). Er wird in der Regel, wie bei Carvalho et al. (2018) beschrieben,
retrospektiv ermittelt, indem die Konzentration zur zweiten GnRH-Gabe mit dem
Besamungserfolg in Beziehung gesetzt wird. Die Messung der Konzentration von Progesteron
zur zweiten GnRH-Gabe stellt allerdings eine Momentaufnahme dar. Eine niedrige
Konzentration von Progesteron kann zum einen bedeuten, dass tatsachlich eine durch das
Behandlungsprotokoll verursachte Luteolyse stattgefunden hat. Méglich ist aber auch, dass es
zu einer spontanen Luteolyse schon vor der PGF-Gabe und unabhangig vom
Behandlungsprotokoll kam oder gar kein Gelbkdérper vorhanden war. Einige Autoren fihrten
deshalb eine zweimalige Messung von Progesteron durch. Eine vollstandige Luteolyse wurde
angenommen, wenn zur ersten oder einzigen PGFx-Gabe hohe Konzentrationen von
Progesteron (=1 ng/ml) und zur zweiten GnRH-Gabe niedrigere Konzentrationen von
Progesteron (< 1 ng/ ml (Ribeiro et al., 2012a), < 0,5 ng/ ml (Martins et al., 2011a), oder
< 0,3 ng/ ml, (Giordano et al., 2013)) gemessen wurden.

2.3.1 Progesteron zur Besamung

Erhdhte Konzentrationen von Progesteron zum Zeitpunkt der kinstlichen Besamung fihren
zu schlechteren Besamungserfolgen (Santos et al., 2010; Giordano et al., 2012a; Carvalho et
al., 2018). Die physiologischen Grundlagen, die diesem Phdnomen zu Grunde liegen, sind
noch nicht vollstédndig geklart (Carvalho et al., 2018).

Bei in vitro Fertilisationsversuchen verringerte die Zugabe von Progesteron zum
Reifungsmedium sowohl die Zahl der Eizellen insgesamt als auch den Anteil an Eizellen, aus
denen sich Blastozysten entwickelten (Silva und Knight, 2000).

Eine weitere Ursache fir den reduzierten Besamungserfolg bei Tieren mit unvollstandiger
Luteolyse kann der Einfluss von Progesteron auf die Schichtdicke des Endometriums sein.
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Souza et al. (2011) beschrieb eine lineare Beziehung zwischen der Schichtdicke des
Endometriums und dem Besamungserfolg (< 20 % bei Schichtdicken von 6 mm und 40 % bei
Schichtdicken von 10 mm). Eine vollstandige Luteolyse (Progesteron < 0,5 ng / ml) korrelierte
in dieser Studie mit einer gréBeren Schichtdicke des Endometriums (10 mm bei vollsténdiger
vs. 8,5 mm bei unvollstandiger Luteolyse; Souza et al., 2011).

2.3.2 Inzidenz der unvollstandigen Luteolyse nach einmaliger PGFx-Gabe.

Im Ovsynchprotokoll zeigten 13 bis 21 % der Klihe eine unvollstandige Luteolyse bzw. erhdhte
Konzentrationen von Progesteron nach einmaliger PGF2.-Gabe an Tag 7 (Brusveen et al.,
2009; Martins et al., 2011a; Giordano et al., 2012a; Carvalho et al., 2018).

2.3.3 Einfluss auf die Luteolyse

2.3.3.1 Ansprechbarkeit des Gelbkérpers

Die luteolytische Wirkung von PGF2q ist abhdngig vom Entwicklungsstadium des vorhandenen
Gelbkérpers (Nascimento et al., 2014). Obwohl bereits an Tag 2 nach der Ovulation PGF2as-
Rezeptoren mit hoher Affinitdt in der Plasmamembran vom Gelbkdérper nachweisbar sind
(Wiltbank et al., 1995), wird der Gelbkdrper erst sechs bis sieben Tage nach der Ovulation
sensibel fir die Wirkung von PGF2, (Tsai und Wiltbank, 1998). Selbst eine Dosisverdopplung
von PGFzq von 25 mg auf 50 mg oder eine zweimalige Gabe von je 25 mg im Abstand von 8 h
kann bei einem 5 Tage alten Gelbkérper keine vollstdndige Luteolyse verursachen
(Nascimento et al., 2014). Die unvollstéandige Auflésung des Gelbkérpers ist vor allem ein
Problem bei jungen Gelbkdrpern in verkirzten Synchronisationsprogrammen (z.B. 5 d-
Cosynch). Wird in einem 5 d-Protokoll nur einmalig eine PGF2.-Gabe verabreicht, zeigen nur
etwa 50 % der Tiere eine vollstandige Luteolyse (Santos et al., 2010). Eine wiederholte PGF2-
Gabe 24 h nach der ersten ist in einem 5 d-Protokoll zwingend notwendig (Ribeiro et al.,
2012b; Nascimento et al., 2014).

Tiere, die einen jungen und einen alten Gelbkdrper aufweisen, sind seltener von einer
unvollstandigen Luteolyse betroffen (7,2 %; Stevenson et al., 2018 bzw. 8,2 %; Giordano et
al., 2012b). Im Gegensatz dazu zeigen Tiere, die zum Zeitpunkt der PGF2.-Gabe
ausschlieBlich einen jungen, in Antwort auf die erste GnRH-Gabe gebildeten Gelbkdrper
haben, deutlich haufiger eine unvollstandige Luteolyse (16,7 %; Stevenson et al., 2018 bzw.
35,6 %; Giordano et al., 2012b). Ein alterer, ausgereifterer Gelbkdrper zeigt eine deutlich
bessere Ansprechbarkeit auf PGF2, und bewirkt durch seine Regression auch die Regression

eines jungeren Gelbkorpers (Stevenson, 2016a).
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Die Ausschuttung von endogenem PGF2, aus dem Uterus erfolgt pulsatil (Ginther et al. 2010;
Baird et al., 1976). Es wird angenommen, dass weniger die Hbhe eines einzelnen PGFzq
Impulses als die Frequenz der Impulse Uber eine entsprechende Zeit entscheidend fir eine
vollstandige Luteolyse ist (McCracken et al., 1984; Wade und Lewis, 1996). Uber ein Utero-
Ovarielles Kreislaufsystem wird das endogene PGFz, unter Umgehung der Lunge direkt zum
Gelbkorper geleitet (McCracken et al., 1984). Die PGFax-Impulse stimulieren dort die
Ausschittung von Oxytocin aus dem Gelbkérper, welches wiederum eine uterine PGFaq-
Ausschittung foérdert.

Méglicherweise bewirkt der altere, ausgereiftere Gelbkdrper lber PGFx-Rezeptoren eine
gesteigerte Freisetzung von lutealem Oxytocin, welches wiederum die uterine PGFaq-
Sekretion erhdht (McCracken et al., 1999).

2.3.3.2 Progesteron zur PGF2, -Gabe

Hohe Konzentrationen von Progesteron zur PGF..-Gabe werden mit einer hdheren
Wahrscheinlichkeit zur Luteolyse in Folge der PGF2-Gabe (Martins et al., 2011a) und einer
héheren Konzeptionswahrscheinlichkeit assoziiert (Bello et al., 2006). Die hdchsten
Konzentrationen von Progesteron zur PGFa-Gabe (5,77 £ 0,21 ng / ml) werden bei Kihen
gemessen, die sowohl einen jungen, nach der ersten GnRH-Gabe gebildeten, als auch einen
bei der ersten GnRH-Gabe bereits vorhandenen Gelbkdrper tragen. Deutlich niedrigere
Konzentrationen von Progesteron zeigen dagegen Tiere, die nur einen alten
(5,05 + 0,27 ng / ml) oder nur einen jungen Gelbkdrper (3,22 + 0,68 ng / ml) haben (Stevenson
et al., 2018).

2.3.3.3 Unterschiedliche PGF2.-Analoga

Um bei laktierenden Milchkihen eine Luteolyse zu verursachen, werden vorwiegend die
beiden synthetischen PGF2.-Analoga Dinoprost und Cloprostenol eingesetzt (Martins et al.,
2011b). Cloprostenol hat aufgrund seines Chlorbenzolrings eine langere Halbwertszeit von
etwa 3 h (EMEA, 1997; Reeves, 1978) und verbleibt dadurch langer im Kreislauf. Durch seine
langere Halbwertzeit verursacht Cloprostenol eventuell einen beschleunigten Abfall von
Progesteron und dadurch einen beschleunigten Anstieg von Estradiol (Martins et al., 2011b).

In Studien, die die Wirkung von Cloprostenol und Dinoprost bei Milchkiihen vergleichen,
konnte kein Unterschied auf die Luteolyserate oder die Zeit bis zur vollstandigen Luteolyse
festgestellt werden (Martins et al., 2011a; Martins et al., 2011b).
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Lediglich in einer Studie konnte bei Tieren, die nach visueller Brunstbeobachtung besamt
worden waren, ein héherer Besamungserfolg durch die Verwendung von Cloprostenol im
Vergleich zu Dinoprost nachgewiesen werden (Pursley et al., 2012). Dieser Effekt war bei
erstlaktierenden Kihen besonders deutlich und korrelierte mit einer besseren
Brunsterkennungsrate. Die Autoren vermuten, dass Cloprostenol durch seine langere
Halbwertzeit einen beschleunigten Abfall von Progesteron und dadurch eine beschleunigte
Produktion von Estradiol durch den dominanten Follikel verursacht (Pursley et al., 2012).

2.4 Methoden um die Luteolyserate zu erh6hen

Der negative Effekt einer unvollstdndigen Luteolyse auf den Besamungserfolg flhrte zur
Entwicklung von zwei Behandlungsprotokollen mit dem Ziel die Luteolyserate im
Ovsynchprotokoll zu erhéhen und damit den Besamungserfolg zu steigern. Entweder wurden
die Tiere mit einer erhéhten Dosis PGF2q an Tag 7 behandelt (Giordano et al., 2013) oder es
wurde eine zweite Dosis PGF2q 24 Stunden nach der ersten verabreicht (Brusveen et al., 2009;
Carvalho et al., 2015a; Wiltbank et al., 2015; Santos et al., 2016).

Um eine hohe Fruchtbarkeit zu erreichen, ist bei der Durchfiihrung von verkirzten
Ovsynchprotokollen (z.B. 5 d-Cosynch) die wiederholte Gabe von PGFz, anerkannt (Ribeiro et
al., 2012a; Nascimento et al., 2014). In den letzten Jahren untersuchten verschiedene Studien
den Einfluss einer zweimaligen PGF2-Gabe in einem 7 d-Ovsynchprotokoll auf die
Luteolyserate und den Besamungserfolg (Brusveen et al., 2009; Carvalho et al., 2015a;
Wiltbank et al., 2015; Santos et al., 2016; Heidari et al., 2017; Barletta et al., 2018). Die
Luteolyserate war nach zweimaliger PGF2-Gabe in den angegebenen Studien signifikant
héher und unterschied sich gegenliber der einmaligen PGF2-Gabe um 6 — 14 Prozentpunkte.
Ein Einfluss auf den Besamungserfolg konnte aufgrund der oft zu kleinen Tierzahlen in den
einzelnen Studien meist nicht ermittelt werden. In einer Metaanalyse wurde deutlich, dass die
zuséatzliche PGF2.-Gabe die Luteolyserate um 11,6 % und den Besamungserfolg um 4,6 % im
Vergleich zu einer einzelnen PGFa-Gabe erhéhte (Borchardt et al., 2018). Die wiederholte
PGF2q-Applikation ist allerdings mit einem erhéhten Arbeitsaufwand und vermehrtem Stress

fir die Tiere verbunden.

Eine alternative Strategie, um die Luteolyserate und daraus folgend den Besamungserfolg
ohne eine zusétzliche Injektion zu erhéhen, kénnte die Verabreichung einer héheren Dosis an
Tag 7 in einem Ovsynchprotokoll sein (Ribeiro et al., 2012b; Giordano et al., 2013). In einem
5 d-Cosynchprotokoll zeigten nach der Anwendung der doppelten PGFa-Dosis (1000 pg
Cloprostenol) im Vergleich zur zweimaligen PGFz-Gabe (an Tag 5 und 6 je 500 ug
Cloprostenol) weniger Kiihe eine vollstandige Luteolyse (72,1 % vs. 95,9 %; P = 0,01; Ribeiro
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et al., 2012). Auch der Besamungserfolg der Tiere, die mit der doppelten Dosis behandelt
wurden, lag deutlich unter dem der zweimalig behandelten Tiere (29,4 % vs. 39,9 %). Dagegen
konnte in einer anderen Studie durch die Erhéhung der PGFxs-Dosis von 500 auf 750 pg
Cloprostenol in einem 7 d-Ovsynchprotokoll die Luteolyserate bei Mehrkalbskiihen gesteigert
werden (+ 8.5 %; P = 0,03; Giordano et al., 2013). Der Besamungserfolg war tendenziell héher
(+ 4.5 %; P=0,05).

2.4.1 Vergleichende Studien

Im direkten Vergleich der beiden Behandlungsprotokolle (doppelte Dosis vs. zweimalige Gabe)
in einem 7 d-Ovsynchprotokoll unter der Verwendung von Dinoprost wurden hinsichtlich
Luteolyserate und Besamungserfolg bisher keine Ubereinstimmenden Ergebnisse ermittelt
(Barletta et al., 2018; Stevenson et al., 2018). Stevenson et al. (2018) demonstrierte, dass
sowohl die doppelte Dosis als auch die zweimalige Gabe hohe Luteolyseraten induzierten
(96 % vs. 100 %). Tendenziell ergaben sich durch die Behandlung mit der doppelten Dosis im
Gegensatz zur Behandlung mit einer zweimaligen Gabe héhere Besamungserfolge (46,1 %
vs. 36,7 %; P = 0,07; Stevenson et al., 2018). Im Gegensatz dazu stellten Barletta et al. (2018)
héhere Luteolyseraten nach der zweimaligen PGF2.-Gabe gegentiber der doppelten Dosis fest
(94 % vs. 88 %; P =0,03). In Bezug auf den Besamungserfolg unterschieden sich die beiden
Behandlungsprotokolle in dieser Studie jedoch nicht signifikant (35,4 % zweimalige Gabe vs.
32,4 % doppelte Dosis; P = 0,3; Barletta et al.,2018).

Eine Subgruppe (345/1100) von Kihen wurde in der Studie von Barletta et al. (2018) zur
ersten GnRH-Gabe ultrasonographisch auf das Vorhandensein eines Gelbkdrpers untersucht.
Bei dem Vergleich des Behandlungseffekts bei Kilhen ohne Gelbkdrper zur ersten GnRH-
Gabe war der Besamungserfolg zugunsten der zweimaligen PGF2.-Gabe zwar numerisch
hdéher, unterschied sich aber nicht signifikant (44 % vs. 25 % P = 0,09).

Bisher gibt es keine Studien, die eine doppelte Cloprostenol Dosis direkt mit einer zweimaligen
Gabe von Cloprostenol vergleichen.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsziel

Das Ziel dieser Studie war es, drei unterschiedliche Ovsynchprotokolle zu vergleichen:

1) Tag 0 GnRH —Tag 7 500 pg PGF2, — Tag 9 GnRH — Tag 10 KB (Kontrolle)
2) Tag 0 GnRH —Tag 7 1.000 pg PGF2s — Tag 9 GnRH — Tag 10 KB (GDPG)

3) Tag 0 GnRH - Tag 7 500 ug PGF2q — Tag 8 500 ug PGF2« — Tag 9 GnRH — Tag 10 KB
(GPPG)

Dazu wurden zwei Kkontrollierte, randomisierte Experimente mit einem vergleichbaren
Studiendesign auf insgesamt acht Milchviehbetrieben in Brandenburg durchgefihrt. Die
Zuordnung der Milchkuhe in die drei Gruppen erfolgte im wdchentlichen Wechsel. Dazu
bekamen die Herdenmanager farblich markierte Protokollbdgen, auf denen die
gruppenspezifischen MaBnahmen vorgegeben waren. Untersucht werden sollte, ob die Gabe
einer doppelten Dosis PGFx (Tag 7 1.000 ug PGF24) oder einer zweimaligen Gabe der
einfachen Dosis (Tag7 500 ug PGF2a — Tag8 500 pug PGF2s) dem herkédmmlichen
Ovsynchprotokoll im Hinblick auf den Besamungserfolg Uberlegen ist. Die beiden Experimente
unterschieden sich lediglich in der Uberwachung der Konzentration von Progesteron. In
Experiment 1 wurde bei jedem Tier an Tag 0 eine transrektale sonographische Untersuchung
durchgefihrt. Sofern ein Gelbkdrper vorhanden war, wurde die GréBe mithilfe eines Uber das
Ultraschallbild gelegten Gitternetzes abgeschatzt. Im zweiten Experiment wurden Blutproben
von einer Subgruppe von Kihen zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe enthommen, welche

auf die Konzentration von Progesteron untersucht wurden.

3.2 Fallzahlplanung

Far die Fallzahlplanung wurde angenommen, dass sich der Besamungserfolg zwischen den
Behandlungsprotokollen um 5 Prozentpunkte unterscheiden wirde. Diese Annahme basiert
auf einer aktuellen Metaanalyse, die den Einfluss der zusatzlichen PGF2.-Gabe an Tag 8 in
einem 7 d-Ovsynchprotokoll untersuchte (Borchardt et al, 2018). Hier war der
Besamungserfolg bei zweimalig mit PGFzq behandelten Tieren um 4,5 Prozentpunkte héher
als bei Tieren, die mit der einfachen Dosis behandelt wurden. Um bei einem Signifikanzniveau
von 5 % und einer statistischen Power von 80 % einen Unterschied von 5 Prozentpunkten
nachweisen zu koénnen, ist die Aufnahme von 1.100 Kihen pro Behandlungsgruppe
notwendig. Die Berechnung erfolgte mit MedCalc (Version 15.6.1, MedCalc Software,

13



Material und Methoden

Ostende, Belgien). Aufgrund von entsprechenden Feldversuchen wurde eine Ausfallquote von
5% berilcksichtigt.

3.3 Experiment 1
3.3.1 Tiere

Insgesamt wurden von Februar 2018 bis Juni 2019 1.979 Milchkihe der Rasse Holstein —
Friesian (553 Jungkiihe und 1.426 Mehrkalbskiihe) aus sechs kommerziellen
Milchviehbetrieben aufgenommen. In dem Experiment wurden alle Tiere bertcksichtigt, die bis
zu einem betriebsindividuell festgelegten Zeitpunkt (60 — 120 d) post partum (p.p.) noch nicht
besamt waren oder die bei der Trachtigkeitsuntersuchung als nicht tragend diagnostiziert
wurden. Nicht aufgenommen wurden als zuchtuntauglich erklérte Tiere und solche, die in der
tierérztlichen Untersuchung als klinisch erkrankt diagnostiziert wurden. Von den
aufgenommenen Kiihen wurden 317 Tiere (16,0 %) ausgeschlossen, weil sie in den 10 Tagen
des Ovsynchprotokolls erkrankten (n = 55), gemerzt wurden (n = 41), oder nicht termingerecht
besamt wurden (n = 221). Der allgemeine Gesundheitszustand der Tiere wurde taglich in allen
Betrieben durch die Herdenmanager Uberwacht. Alle Behandlungen erfolgten nach
tierérztlichen Vorgaben und unter Nutzung von vorab festgelegten Behandlungsprotokollen.

3.3.2 Betriebsinformationen

3.3.2.1 Haltung und Fitterung
Die sechs an der Studie teilnehmenden Betriebe lagen in den Landkreisen Teltow-Flaming
und Dahme-Spreewald in Brandenburg. In der Tabelle 1 sind die durchschnittliche Anzahl der

Kihe in Laktation sowie die Haltungsbedingungen der Tiere wahrend der Versuchsperiode

dargestellt.

Alle Betriebe fltterten eine totale Mischration auf Grundlage von Mais- und Anwelksilagen. Die
Rationen der zur Besamung anstehenden Tiere sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 1.

Relevante Informationen zu den sechs Betrieben aus Experiment 1

Parameter Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Betrieb 4 Betrieb 5 Betrieb 6
Kihe in Laktation 860 750 325 350 480 350
Haltungssystem Laufstall Laufstall Laufstall Laufstall Laufstall Laufstall
Bodenbelag Beton Spaltenboden Stroh Spaltenboden Beton Beton
Liegeflachen Tiefstreu Gummimatten Gummimatten / Gummimatten Gummimatten Tiefstreu
Stroh
Entmistung Faltschieber Spaltenboden Radlader Spaltenboden Faltschieber Faltschieber
Laftungssystem Offenstall Trauf-First Trauf-First Trauf-First Trauf-First / Trauf-First

Offenstall

USPOYIS|A pun [eualep



Tabelle 2.

Futterrationen in kg Frischmasse pro Tier und Tag in den einzelnen Betrieben aus Experiment 1

Betrieb 1

Betrieb 2

Betrieb 3

Betrieb 4

Betrieb 5

Betrieb 6

Maissilage 21,0

Grassilage 10,0

Rapsextrak-
tionsschrot 4,2

Erbsenpllpe 4,0

Luzerne-silage 3,0

Triticale 2,0

Koérnermais 2,0

Gerstenfuttermenhl
2,0

Gerstenstroh 1,0

Ribenmelasse 1,0

Maissilage 28,0

Grassilage 10,0

Erbsenpllpe 10,0

Raps 2,4

Potent 2,4

Maisschrot 2,4

Getreide 1,6

Erbse 1,0

Melasse 0,6

Stroh 0,6

Maissilage 25,0

Kartoffel-pulpe 9,0

Grassilage 8,0

Rapsschrot 4,0

Helvecia Vega-Pro
2,0

Helvecia Energy 2,0

Winterroggen 1,5

Roggen 1,5

Futterkalk 0,4

Mineral 0,3

Maissilage 23,0

Hofmix 10,0

Grassilage 8,0
Ganzpflanzensilage-
Roggen 4,0

Gerstenstroh 0,5

Roggenstroh, 0,5

Maissilage 22,0

Grassilage 11,5

Luzerne 7,0

Rapsschrot 2,5

Schrot 2,5

Corn-Cob-Mix 1,3

Raps 1,3

Kekse 1,0

Sojaschrot 1,0

Mineral 0,85

Maissilage 24,0
Luzerne 15,0
Winter-Gerste,

Kérner 4,2

Rapsextrak-
tionsschrot 4,2

Maisschrot, Kdérner
2,2

BASU Laktation 0,12

Viehsalz 0,06

Futterkalk 0,02
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Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Betrieb 4 Betrieb 5 Betrieb 6
Schaumann Energy Harnstoff 0,2 Viehsalz 0,05 Melasse 0,7

0,4

Mineral 0,35 Fett 0,3 Heu 0,6

Heu 0,2

Calciumcarbonat 0,1

Harnstoff 0,03
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3.3.2.2 Fruchtbarkeitskennzahlen

Die Tabelle 3 zeigt die durchschnittlichen Fruchtbarkeitsleistungen der Betriebe fir den
Betrachtungszeitraum zwischen April 2018 und September 2018.

Tabelle 3. Durchschnittliche  Fruchtbarkeitsleistung in den sechs Betrieben aus
Experiment 1 wahrend des Versuchszeitraums

Fruchtbarkeitsparameter Betriecb  Betrieb  Betrieb  Betrieb  Betrieb  Betrieb

1 2 3 4 5 6
Rastzeit, Tage 76 69 92 98 79 75
Gustzeit, Tage 128 136 148 145 134 128
Erstbesamungserfolg, % 41 21 36 38 28 28
Besamungserfolg, % 39 35 31 39 27 29
Zwischenkalbezeit, Tage 392 405 421 439 393 403
21 d Trachtigkeitsrate, % 18 15 15 15 16 15
Remontierungsrate, % 28,9 35,1 23,8 419 30,5 40,1

3.3.2.3 Fruchtbarkeitsmanagement

Das Fruchtbarkeitsmanagement der sechs Betriebe war in etwa vergleichbar, unterschied sich
jedoch in einigen Details (Tabelle 4). Die Betriebe 1 und 4 fihrten zwischen dem 30. und 42.
Tag post partum eine sonographische Puerperalkontrolle durch. Die freiwillige Wartezeit wurde
betriebsindividuell auf 50 bis 100 Tage festgelegt. Alle Betriebe flUhrten eine visuelle
Brunstbeobachtung durch. Bei einigen wurde diese durch Hilfsmittel wie Pedometer oder
Schwanzmalfarbe unterstltzt. Auch der Zeitpunkt, ab welchem Tiere, die sich nach der
Kalbung nicht in Brunst gezeigt hatten, einer tierarztlichen Untersuchung
(Sterilitatsuntersuchung) unterzogen wurden, unterschied sich. Auf drei Betrieben wurden die
kiinstlichen Besamungen von bestandseigenen Besamungstechnikern vorgenommen. Die
anderen Betriebe  beauftragten hierfr ~ externe  Besamungstechniker  von
Rinderzuchtverbanden. Der jeweils friiheste Zeitpunkt fiir die Trachtigkeitsuntersuchungen
(TU) lag zwischen dem 35. und 40. Tag post inseminationem (p.i.). Zur Auswertung der
Herdendaten nutzten die Betriebe entweder das Programm ,Herde® (Firma dsp-Agrosoft
18
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GmbH, 14669 Ketzin, Deutschland, Version 5.11) oder ,Dairy Plan C21* (Firma GEA Group
Aktiengesellschaft, 40468 Dusseldorf, Deutschland) in unterschiedlichen Versionen.
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n  Tabelle 4. Fruchtbarkeitsmanagement Experiment 1
o

Parameter Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Betrieb 4 Betrieb 5 Betrieb 6
30 — 37 Tage 34 — 42 Tage
Puerperalkontrolle -- -- -- --
post partum post partum
freiwillige Wartezeit, Tage 45 42 60 50 50 42
Visuell, Visuell,Halsband- _ _ Visuell, Visuell,
Brunstbeobachtung Visuell Visuell
Pedometer ' sensor? Pedometer'  Schwanzmalfarbe
Laktationstag zur ersten termin-
o . 90 90 120 130 100 95
orientierten kinstlichen Besamung
Besamungstechniker Bestandseigen  Bestandseigen RBB? RBB? Bestandseigen Alta*
Zeitpunkt Trachtigkeitsuntersuchung,
_ o 35 35 35 35 35 40
Tage post inseminationem
_ Dairy _
Dairy Plan Dairy Plan
Herdenverwaltungsprogramm Herde® Plan Herde® Herde®
ca1s o1 ca1s

' Pedometer: (CowScout, Firma GEA Group Aktiengesellschaft, 40468 Disseldorf, Deutschland)
2 Halsbandsensor: (Smart Dairy, Firma BouMatic, 87437, Kempten, Deutschland)

3 RBB: Rinderproduktion Berlin-Brandenburg GmbH, 14550, GroB Kreutz, Deutschland

* Alta: Alta Deutschland GmbH, 29525, Uelzen, Deutschland

5 Dairy Plan C21: Firma GEA Group Aktiengesellschaft, 40468 Dlsseldorf, Deutschland
¢ ,Herde“, Version 5.11.: fir Windows, Firma dsp-Agrosoft GmbH, 14669 Ketzin

USPOYIS|A pun [eualep
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3.3.2.4 Milchleistung und -inhaltsstoffe

Die Kihe wurden auf allen sechs Betrieben zweimal taglich gemolken. In der Tabelle 5 sind
die Milchleistungsdaten mit Stand Februar 2018 dargestellt.

Tabelle 5. Milchleistungsdaten der sechs Versuchsbetriebe aus Experiment 1 im Februar
2018

Parameter Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb
1 2 3 4 5 6

305—-d Milchleistung, kg ~ 9.873 10.837  10.787 8.350 10.640 9.450

Milcheiweil3, % 3,44 3,43 3,27 3,53 3,37 3,58
Milchfett, % 3,92 3,82 3,34 3,95 3,84 3,96
Zellzahl x 103/ ml 202 291 366 276 244 263

3.3.3 Datenerfassung

Mit Hilfe der Herdenverwaltungsprogramme wurden von jedem Tier die Stammdaten
dokumentiert (Ohrmarkennummer, Laktationsnummer, Datum der letzten Kalbung, Anzahl der
vorausgegangenen Besamungen in dieser Laktation, Ergebnis der Trachtigkeitsuntersuchung,
Datum der Trachtigkeitsuntersuchung). Dem Besamungsdatum wurde die jeweilige
Meteorologische Jahreszeit zugeordnet (Frihling: 01. Marz bis zum 31. Mai; Sommer: 01. Juni
bis zum 31. August; Herbst: 01. September bis zum 30. November; Winter: 01. Dezember bis
zum 28. Februar). Im wéchentlichen Wechsel wurden die Tiere in ein Ovsynchprotokoll
aufgenommenen und einer der drei Versuchsgruppen zugeordnet. Dazu erhielten die
Herdenmanager farblich unterschiedlich markierte Listen, auf denen die Ohrmarken- und
Stallnummern der Kiihe sowie die Vermessungsdaten der Gelbkdrper notiert wurden.

3.3.4 Versuchsablauf

3.3.4.1 Durchfuhrung

Die Tiere in der Gruppe 1 (Kontrollgruppe) erhielten an Tag 0 100 pg GnRH (Gonavet Veyx,
Veyx Pharma GmbH, Deutschland). Sieben Tage spater wurde 500 ug Cloprostenol (PGF
Veyx forte, Veyx Pharma GmbH, Deutschland) verabreicht. Achtundvierzig Stunden spater
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erhielten die Kiihe eine zweite Applikation von 100 ug GnRH. Weitere 16 h spater wurden die
Tiere, unabhangig von Brunstanzeichen, kinstlich besamt (Abbildung 3).

Die Behandlung in Gruppe 2 (GDPG) unterschied sich von der Kontrollgruppe durch die Gabe
einer doppelten Dosis Cloprostenol (1000 pg PGF2q (PGF Veyx forte, Veyx Pharma GmbH,
Deutschland) an Tag 7 anstatt der 500 pg Cloprostenol.

In der Gruppe 3 (GPPG) erfolgte an Tag 8 abweichend zur durchgeflihrten Behandlung bei
der Kontrollgruppe eine zusatzliche Injektion mit 500 pug Cloprostenol (PGF Veyx forte, Veyx
Pharma GmbH, Deutschland).

Die Applikation der jeweiligen Medikamente erfolgte in allen drei Versuchsgruppen in die lange
Sitzbeinmuskulatur der Versuchstiere unter der Verwendung von 2,5 cm langen, 20 Gauge
starken Kandlen. Alle Injektionen wurden mithilfe von auf 2 ml einstellbaren Dosierspritzen
vorgenommen (HSW ROUX-REVOLVER Henke-Sass, Wolf GmbH, 78532 Tuttlingen,
Deutschland).

7 Tage 56 h 16 h
Gruppe 1 (Kontrolle) @ O O O
GnRH PGF GnRH KB
100 pg 500 pg 100 ug
7 Tage 56 h 16 h
Gruppe 2 (GDPG) o L O O
GnRH PGF GnRH KB
100 pg 1000 pg 100 Hg
s 3 (GPPG) 7 Tage 24h 32h 16 h
ruppe
PP © oo o—o
GnRH PGF PGF GnRH KB
100 pg 500 pug 500 ug 100 pg
Tag: 0 7 8 9 10

Abbildung 3. Schematische Darstellung der in den Experimenten 1 und 2 genutzten
Behandlungsprotokolle

3.83.4.2 Zuordnung zu den Gruppen

Die Zuordnung von Kiihen zu den Versuchsgruppen (Kontrolle, GDPG, GPPG) erfolgte im
wochentlichen Wechsel. In der ersten Versuchswoche wurden Kihe, welche die
Aufnahmekriterien erfiillten (siehe 3.3.1), ausschlieBlich in Gruppe 1 (Kontrolle)
aufgenommen. In der zweiten Woche wurden zur Verfligung stehende Kihe dagegen
ausschlieBlich der Gruppe 2 (GDPG) zugeordnet. In der dritten Woche erfolgte dann die
Aufnahme von Kihen nur in Gruppe 3 (GPPG). Nach einer Woche, in der Kiihe der Gruppe 3
(GPPG) zugeordnet wurden, folgte dementsprechend wieder eine Woche, in der Tiere nur in
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die Kontrollgruppe aufgenommen wurden. Nur in dem Betrieb 3, in welchem die Trachtigkeits-
und Sterilitdtsuntersuchungen alle zwei Wochen erfolgten, wurden Kuihe in einer Woche
zuféllig in eine der drei Gruppen aufgeteilt. Uber alle Betriebe einheitlich verblieb jede Kuh in
der Gruppe, der sie zugeordnet wurde, bis sie entweder abkalbte oder bei einer
Trachtigkeitsuntersuchung keine Trachtigkeit festgestellt wurde bzw. sich die Kuh wieder in
Brunst zeigte. Einer der drei Versuchsgruppen zugeordnete Tiere, bei denen es aus der
Behandlung jedoch nicht zu einer Trachtigkeit gekommen war oder die sich wieder in Brunst
zeigten, wurden ein weiteres Mal nach dem beschriebenen Vorgehen einer der Gruppen
zugeordnet. Auf den Betrieben 3 bis 6 wurde der Wechsel der Behandlungsprotokolle solange
wiederholt, bis jedes Protokoll zehnmal durchgefihrt worden war. Die Betriebe 1 und 2 fiihrten
den Wechsel solange fort, bis jedes Protokoll 23-mal durchgefiihrt wurde.

3.3.4.3 Tierarztliche Untersuchung an Tag 0

Alle Tiere wurden an Tag 0 mit einem Ultraschallgerat (Draminski iscan mit einem 7,5 MHz
Linearschallkopf, Draminski S.A., 10-860, Olsztyn, Polen) untersucht. Die Gré3e von lutealem
Gewebe wurde abgeschétzt (Ho6he und Breite). Dazu wurde ein Gitternetz mit einer Héhe und
Breite von je 10 mm Uber das Untersuchungsbild des Ultraschallgerdtes gelegt. Bei
Anwesenheit eines Hohlraumes im Gelbkérper wurde dieser ebenfalls geschatzt (Héhe und
Breite) und von der GréBe des Gelbkdrpers abgezogen. Ein aktiver Gelbkdrper wurde ab einer
GréBe von 15 mm im maximalen Durchmesser berlcksichtigt (Giordano et al., 2016).

3.3.4.4 Tréachtigkeitsuntersuchung

Die Trachtigkeitsuntersuchung erfolgte betriebsspezifisch zwischen dem 35. und 47. Tag nach
der Besamung. Als tragend wurden alle Kihe diagnostiziert, bei denen in einer
Trachtigkeitsuntersuchung mittels Ultraschall ein physiologisch entwickelter Embryo mit
Herzschlag zu sehen war. Im Folgenden wird einheitlich von einer Trachtigkeitsuntersuchung
am 38. Tage p.i. gesprochen. Als nichttragend galten Tiere, bei denen keine Trachtigkeit
diagnostiziert werden konnte oder die sich bereits vor der geplanten
Trachtigkeitsuntersuchung in Brunst zeigten (Wiltbank et al., 2015).
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3.4 Experiment 2
3.4.1 Tiere

Die 1.581 an der Studie teilnehmenden Kihe (492 Jungkihe, und 1.089 Mehrkalbskiihe)
wurden in zwei kommerziellen Milchviehbetrieben in Brandenburg gehalten. Die
Versuchsdurchfihrung erfolgte im Zeitraum von August 2018 bis Méarz 2019. Voraussetzung
fir die Aufnahme in das Experiment war, dass die freiwillige Wartezeit der Kiilhe abgelaufen
war, dass sie laut Definition der Herdenmanager zuchttauglich waren und bei einer
tierérztlichen Untersuchung klinisch gesund erschienen. Die Zuordnung zu den Gruppen
erfolgte entweder in Folge eines Presynch (PGFza,, 14 Tage spater PGFz, 12 Tage spater
Aufnahme in ein Ovsynchprotokoll) oder nach negativer Trachtigkeitsuntersuchung. Von den
aufgenommenen Tieren wurden 98 Kihe (6,2 %) aufgrund von Fehlern in der
Protokolldurchfihrung (n =37) oder weil sie vor der Trachtigkeitsuntersuchung gemerzt
wurden (n = 61) ausgeschlossen. Der allgemeine Gesundheitszustand der Tiere wurde taglich
in beiden Betrieben durch die Herdenmanager Uberwacht. Alle Behandlungen erfolgten nach
tierarztlichen Vorgaben und unter Nutzung von vorab festgelegten Behandlungsprotokollen.

3.4.2 Betriebsinformationen
3.4.2.1 Haltung und Fitterung
In den beiden Betrieben, die 1.380 (Betrieb A) bzw. 900 (Betrieb B) melkende Tiere versorgten,
waren die Tiere Uber den gesamten Versuchszeitraum in Laufstallhaltungen mit Querliftung
untergebracht. Die Laufflachen bestanden aus Beton wobei die Entmistung auf Betrieb A durch

Spaltenbdden und auf Betrieb B durch Faltschieber realisiert wurde. Als Liegeflachen dienten
Gummimatten (Betrieb B) bzw. Strohkalkmatratzen (Betrieb A).

Beide Betriebe fltterten eine totale Mischration auf Grundlage von Mais- und Anwelksilagen.
Die Futterrationen der zur Besamung anstehenden Tiere sind Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tabelle 6. Futterrationen in kg Frischmasse pro Tier und Tag in den einzelnen Betrieben

aus Experiment 2

Betrieb A

Betrieb B

Maissilage 31,2

Rapsextraktionsschrot 4,9

Luzernesilage 3,98

Weizengrieskleie 3,8

Gerste 2,4

Ribenmelasseschnitzel 2,4

Corn-Cob-Mix Silage 1,9

Gerstenstroh 0,9

Fett calciumseife 0,4

Mineral 0,31

Natriumbicarbonat 0,22

Harnstoff 0,07

Maissilage 22,91

Luzernesilage 8,39

Wasser 7,0

Rapsextraktionsschrot 3,0

Rapsschrot 2,8

Gerste 2,6

Ribenmelasseschnitzel 2,3

Weizengrieskleie 2,0

Corn-Cob-Mix Silage 1,4

Gerstenstroh 1,2

Fett 0,4

Mineral 0,4

Natriumbicarbonat 0,2

Harnstoff 0,04
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3.4.2.2 Fruchtbarkeitskennzahlen

Die Tabelle 7 zeigt die durchschnittlichen Fruchtbarkeitsleistungen der Betriebe fir den
Betrachtungszeitraum zwischen August 2017 und August 2018.

Tabelle 7. Durchschnittliche Fruchtbarkeitsleistung in den zwei Betrieben wahrend des
Versuchszeitraums

Fruchtbarkeitsparameter Betrieb A Betrieb B
Rastzeit, Tage 73 99
Gustzeit, Tage 130 151
Erstbesamungserfolg, % 33 38
Besamungserfolg, % 34 32
Zwischenkalbezeit, Tage 392 418

21 d Trachtigkeitsrate, % 19 14
Remontierungsrate, % 38,8 30,0

3.4.2.3 Fruchtbarkeitsmanagement

Die visuelle Brunstbeobachtung und die Besamung wurde auf Betrieb A von einem
Besamungstechniker der Firma Alta (Alta Deutschland GmbH, 29525, Uelzen, Deutschland)
durchgefuhrt. Auf Betrieb B flihrte ein bestandseigener Besamungstechniker die
beschriebenen Aufgaben aus. Beide Betriebe unterstitzten die visuelle Brunstbeobachtung
mithilfe von Schwanzmalfarbe. Die freiwillige Wartezeit betrug 80 (Betrieb A) bzw. 50 Tage
(Betrieb B). Zur ersten kinstlichen Besamung nach Ablauf der freiwilligen Wartezeit nutzten
beide Betriebe ein Presynch-Ovsynchprotokoll (PGF2q, 14 Tage spater PGF2q, 12 Tage spater
erste GnRH-Gabe des Ovsynchprotokolls). Tiere, die sich nach der ersten (Betrieb A: 80 + 3
Tage p.p., bzw Betrieb B: 50 £ 3 Tage p.p.) oder zweiten PGF2.-Gabe (Betrieb A 94 + 3 Tage
p.p. bzw. Betrieb B: 64 + 3 Tage p.p.) in Brunst zeigten, wurden besamt. Tiere, die nach keiner
PGF2.-Gabe in Brunst gesehen wurden, erhielten eine terminorientierte kiinstliche Besamung
(Betrieb A: 116 £ 3 Tage p.p. und Betrieb B: 86 = 3 Tage p.p). Nichttragende Tiere erhielten
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zur Folgebesamung ein Ovsynchprotokoll, beginnend an dem Tag der negativen
Trachtigkeitsuntersuchung. Der zustandige Besamungstechniker fihrte die
Trachtigkeitsuntersuchung zwischen dem 38 und 45 Tag nach der kinstlichen Besamung
mittels manueller transrektaler Palpation durch. Zur Auswertung der Herdendaten nutzten die
Betriebe das Programm ,Herde® (Firma dsp-Agrosoft GmbH, 14669 Ketzin, Deutschland,
Version 5.11).

3.4.2.4 Milchleistung und -inhaltsstoffe

Auf beiden Betrieben wurden die Kihe zweimal taglich gemolken. In der Tabelle 8 sind die
Milchleistungsdaten mit Stand August 2018 dargestellt.

Tabelle 8. Milchleistungsdaten der zwei Versuchsbetriebe im August 2018.

Parameter Betrieb A Betrieb B
305 - d Milchleistung, kg 9.798 11.409
Milcheiweil3 in % 3,17 3,16
Milchfett in % 3,85 3,49
Zellzahl x 108/ ml 223 252

3.4.3 Datenerfassung

In den Herdenverwaltungsprogrammen wurden von jedem Tier die Stammdaten dokumentiert
(Ohrmarkennummer, Laktationsnummer, Datum der letzten Kalbung, Anzahl der
vorausgegangenen Besamungen in dieser Laktation, Ergebnis der Trachtigkeitsuntersuchung,
Datum der Tréachtigkeitsuntersuchung). Dem Besamungsdatum wurde die jeweilige
meteorologische Jahreszeit zugeordnet (siehe 3.3.3). Im wdchentlichen Wechsel wurden die
Tiere in ein Ovsynchprotokoll aufgenommenen und einer der drei Versuchsgruppen
zugeordnet.
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3.4.4 Versuchsablauf

3.4.4.1 Durchfihrung sowie Zuordnung zu den Gruppen

Die Durchfihrung der Behandlungsprotokolle sowie die Zuordnung zu den drei Gruppen
erfolgte wie in Experiment 1 im wdchentlichen Wechsel. Nach einer Woche, in der das
Protokoll der Gruppe 3 durchgefiihrt wurde, folgte dementsprechend wieder eine Woche mit
Gruppe 1 (siehe 3.3.4.1 und 3.3.4.2). Der Wechsel wurde solange wiederholt, bis jedes
Protokoll zehnmal durchgefihrt worden war.

3.4.4.2 Blutprobenentnahme zur Bestimmung der Konzentration von Progesteron

Von den Kuhen, die zwischen dem 21.08.2018 und dem 16.10.2018 in das Experiment
aufgenommen wurden (n = 491), wurde zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe (16 h vor der
kinstlichen Besamung) Blutproben entnommen, um diese auf die Konzentration von
Progesteron zu untersuchen. Zur Blutgewinnung wurde die Vena bzw. Arteria coccygea media
mittels 3,81 cm langen, 18 Gauge Kandle (Vacuette, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmudinster,
Osterreich) punktiert und das Blut in sterilen Serum-Vakuumréhrchen (8 ml, Vacuette, Greiner
Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) gesammelt. Unverziiglich gekiihlt wurden die
Proben zum Labor an der Freien Universitdt Berlin gebracht, wo sie nach einer 4- bis
6 - stiindigen Koagulationszeit bei etwa 20°C und 4500 g far fiinf Minuten zentrifugiert wurden.
Der Uberstand wurde in Polypropylen-Probenréhrchen (2 ml, Cryovial, Simport, Bernard-Pilon,
Kanada) tberfihrt und anschlieBend bis zur Bestimmung der Konzentration von Progesteron
bei - 18°C gelagert. Die Bestimmung der Konzentration von Progesteron im Serum wurde
mittels Festphasen Radioimmunoassay ohne Extraktion durchgeflihrt (MP Biomedicals, Solon,
Ohio, USA). Die Bestimmungsgrenze dieser Methode lag bei 0,05 ng / ml Progesteron. Der
Intraassay-Variationskoeffizient, wurde basierend auf einer Qualitatskontrollprobe mit
2,50 ng / ml Progesteron, auf 12,2 % bestimmt. Ein Interassay-Variationskoeffizient ist nicht
anzugeben, da alle Proben in einem einzigen Testdurchlauf untersucht wurden. Anhand der
Konzentration von Progesteron wurden die Kihe in sieben Kategorien eingeteilt. (von
0,00 bis 20,6 ng/ ml in 0,1 ng/ ml Schritten). Fur die Kihe in jeder Progesteron-Kategorie
wurde der Besamungserfolg bestimmt, um daraus retrospektivden Grenzwert zu ermitteln, bei
welchem der gréBte Abfall des Besamungserfolges zu verzeichnen war (Abbildung 4).
Basierend auf einem 47 % geringeren Besamungserfolg bei Kiihen mit einer Konzentration
von Progesteron = 0,6 ng / ml im Vergleich zu Kilhen mit niedrigeren Konzentrationen wurde
diese Konzentration von Progesteron als Grenzwert flr niedrige Konzentrationen von
Progesteron  (Progesteron < 0,6) bzw. hohe Konzentrationen von Progesteron
(Progesteron = 0,6) definiert.
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3.4.4.3 Tréachtigkeitsuntersuchung

Die Trachtigkeitsuntersuchung erfolgte zwischen dem 38. und 45. Tag nach der Besamung.
Im Folgenden wird einheitlich von einer Tréachtigkeitsuntersuchung am 38. Tag p.i.
gesprochen. Als tragend wurden alle Kihe diagnostiziert, bei denen durch manuelle
transrektale Palpation eine Doppelwandigkeit des Uterus festgestellt werden konnte (positiver
Eihautgriff). Nichttragend waren Tiere, bei denen keine Trachtigkeit diagnostiziert werden
konnte oder die sich bereits vor der geplanten Trachtigkeitsuntersuchung in Brunst zeigten
(Wiltbank et al., 2015).

3.5 Statistische Analysen

Die erhobenen Zuchtdaten (d.h. Identifikation der Kuh, Besamungsdatum, Anzahl
vorrausgegangener Besamungen in der Laktation, Kalbedatum, Laktationsnummer) und die
Ergebnisse der Trachtigkeitsuntersuchung wurden aus den Herdenverwaltungsprogrammen
exportiert und fir die Auswertung in eine Excel-Tabelle (Excel 2016, Version 1901, Microsoft
Corporation, WA, USA) Ubertragen. Im Anschluss erfolgte die Analyse, wobei das Programm
~SPSS* (Version 27.0, SPSS inc., IBM,Ehningen, Deutschland) zum Einsatz kam. Um den
Einfluss der drei Protokolle auf den Besamungserfolg zu untersuchen, wurden unter der
Verwendung der SPSS-Prozedur GENLINMIXED verschiedene logistische
Regressionsmodelle ausgewertet. Die einzelne Kuh wurde als experimentelle Einheit
betrachtet. Der Betrieb wurde als zufélliger Effekt bertcksichtigt. Fir die Erstellung der
statistischen Modelle wurde wie von Dohoo et al (2009) beschrieben, zunachst jeder
Parameter univariat in einem Modell getestet. Im Modell verblieben nach einer sequentiellen
Rickwartsselektion die Variablen, welche einen erklarenden Einfluss (P> 0.1) auf den
Besamungserfolg aufwiesen. Zusatzlich wurden alle biologisch sinnvollen Interaktionen
getestet. Signifikanz wurde fiir eine beeinflussende Variable ab P < 0,05 definiert. Von einer
Tendenz wird bei P= 0,05 und P < 0,10 gesprochen.

3.5.1 Statistische Analysen Experiment 1

Die Tiere in Experiment 1 (n = 1.979) wurden zur ersten GnRH-Gabe ultrasonographisch auf
das Vorhandensein eines Gelbkdrpers untersucht. Die Erstellung des statistischen Modells
erfolgte wie oben beschrieben. Aufgrund des besonderen Interesses fir die Beantwortung der
Fragestellung wurde die Anwesenheit eines Gelbkérpers zur ersten GnRH-Gabe sowie die
Interaktion zwischen dem Behandlungsprotokoll und der Anwesenheit eines Gelbkdrpers zur
ersten GnRH-Gabe in das statistische Modell mit aufgenommen, obwohl sich aus der vorigen
Analyse mit einer Variablen kein signifikanter Einfluss ableiten lies (Anwesenheit eines
Gelbkorpers zur ersten GnRH-Gabe: P = 0,80, Interaktion zwischen Anwesenheit eines
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Gelbkérpers und Behandlungsprotokoll: P=0,51). Um den Einfluss des Behandlungs-
protokolls auf den Besamungserfolg zu testen, wurde ein Modell verwendet, welches folgende
festen Effekte bericksichtigt: Behandlungsprotokoll (Kontrolle vs. GDPG vs. GPPG),
Jahreszeit zur kinstlichen Besamung (Frihling: 01. Marz bis zum 31. Mai; Sommer: 01. Juni
bis zum 31. August; Herbst: 01. September bis zum 30. November; Winter: 01. Dezember bis
zum 28. Februar), Laktationsnummer (Jungkihe vs. Altkiihe), Anwesenheit eines Gelbkdrpers
zur ersten GnRH-Gabe (ja vs. nein) sowie die Interaktion zwischen Behandlungsprotokoll und
Anwesenheit eines Gelbkérpers zur ersten GnRH-Gabe.

3.5.2 Statistische Analysen Experiment 2

Zur Bestimmung des Besamungserfolgs wurde in Experiment 2 ein &hnliches statistisches
Modell genutzt. Folgende erklarenden Variablen wurden als feste Effekte in das Modell
integriert: Behandlungsprotokoll, Jahreszeit zur kinstlichen Besamung, Laktationsnummer
sowie Anzahl der kinstlichen Besamungen (Erst- vs. Folgebesamungen).

Von den Kuhen, die zwischen dem 21.08.2018 und dem 16.10.2018 in das Experiment
aufgenommen wurden (n = 491), wurde zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe (16 h vor der
kinstlichen Besamung) Blutproben entnommen, um diese auf die Konzentration von
Progesteron zu untersuchen. Anhand der Konzentration von Progesteron wurden die Kihe in
sieben Kategorien eingeteilt. (von 0,00 bis = 0,6 ng / ml in 0,1 ng / ml Schritten). Fir die Kiihe
in jeder Progesteron-Kategorie wurde der Besamungserfolg bestimmt, um daraus retrospektiv
den Grenzwert zu ermitteln, bei welchem der gréBte Abfall des Besamungserfolgs zu
verzeichnen ist (Abbildung 3). Basierend auf einem 47 % geringeren Besamungserfolg bei
Kihen mit einer Konzentration von Progesteron = 0,6 ng/ ml im Vergleich zu Kihen mit
niedrigeren Konzentrationen wurde diese Konzentration von Progesteron als Grenzwert fir
niedrige Konzentrationen von Progesteron (Progesteron < 0,6) bzw. hohe Konzentrationen
von Progesteron (Progesteron = 0,6) definiert.

3.5.3 Statistische Analysen Experiment 1 und 2 kombiniert

Das finale Modell enthielt folgende Variablen als feste Effekte: Behandlungsprotokoll,
Jahreszeit zur kinstlichen Besamung und Laktationsnummer. Es gab keine Interaktionen
zwischen Behandlungsprotokoll und Jahreszeit (P = 0,64), Behandlungsprotokoll und
Laktationsnummer (P = 0,80) oder Behandlungsprotokoll und Besamungsanzahl (P = 0,46). In
das endgdltige statistische Modell wurden diese Interaktionen deshalb nicht aufgenommen.
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4. Ergebnisse

Insgesamt wurden 3.560 Kuhe in die Studie aufgenommen. Von diesen Tieren wurden 416
(11,7 %) ausgeschlossen, weil sie den Betrieb vor der Trachtigkeitsuntersuchung verlieBen
(n=104) oder bei ihrer Behandlung Fehler in der Protokolldurchfihrung gemacht wurden
(n = 312). In die statistische Analyse gingen die Daten von 3.144 Kiihe ein.

4.1 Experiment 1

Von den 1.979 aufgenommenen Kiihen wurden 318 Tiere (16,1 %) ausgeschlossen, weil sie
in den 10 Tagen des Ovsynchprotokolls erkrankten (n = 54), remontiert wurden (n = 42), oder
nicht termingerecht besamt wurden (n = 222). Fir die statistische Analyse standen somit die
Daten von 1.661 Klhen zur Verfigung. Der Besamungserfolg 38 Tage nach der kunstlichen
Besamung lag im Durchschnitt bei 33,7 %. Zwischen den drei Behandlungsprotokollen zeigte
sich ein signifikanter Unterschied im Besamungserfolg (P = 0,03). Der Anteil tragender Tiere
war bei den zweimalig mit PGF2, behandelten Tieren (38,0 %) gréBer als bei den mit der
doppelten Dosis behandelten Tieren (31,9 %; P = 0,04) oder den Tieren der Kontrollgruppe
(31,2 % P =0,02). Der Besamungserfolg von Tieren der Kontrollgruppe und von Tieren der
GDPG Gruppe unterschied sich nicht signifikant (P = 0,80; Tabelle 10). Jungkiihe hatten einen
unwesentlich héheren Besamungserfolg als Altkiihe (35,8 % vs. 31,5 %; P=0,09). Einen
starken Einfluss auf den Besamungserfolg hatte die Jahreszeit (P<0,01). So lag der
Besamungserfolg im Frihling bei 36,8 %, im Sommer bei 26,3 %, im Herbst bei 38,0 % und
im Winter bei 34,2 %. Die Besamungsanzahl hatte dagegen keinen Einfluss auf den
Besamungserfolg (P = 0,75). Insgesamt hatten 59,5 % der Kiihe zur ersten GnRH-Gabe einen
funktionellen Gelbkdrper (Gelbkérpergewebe = 15 mm). Der Besamungserfolg wurde von der
Anwesenheit eines Gelbkérpers nicht beeinflusst (P=0,55). Er betrug bei Tieren mit
Gelbkérper 34,4 % und bei Tieren ohne Gelbkérper 33,0 %. Auch war keine Interaktion
zwischen dem Effekt der Behandlung und der Anwesenheit eines Gelbkdrpers zur ersten
GnRH-Gabe feststellbar. Bei der einzelnen Betrachtung von Kiihen, die bei der ersten GnRH-
Gabe einen funktionellen Gelbkdrper hatten, unterschied sich der Besamungserfolg nicht
zwischen den Behandlungsprotokollen (30,9 % Kontrolle vs. 34,6 % GDPG vs. 37,8 % GPPG;
P =0,16). GPPG Kihe hatten jedoch einen tendenziell héheren Besamungserfolg als Kiihe
der Kontrollgruppe (P =0,06; Tabelle 9). Bei Kihen, die das Protokoll ohne Gelbkérper
begannen, hatte das Behandlungsprotokoll ebenfalls keinen Einfluss auf den
Besamungserfolg (31,5 % Kontrolle vs. 29,4 % GDPG vs. 38,3 % GPPG; P=0,11). Im
direkten Vergleich war die zweimalige Gabe der doppelten Dosis in Bezug auf den
Besamungserfolg Uberlegen (P = 0,04).
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Einfluss des Vorhandenseins eines Gelbkdrpers zur ersten GnRH-Gabe wéahrend eines Ovsychprotokolls auf den

Tabelle 9.
Besamungserfolg [Besamungserfolg, % (n/ n)] 38 Tage nach der kinstlichen Besamung bei laktierenden Holstein Friesian
Kihen (Experiment 1)
1 3
Gelbkdrper? Behandlungsprotokoll P-Wert
Kontrolle GDPG GPPG Behandlung Cq* Cz° Cs®
Anwesend, % (n/ n)® 30,9 (123/359) 34,6 (115/299) 37,8 (137/330) 0,16 0,31 0,06 0,4
Abwesend, % (n/ n)3 31,5(74/213) 29,4 (74 / 228) 38,3 (95/232) 0,11 0,63 0,13 0,04

'Im wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Holstein Friesian Kiihe in eines der drei Behandlungsprotokolle aufgenommen.
1) Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 ug PGF2. — Tag 9 GnRH). 2) Ovynch mit einer doppelten Dosis PGF2, (GDPG: Tag 0
GnRH - Tag 7 1000 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). 3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2, Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pg PGFzq

— Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). Alle Kiihe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe kiinstlich besamt.
2Das Vorhandensein eines Gelbkorpers wurde an Tag 0 durch eine rektale Ultraschalluntersuchung gepriift.

3Die Prozentangaben, welche den Besamungserfolg angeben, sind aus dem GENLINMIXED Model abgeleitete Werte, die die
Behandlungsgruppe, die Laktationsnummer, die Jahreszeit, die An- oder Abwesenheit eines Gelbkérpers sowie die Interaktion zwischen
der Behandlung und der Anwesenheit eines Gelbkdrpers miteinschliet. Bei den in Klammern angegebenen Tierzahlen handelt es sich um

Rohdaten.
“C1 = vergleichende Betrachtung zwischen Kontrollgruppe und GDPG.

°C, = vergleichende Betrachtung zwischen Kontrollgruppe und GPPG.
6C; = vergleichende Betrachtung zwischen GDPG und GPPG.
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4.2 Experiment 2

Von den 1.581 aufgenommenen Tieren wurden 98 Kihe (6,2 %) aufgrund von Abweichungen
in der Protokolldurchfihrung (n=37) oder wegen Remontierung vor der
Trachtigkeitsuntersuchung (n = 61) ausgeschlossen. Die Daten von 1.483 Klhen flossen in
die statistische Analyse ein.

Der Besamungserfolg lag 38 Tage nach der kinstlichen Besamung im Durchschnitt bei
36,5 %. Zwischen den drei Behandlungsprotokollen unterschied sich der Besamungserfolg
signifikant (P < 0,01). Der Anteil tragender Tiere war bei GPPG Tieren (40,6 %; P < 0,01) und
bei GDPG Tieren (38,1 %; P=0,02) gréBer als bei Tieren der Kontrollgruppe (31,0 %).
Zwischen GDPG und GPPG Kuhen unterschied sich der Besamungserfolg nicht (P = 0,45;
Tabelle 10). Jungklhe hatten einen unwesentlich héheren Besamungserfolg als Altkiihe (38,8
vs. 34,1 %; P = 0,09). Die Besamungsanzahl hatte keinen Einfluss auf den Besamungserfolg
(P=0,17) und betrug 38,3 % fir die Erst- und 34,6 % flr die Folgebesamungen. Beeinflusst
wurde der Besamungserfolg von der Jahreszeit (P < 0,01). Er betrug im Frihling 47,4 %, im
Sommer 16,6 %, im Herbst 43,3 % und im Winter 44,1 %.

Das Behandlungsprotokoll hatte Einfluss auf die zur zweiten GnRH-Gabe gemessene
Konzentration von Progesteron im Blut (P<0,01). Sowohl GPPG (0,49 £ 0,15 ng/ ml;
n = 153) als auch GDPG (0,73 £ 0,15 ng / ml; n = 180) Klihe hatten im Vergleich zu Tieren der
Kontrollgruppe (1,22 + 0,16 ng/ ml; n = 158) niedrigere Konzentrationen von Progesteron
(P<0,01). GPPG und GDPG Kihe unterschieden sich nur unwesentlich (P = 0,08;
Abbildung 4, linke Grafik). Um den Effekt der drei Behandlungsprotokolle auf die Konzentration
von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe genauer darzustellen, wurden die Kiihe basierend
auf den Konzentrationen von Progesteron in sieben Kategorien unterteilt. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhéhte sowohl die zweimalige Gabe, als auch die doppelte Dosis den Anteil
an Kihen mit Konzentrationen von Progesteron <0,09 ng/ ml. Die GPPG Behandlung
reduzierte zudem den Anteil an Kiihen mit Konzentrationen von Progesteron = 0,6 ng / mlim
Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen der Kontrollgruppe und der GDPG Gruppe unterschied
sich der Anteil an Kuhen mit Konzentrationen von Progesteron= 0,6 ng/ml nicht
(Abbildung 5).

Um den Grenzwert von Progesteron, ab welchem dieser einen negativen Einfluss auf den
Besamungserfolg hat, zu ermitteln, wurde in diesem Experiment die Konzentration von
Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe mit dem Besamungserfolg in Beziehung gesetzt
(Abbildung 6). Die Uberschreitung von 0,6 ng/ml hatte im Vergleich zu niedrigeren
Konzentrationen von Progesteron einen um 47 % niedrigeren Besamungserfolg zur Folge.
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Insgesamt zeigten 64,4 % der Tiere zur zweiten GnRH-Gabe Konzentrationen von
Progesteron < 0,6 ng / ml. Kiihe mit Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng/ ml hatten
einen hdheren Besamungserfolg (36,9 %) als Tiere mit hdéheren Konzentrationen von
Progesteron (17,4 %). Die Inzidenz fir Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng/ ml war
abhangig vom Behandlungsprotokoll (P = 0,01). Gegenlber der Kontrollgruppe hatten mehr
GPPG Kiihe Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng / ml zur zweiten GnRH-Gabe (55,7 %
vs. 73.1 %; P<0,01). GPPG Kuhe erreichten unwesentlich haufiger Konzentrationen von
Progesteron < 0,6 ng/ ml als GDPG Kuhe (73,1 % vs. 63,3 %; P=0,05). GDPG Kihe und
Kihe der Kontrollgruppe unterschieden sich nicht hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit zur
zweiten GnRH- Gabe Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng / ml zu erreichen (P = 0,15;
Abbildung 4).

Die Laktationsnummer steht in keiner Beziehung mit der durchschnittlichen Konzentration von
Progesteron (0,77 £ 0,13 ng / mlvs. 0,79 £ 0,6 ng / ml fir Jung- bzw. Altkiihe; P = 0,89). Auch
der Anteil an Kuhen mit Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng/ml wurde von der
Laktationsnummer nicht beeinflusst (Jungkihe 58,8% vs. Altkiihe 65,9%; P = 0,15).

Eine Korrelation zwischen dem Behandlungseffekt und der Laktationsnummer bestand nicht
(P=0,995).
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Tabelle 10. Einfluss des Behandlungsprotokolls auf den Besamungserfolg [Besamungserfolg, % (Anzahl Kihe)] 38 Tage nach der
kiinstlichen Besamung flr die Experimente 1 und 2 sowie fir die Kombinierten Ergebnisse aus Experiment 1 und 2.

Behandlungsprotokoll’ P-Wert
Experiment
Kontrolle GDPG GPPG Behandlung Cs° C28 Cs’
Experiment 12 31,2 (572) 31,9 (527) 38,0 (562) 0,03 0,8 0,02 0,04
Experiment 23 31,0 (493) 38,1 (475) 40,65 (515) 0,05 0,02 0,01 0,45
kombinierte Ergebnisse aus 32,4 (1065) 36,3 (1002) 40,5 (1077) 0,01 0,06 0,01 0,05

Experiment 1 und 2*

'Im wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Holstein Friesian Kiihe in eines der drei Behandlungsprotokolle aufgenommen.

1) Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pg PGF2. — Tag 9 GnRH). 2) Ovynch mit einer doppelten Dosis PGF2. (GDPG: Tag 0

GnRH - Tag 7 1000 ug PGF2« — Tag 9 GnRH). 3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2, Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pug PGF2q

—Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). Alle Kiihe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe kiinstlich besamt.
2Die Prozentangaben, welche den Besamungserfolg angeben, sind aus dem GENLINMIXED Model abgeleitete Werte, die die

Behandlungsgruppe, die Laktationsnummer, die Jahreszeit, die An- oder Abwesenheit eines Gelbkdrpers sowie die Interaktion zwischen

der Behandlung und der Anwesenheit eines Gelbkdrpers mit einschlief3t.

3Die Prozentangaben, welche den Besamungserfolg angeben, sind aus dem GENLINMIXED Model abgeleitete Werte, die die
Behandlungsgruppe die Laktationsnummer, die Jahreszeit sowie die Anzahl der kiinstlichen Besamungen mit einschlief3t.

“Die Prozentangaben, welche den Besamungserfolg angeben, sind aus dem GENLINMIXED Model abgeleitete Werte, die die
Behandlungsgruppe die Laktationsnummer sowie die Jahreszeit mit einschlief3t.

°C4 = vergleichende Betrachtung zwischen Kontrollgruppe und GDPG.
6C. = vergleichende Betrachtung zwischen Kontrollgruppe und GPPG.
’Cs = vergleichende Betrachtung zwischen GDPG und GPPG.
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Abbildung 4. Einfluss des Behandlungsprotokolls' auf die Konzentrationen von Progesteron? zur zweiten GnRH-Gabe (linke Graphik)
sowie auf den Anteil an Klhen mit Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng / ml zur zweiten GnRH-Gabe (rechte Graphik).
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts da.

'Im wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Holstein Friesian Kiihe in eines der drei Behandlungsprotokolle aufgenommen.
1) Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 ug PGF2. — Tag 9 GnRH). 2) Ovynch mit einer doppelten Dosis PGF2, (GDPG: Tag 0
GnRH - Tag 7 1000 ug PGF2« — Tag 9 GnRH). 3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2, Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pug PGF2q
— Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). Alle Kiihe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe kiinstlich besamt.

2Zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe wurden Blutproben (n=491) entnommen und die Konzentration von Progesteron bestimmt.
Innerhalb einer Grafik weisen verschiedene Buchstaben auf signifikante Unterschiede zwischen den Werten hin (P < 0,05)
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Abbildung 5. Einfluss des Behandlungsprotokolls' auf die prozentuale Verteilung von Kiihen innerhalb der Progesteron-Kategorien?
(Experiment 2).

"lm wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Holstein Friesian Kiihe in eines der drei Behandlungsprotokolle aufgenommen. 1)
Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). 2) Ovynch mit einer doppelten Dosis PGF2q (GDPG: Tag 0 GnRH
—Tag 7 1000 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). 3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2, Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 ug PGF2q —

Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). Alle Kiihe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe klinstlich besamt.

2Zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe wurden Blutproben (n=491) entnommen und die Konzentration von Progesteron bestimmt.
Basierend auf der Konzentration von Progesteron wurden die Kihe in sieben Kategorien eingeteilt. Innerhalb einer Progesteron-Kategorie
weisen unterschiedliche Buchstaben auf signifikante Unterschiede zwischen den Werten hin (P < 0,05).
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Abbildung 6. Einfluss der Konzentration von Progesteron' zur zweiten GnRH-Gabe auf den Besamungserfolg 38 Tage nach der kiinstlichen
Besamung flr Kiihe aus allen drei Behandlungsprotokollen (Experiment 2). Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des

Mittelwerts da.

1Zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe wurden Blutproben (n=491) entnommen und die Konzentration von Progesteron bestimmt.
Basierend auf der Konzentration von Progesteron wurden die Kihe in sieben Kategorien eingeteilt. Die obere in den Balken stehenden
Zahlen geben den Besamungserfolg in % an. Die untere Zahl beziehen sich auf die Anzahl der Kiihe je Progesteron-Kategorie.
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4.3 Gemeinsame Auswertung der Experimente 1 und 2

Die Experimente 1 und 2 wurden nach einem vergleichbaren Studiendesign durchgefihrt. Um
eine groBere statistische Aussagekraft bezlglich des Besamungserfolgs zu erreichen, wurden
die Ergebnisse beider Experimente kombiniert. Der Besamungserfolg betrug im Durchschnitt
36,3 %. Unter Berlcksichtigung aller Behandlungsprotokolle hatten Jungkiihe einen héheren
Besamungserfolg (39,0 %) als Altktihe (33,7%; P = 0,01). Die Besamungsanzahl hatte keinen
Einfluss auf den Besamungserfolg, welcher bei Erstbesamungen 36,1 % und bei
Folgebesamungen 33,5 % (P=0,16) betrug. Der Besamungserfolg im Frihling (39,9 %),
Herbst (41,4 %) und Winter (41,6 %) war gréBer als im Sommer (24,0 %; P < 0,01). Kihe, die
wiederholt mit PGF2. behandelt wurden, hatten einen héheren Besamungserfolg (40,5 %;
P <0,01) als Kihe, die nur eine einfache Dosis PGFx an Tag 7 erhielten (32,4 %) und
tendierten zu einem hdheren Besamungserfolg als Tiere, die eine doppelte Dosis an Tag 7
erhielten (36,3 %; P = 0,05). Tendenziell war der Besamungserfolg von GDPG Kihen gréBer
als bei Kiihen der Kontrollgruppe (P = 0,06; Tabelle 10; Abbildung 7).

Der Einfluss des Behandlungsprotokolls auf den Besamungserfolg wurde weder von der
Jahreszeit (P=0,64) noch von der Laktations- (P=0,79) oder der Besamungsnummer
(P =0,46) beeinflusst.

39



Ergebnisse

a1
o

N
(6]

N
o
—

N N W W
o O O
—

o

40,5
36,3 b
32,4 ab

Besamungserfolg, %

—
aa o O
QO

o

Kontrolle GDPG GPPG
Experiment 1 und 22

Abbildung 7.Einfluss des Behandlungsprotokolls' auf den Besamungserfolg flur die
kombinierten Ergebnisse aus Experiment 1 und 22. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler des Mittelwerts da.

'lm wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Holstein Friesian Kiihe in eines
der drei Behandlungsprotokolle aufgenommen. 1) Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7
500 pg PGF2« — Tag 9 GnRH). 2) Ovynch mit einer doppelten Dosis PGF2. (GDPG: Tag 0
GnRH - Tag 7 1000 pg PGF2q — Tag 9 GnRH). 3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2q
Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 ug PGF2q — Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH).
Alle Kiilhe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe kiinstlich besamt. An Tag 38 nach
der Besamung erfolgte eine Trachtigkeitsdiagnostik.

2Die Prozentangaben, welche den Besamungserfolg angeben, sind aus dem GENLINMIXED
Model abgeleitete Werte, die die Behandlungsgruppe, die Laktationsnummer sowie die
Jahreszeit miteinschlieft.
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Werten an
(P < 0,05).
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5. Diskussion

Das Ziel der Studie war es, den Einfluss einer doppelten PGFz, -Dosis (1000 pg Cloprostenol)
oder einer zweimaligen PGF2, -Gabe (500 pug Cloprostenol an Tag 7 und Tag 8) mit einer
einmaligen PGF2q Gabe (500 ug Cloprostenol an Tag 7) wahrend eines 7 d-Ovsynchprotokolls
auf die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe und auf den Besamungserfolg
zu untersuchen.

Die Hypothese lautete, dass durch beide Modifikationen niedrigere Konzentrationen von
Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe und hdhere Besamungserfolge erreicht werden als
durch ein herkdmmliches Ovsynchprotokoll.

5.1 Experiment 1

In Experiment 1 sollte weiterhin untersucht werden, ob der Einfluss der Behandlungsprotokolle
von der Anwesenheit eines Gelbkérpers zur ersten GnRH-Gabe abhéngig ist, wie es in
anderen Studien unter der Verwendung von Dinoprost bereits beschrieben wurde (Santos et
al., 2016; Stevenson, 2016a; Barletta et al., 2018).

Zwischen den drei Behandlungsprotokollen zeigte sich ein signifikanter Unterschied im
Besamungserfolg (P = 0,03). Der Anteil tragender Tiere war bei den zweimalig mit PGFzq
behandelten Tieren (38,0 %) gr6Ber als bei den mit der doppelten Dosis behandelten Tieren
(31,9%; P=0,04) oder den Tieren der Kontroligruppe (31,2% P=0,02). Der
Besamungserfolg von Tieren der Kontrollgruppe und von Tieren der GDPG Gruppe
unterschied sich nicht signifikant (P = 0,8).

Insgesamt hatten nur 59,5 % der Kihe zur ersten GnRH-Gabe einen funktionellen Gelbkdrper
(Gelbkoérpergewebe =15 mm). Dies erscheint auch bei nicht vorsynchronisierten Tieren
gering. In anderen Studien war zu Beginn eines Resynchprotokolls der Anteil der Kiihe, die
zur ersten GnRH-Gabe einen anhand einer Ultraschalluntersuchung nachgewiesenen
Gelbkoérper trugen, mit 72 bzw. 80,9 % deutlich héher (Santos et al., 2016; Barletta et al.,
2018). Da die Anwesenheit eines Gelbkdrpers vom Zyklusstand abhangig ist, wird sie durch
die Zeitspanne zwischen der letzten klnstlichen Besamung und dem Beginn des
Resynchprotokolls beeinflusst. Die unterschiedlichen Zeitspannen von 33 + 3 Tage (Santos et
al., 2016) tber 35 Tage in der vorliegenden Studie bis 39 Tage (Barletta et al., 2018) kénnen
hier mdglicherweise einen Unterschied bedingen. Zur ersten kinstlichen Besamung liegt der
Anteil azyklischer Tiere zwischen 20 und 30 % (Moreira et al., 2001; Chebel et al., 2006).
Wahrend in vergleichbaren Studien ausschlieBlich Tiere zu Folgebesamungen aufgenommen
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wurden, flossen in die vorliegende Auswertung die Daten von 434 Erstbesamungen mit ein.
Der Anteil azyklischer Tiere, die zur ersten GnRH-Gabe keinen Gelbkdrper trugen, war
dadurch méglicherweise erhéht.

Der Besamungserfolg bei Kihen mit Gelbkérper (34,4 %) und Kihen ohne Gelbkdrper
(33,0 %) zur ersten GnRH-Gabe unterschied sich in der vorliegenden Studie nicht. Ahnliches
zeigte Carvalho et al. (2015) in einer Studie mit 897 Kihen. Auch hier hatte die Konzentration
von Progesteron zur ersten GnRH-Gabe keinen Einfluss auf den Besamungserfolg (Carvalho
et al., 2015a). In der aktuellen Literatur wird dagegen mehrheitlich festgestellt, dass sich die
Anwesenheit eines Gelbkdrpers zur ersten GnRH-Gabe positiv auf den Besamungserfolg
auswirkt (Denicol et al., 2012; Bisinotto et al., 2015; Stevenson, 2016a; Carvalho et al., 2018;
Stevenson et al., 2018). Hohe Konzentrationen von Progesteron reduzieren jedoch auch die
Ovulationshaufigkeit nach der ersten GnRH-Gabe, indem sie hemmend auf die GnRH-
induzierte LH-Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen wirken (Giordano et al., 2013).
Kuhe, die nach der ersten GnRH-Gabe ovulieren, zeigen auch ein erhéhtes Ansprechen auf
die folgenden Hormongaben wahrend des Ovsynchprotokolls, woraus sich eine hdhere
Synchronisationsrate ableitet (Vasconcelos et al., 1999; Bello et al., 2006). AuBerdem wird
eine hdhere Ovulationsrate mit einem hdheren Besamungserfolg in Beziehung gebracht
(Chebel et al., 2006; Galvao et al., 2007; Giordano et al., 2013). Die beste Voraussetzung fiir
einen hohen Besamungserfolg haben Kihe mit moderaten Konzentrationen von Progesteron
(zwischen 0,5 und 6 ng/ ml) zur ersten GnRH-Gabe (Carvalho et al., 2018). Eine niedrige
Konzentration von Progesteron wéhrend des Heranreifens der praovulatorischen Follikelwelle
wird mit einer reduzierten Fertilitdt in Verbindung gebracht (Pursley und Martins, 2011;
Wiltbank et al., 2012). Progesteron wirkt Uber einen negativen Feedbackmechanismus
hemmend auf die GnRH-Freisetzung und bewirkt dadurch eine reduzierte Ausschittung des
LH aus dem Hypophysenvorderlappen (Kinder et al., 1996). Bei niedriger Konzentration von
Progesteron wahrend der Follikelreifungsphase kommt es sowohl zu einer erhéhten Frequenz
als auch zu einer héheren Amplitude der LH-Ausschittung (Roche und Ireland, 1981; Kinder
et al., 1996). Dies flhrt zu einem beschleunigten Follikelwachstum (Cerri et al., 2011).

Follikel, die unter niedriger Konzentration von Progesteron heranreifen, sind zur Ovulation
gréBer als solche, die unter hoher Konzentration von Progesteron heranreifen (Carvalho et al.,
2019). Bei verlangerter Follikeldominanz unter suboptimalen Konzentrationen von
Progesteron setzt die Eizelle die Meiose fort und es kommt zur ersten Reifeteilung noch vor
dem LH-Peak (Revah und Butler, 1996). Ahnlich wie persistierende Follikel werden solche
durch LH Gberstimulierte Follikel seltener befruchtet und es entwickelt sich kein gesunder
Embryo aus ihnen (Sartori et al., 2002b).
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Bei Tieren, die zur ersten GnRH-Gabe keinen Gelbkdrper tragen, ist die Wahrscheinlichkeit,
dass sie zur PGFa -Gabe einen einzelnen jungen Gelbkérper haben, besonders hoch
(Stevenson et al., 2018). Der nach der ersten GnRH-Gabe gebildete Gelbkérper verhalt sich
teilweise refraktar gegeniber einer einmaligen PGF2q -Gabe an Tag 7 des Ovsynchprotokolls
(Giordano et al., 2012b; Stevenson, 2016a).

Tiere, die ausschlieBlich einen jungen, in Antwort auf die erste GnRH-Gabe gebildeten
Gelbkdrper haben, haben haufiger eine unvollstandigen Luteolyse (16,7 %; Stevenson et al.,
2018 bzw. 35,6 %; Giordano et al., 2012b) als solche Tiere, die zum Zeitpunkt der PGF2, -
Gabe einen jungen und einen alten Gelbkérper aufweisen (7,2 %; Stevenson et al., 2018 bzw.
8,2 %; Giordano et al., 2012b). Die physiologischen Grundlagen, warum ein einzelner junger
Gelbkérper unzureichend auf eine einfache Behandlung mit exogenem PGF2, anspricht,
wurden vielfach diskutiert und sind noch nicht vollstandig geklart (Howard und Britt, 1990;
Wade und Lewis, 1996; McCracken et al., 1999).

Die Ausschittung von endogenem PGF2zq aus dem Uterus erfolgt pulsatil (Baird et al., 1976).
Es wird angenommen, dass weniger die H6he eines einzelnen PGF2, Impulses als die
Frequenz der Impulse Uber eine entsprechende Zeit entscheidend flr eine vollstandige
Luteolyse ist (Peterson et al., 1975; Ginther et al., 2010; Greco et al., 2018). Kleinere PGF2«
Impulse verursachen jedoch zunachst reversible Abfalle der Konzentration von Progesteron
(Ginther et al., 2010). Dem deutlichen und letztendlich irreversiblen Abfall von Progesteron
geht ein besonders hoher Peak des im Blut zirkulierendem PGF2, Metaboliten 13, 14-dihydro-
15-keto-PGF (PGFM) voraus (Ginther et al., 2010; Pinaffi et al., 2018; Mezera et al., 2019).
Die Angaben zur Hbéhe dieses PGF2« Peaks, welcher die Luteolyse ausldst, schwanken
erheblich und werden zwischen 92,8 £ 10,7 und 532,4 + 84,8 pg / ml angegeben (Ginther et
al., 2010; Pinaffi et al., 2018).

Die PGF2q -Impulse des Endometriums stimulieren die Ausschittung von Oxytocin aus dem
Gelbkérper, welches wiederum eine uterine PGF2q -Ausschittung férdert (McCracken et al.,
1984).

Méglicherweise bewirkt der altere, ausgereiftere Gelbkdrper Uber PGF., -Rezeptoren eine
gesteigerte Freisetzung von lutealem Oxytocin, welches wiederum die uterine PGF2 -
Sekretion erhéht (McCracken et al., 1999) und somit auch die Regression eines jlngeren
Gelbkorpers fordert (Stevenson, 2016a, b).

Deshalb war eine Grundannahme dieser Arbeit, dass besonders solche Tiere von der
zweimaligen PGF2q -Gabe profitieren, die zur ersten GnRH-Gabe keinen Gelbkdrper tragen.
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Anders als in aktuellen Studien beschrieben (Santos et al., 2016; Stevenson, 2016a; Barletta
et al., 2018), konnte dies nicht bestéatigt werden. Der Behandlungseffekt war unabh&ngig von
der Anwesenheit eines Gelbkdrpers zur ersten GnRH-Gabe.

Méglicherweise war die Methode, die GroBe des Gelbkérpers mittels eines 10 mm groben,
Uber das Ultraschallbild gelegten Gitternetzes abzuschéatzen, nicht genau genug, um einen
funktionellen Gelbkdrper mit ausreichender Sicherheit zu erkennen. Bei dem Nachweis eines
funktionellen Gelbkdrpers zu einem unbekannten Zyklusstand mittels transrektaler
Ultraschalluntersuchung liegt die Sensitivitat bei 89,4 bzw. 91,2 % und die Spezifitat bei 39,8
bzw. 45,7 % (Bicalho et al., 2008; Sauls-Hiesterman et al., 2020). Um die Spezifitat der
Methodik zu erhéhen, eignet sich die Definition eines bestimmten Durchmessers, ab welchem
ein Gelbkoérper als funktionell anzusprechen ist. Die Sensitivitdt nimmt dabei nur moderat ab
(Bicalho et al., 2008). Die héchste Ubereinstimmung zwischen Ultraschalldiagnostik und der
Konzentration von Progesteron im Blut wurde bei einem Durchmesser von 22 - 23 mm erreicht
(Bicalho et al., 2008). In der Literatur werden jedoch Durchmesser mit einer Spannweite
zwischen 10 und 23 mm definiert (Bisinotto et al., 2015; Giordano et al., 2016; Santos et al.,
2016), was einen Vergleich der Ergebnisse erschwert. Das Nachweisen eines funktionellen
Gelbkoérpers mithilfe einer Ultraschalluntersuchung ist auch von den Fahigkeiten und
Erfahrungen des untersuchenden Tierarztes bzw. Besamungstechnikers abhangig.
Sensitivitat und Spezifitdt schwanken zum Teil erheblich zwischen verschiedenen Technikern
(Sensitivitat 88,1 — 95,8 % / Spezifitdt 20,5 - 70,2 %; Sauls-Hiesterman et al., 2020). Das
Abschatzen der GrdBe eines vorhandenen Gelbkdrpers mittels Ultraschalldiagnostik stellt eine
einfache und kostengiinstige Methode dar, die sich leicht in den Arbeitsablauf im Stall
integrieren lasst. Anders als eine Blutuntersuchung bietet sich mit ihr die Mdglichkeit einer
Entscheidungshilfe direkt im Stall. Die Konzentration von Progesteron im Blut wird zum einen
durch die Produktion durch den Gelbkérper und zum anderen durch den Metabolismus von
Progesteron durch die Leber bedingt (Sartori et al., 2002a). Die GrdBe des Gelbkdrpers
korreliert daher nicht zwingend mit der im Blut gemessenen Konzentration von Progesteron.
Als Goldstandard fur die Diagnostik eines funktionellen Gelbkdrpers gilt daher die Messung
der Konzentration von Progesteron im Blut (Silva et al., 2007; Stevenson et al., 2008). Fur
weiterfihrende Studien sollte neben einer ultrasonographischen Vermessung der Gelbkdrper
eine Messung der Konzentration von Progesteron im Blut zur ersten GnRH-Gabe
vorgenommen werden. Nur so lasst sich die Funktion des Gelbkdrpers sicher nachweisen und
prifen, ob der Einfluss einer modifizierten PGFa-Gabe auf den Besamungserfolg von der
Anwesenheit eines Gelbkérpers zur ersten GnRH-Gabe abhangig ist.
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5.2 Experiment 2
Das zweite Experiment diente dazu, den Einfluss der modifizierten Ovsynchprotokolle auf den
Besamungserfolg und die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe zu
evaluieren. Das Erreichen niedriger Konzentrationen von Progesteron zum Zeitpunkt der
kinstlichen Besamung ist eine Voraussetzung fir eine hohe Fertilitdt (Santos et al., 2010;
Giordano et al., 2012a; Carvalho et al., 2018). Fir den negativen Einfluss von erhéhtem
Progesteron zur Besamung kénnen verschiedene Ursachen verantwortlich sein. Bei in vitro
Fertilisationsversuchen, verringerte die Zugabe von Progesteron zum Reifungsmedium
sowohl die Zahl der befruchteten Eizellen als auch den Anteil an Eizellen, aus denen sich
Blastozysten entwickelten (Silva und Knight, 2000). Progesteron kdnnte damit negativ auf die
Embryonalentwicklung und folglich auf die Fruchtbarkeit wirken. Eine weitere Ursache fir den
reduzierten Besamungserfolg bei Tieren mit unvollstandiger Luteolyse kann der reduzierende
Einfluss von Progesteron auf die Schichtdicke des Endometriums sein (Souza et al., 2011).
Um den Anteil an Kilhen mit besonders niedrigen Konzentrationen von Progesteron in dem
vorliegenden Experimert zu ermitteln, wurde von einer Subpopulation von Kihen aus
Experiment 2 die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe im Blut gemessen.
Ergebnisse zur Konzentration von Progesteron beziehen sich auf die Daten dieser 491 Kiihe.

In der vorliegenden Studie hatten sowohl GPPG als auch GDPG Kiihe im Vergleich zu Tieren
der Kontrollgruppe niedrigere Konzentrationen von Progesteron (P < 0,01) zur zweiten
GnRH- Gabe. GPPG Tiere zeigten nur unwesentlich niedrigere Konzentrationen von
Progesteron als GDPG Kuhe (P = 0,08). Der positive Effekt der doppelten PGF2.-Gabe auf
das Erreichen niedriger Konzentrationen von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe konnte in
anderen Studien ebenfalls gezeigt werden (Carvalho et al., 2015b; Wiltbank et al., 2015). Es
gibt allerdings nur wenige Studien, die eine zweimalige PGF2,-Gabe mit der Verabreichung
einer doppelten PGF2.-Dosis direkt verglichen haben. Barletta et al. (2018) konnte bei dem
Vergleich der drei Behandlungsoptionen (Kontrolle, GPPG, GDPG) unter Verwendung von
Dinoprost keinen Effekt auf die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe
feststellen.

Der Grenzwert zur Definition einer vollstadndigen Luteolyse wird in der aktuellen Literatur
zwischen 0,3 und 0,5 ng/ ml angegeben (Brusveen et al., 2009; Giordano et al., 2013;
Wiltbank et al., 2015). Dieser wird in der Regel, wie bei Carvalho et al. (2018) beschrieben,
retrospektiv ermittelt, indem die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe mit

dem Besamungserfolg in Beziehung gesetzt wird.

45



Diskussion

In der vorliegenden Studie ergab sich mithilfe dieser Methode eine maximale Konzentration
von 0,6 ng/ ml Progesteron flr eine vollstdndige Luteolyse. Basierend auf dieser Grenze
zeigten insgesamt 63,0 % der Tiere eine vollstédndige Luteolyse.

Im 7 d-Ovsynchprotokoll mit einer einzigen PGF2.-Gabe wird in der Literatur eine
Luteolyserate von 79 —88 % beschrieben (Brusveen et al., 2009; Martins et al., 2011a;
Giordano et al., 2013; Barletta et al., 2018). Dagegen erscheint das hier gefundene Ergebnis
niedrig. Unterschiedliche Methoden der Analyse von Progesteron, die Definition der Luteolyse
sowie der Aufbau des Studiendesigns mit oder ohne Vorsynchronisation erschweren den
direkten Vergleich.

Um den Grenzwert von Progesteron zur Definition einer vollstandigen Luteolyse zu ermitteln,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Konzentration von Progesteron zum Zeitpunkt der zweiten
GnRH-Gabe genutzt. Diese Methode wurde auch von anderen Autoren beschrieben
(Brusveen et al., 2009; Santos et al., 2016; Barletta et al., 2018). Die Messung der
Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe stellt allerdings eine
Momentaufnahme dar. Eine niedrige Konzentration von Progesteron kann zum einen
bedeuten, dass tatséchlich eine durch das Behandlungsprotokoll verursachte Luteolyse
stattgefunden hat. Mdglich ist aber auch, dass es zu einer spontanen Luteolyse schon vor der
PGF2.-Gabe und unabhéngig vom Behandlungsprotokoll kam oder gar kein Gelbkdrper
vorhanden war. Andere Autoren nutzten deshalb eine prazisere Definition, die auf der
zweimaligen Messung von Progesteron basiert. Eine vollstédndige Luteolyse definiert sich hier
durch hohe Konzentrationen von Progesteron (=1 ng/ ml) zur ersten oder einzigen PGF2q-
Gabe und niedrigere Konzentrationen von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe (< 1 ng / ml;
(Ribeiro et al., 2012a), < 0,5 ng / ml (Martins et al., 2011a) oder < 0,3 ng / ml, (Giordano et al.,
2013)). Eine zweimalige Messung von Progesteron war in der aktuellen Studie in den
Arbeitsablauf auf den Milchviehbetrieben nicht integrierbar.

Das Behandlungsprotokoll hatte im durchgeflihrten Experiment einen signifikanten Einfluss
auf das Erreichen von Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng / ml (P = 0,01).

Gegeniber der Kontrollgruppe konnte nur durch die GPPG-Behandlung bei mehr Kiihen eine
Konzentration von Progesteron < 0,6 ng / ml erreicht werden (55,7 % vs. 73.2 %; P < 0,01).
Auch der Besamungserfolg von zweimal mit PGF2 behandelten Tieren war signifikant héher
als der von Kontrolltieren (40,6 % vs. 31,0 %; P> 0,01). Diese Beobachtung deckt sich mit
den Ergebnissen zahlreicher Studien aus den letzten Jahren. Die Luteolyserate war nach
zweimaliger PGF2.-Gabe in den meisten Studien signifikant héher und unterschied sich
gegenilber der einmaligen PGF2.-Gabe um 6 - 14 Prozentpunkte (Brusveen et al., 2009;
Carvalho et al., 2015b; Wiltbank et al., 2015; Santos et al., 2016; Heidari et al., 2017; Barletta
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et al., 2018). Anders als in der vorliegenden Studie konnte ein Einfluss auf den
Besamungserfolg aufgrund der oft zu kleinen Tierzahlen in den einzelnen Studien meist nicht
ermittelt werden. Vergleichbare Ergebnisse zur vorliegenden Studie liefert eine Metaanalyse,
die deutlich macht, dass die zusatzliche PGF..-Gabe die Luteolyserate um 11,6 % und den
Besamungserfolg um 4,6 % im Vergleich zu einer einzelnen PGF2.-Gabe erhéht (Borchardt et
al., 2018).

GDPG Kihe und Kihe der Kontrollgruppe erreichten in gleicher Weise Konzentrationen von
Progesteron < 0,6 ng / ml (P = 0,14). Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Barletta et al.
(2018). Auch hier konnte die Luteolyserate in einem 7 d-Ovsychprotokoll durch die
Verwendung der doppelten Dosis im Vergleich zu einer Kontrollgruppe nicht gesteigert
werden. Eine andere Studie zeigte dagegen bei Mehrkalbskiihen durch die Erhéhung der
PGF2q-Dosis von 500 auf 750 ug Cloprostenol in einem 7 d-Ovsynchprotokoll sowohl eine
erhbhte Luteolyserate als auch einen tendenziell hheren Besamungserfolg (+ 8.5 %; P = 0,03
bzw. + 4.5 %; P = 0,05; Giordano et al., 2013).

Bei GPPG Kihen wurden bei der hier vorgelegten Studie unwesentlich haufiger
Konzentrationen von Progesteron < 0,6 ng / ml erreicht als bei GDPG Kuihen (73,2 vs. 63,3 %;
P =0,06). Bisher wurden wenig Studien durchgefiihrt, die die zweimalige PGF2.-Gabe direkt
mit der doppelten Dosis verglichen haben.

In einem 5 d-Cosynchprotokoll zeigten nach zweimaliger PGF2-Gabe (an Tag 5 und 6 je
500 pg Cloprostenol) im Vergleich zur Anwendung der doppelten PGFa.-Dosis (1000 ug
Cloprostenol) mehr Kiihe eine vollstédndige Luteolyse (95,9 % vs. 72,1 %; P = 0,01; Ribeiro et
al., 2012a). Auch der Besamungserfolg der Tiere, die zweimalig mit PGF2, behandelt wurden,
lag deutlich Gber dem der Tiere, die eine doppelte Dosis erhielten (39,9 % vs. 29,4 %). Bei
vorsynchronisierten Tieren zeigte sich dieser Effekt besonders deutlich (Ribeiro et al., 2012a).
Die Autoren vermuten, dass es durch die Vorsynchronisation (GnRH-6d-GnRH) vermehrt zu
Ovulationen in Antwort auf die erste GnRH-Gabe kommt. Der sich daraus bildende Gelbkdrper
verhalt sich wie oben bereits beschrieben z.T. refraktar gegeniber einer einmaligen PGFaq-
Gabe.

Stevenson et al. (2014) konnten zeigen, dass sich die Luteolyserate in einem 5 d-Protokoll
zwischen der doppelten Dosis (50 mg Dinoprost an Tag 6) und der zweimaligen Gabe (25 mg
Dinoprost an Tag 5 und 6) unter Annahme eines Grenzwerts von 1 ng/ ml Progesteron an
Tag 8 nicht unterscheidet. Wird dagegen ein strengerer Grenzwert von < 0,5ng/ml
angenommen, zeigten zweimalig behandelte Kiihe sowohl héhere Luteolyseraten als auch
einen hdheren Besamungserfolg im Vergleich zu Kihen, die die doppelte Dosis PGF2q
erhielten. Das Ergebnis dieser Studie legt nahe, dass die Verabreichung der doppelten Dosis
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die Konzentration von Progesteron zwar reduziert, aber moglicherweise nicht in

ausreichendem Mafe, um die Fruchtbarkeit zu verbessern.

Auch in 7 d-Ovsynchprotokollen unter der Verwendung von Dinoprost wurde die zweimalige
PGF2x-Gabe gegentber der doppelten Dosis bereits mit héheren Luteolyseraten assoziiert
(94 % vs. 88 %; P=0,03; Barletta et al., 2018). Stevenson et al. (2018) beschreiben
stattdessen, dass sowohl die doppelte Dosis als auch die zweimalige Gabe in einem 7 d-
Ovsynchprotokoll mit Vorsynchronisierung hohe Luteolyseraten induzierte (96 % vs. 100 %).
Das Design dieser Studie umfasste jedoch eine verhéltnismaBig kleine Anzahl an Kihen
(GPPG: 100 Kihe vs. GDPG: 99 Kihe) und das Ergebnis der Studie wurde von vielen
Interaktionen beeinflusst.

Die Anzahl der Laktationen korreliert in unserem Experiment nicht mit der durchschnittlichen
Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe oder dem Anteil an Kihen mit
besonders niedrigen Konzentrationen von Progesteron. Dieses Ergebnis deckt sich mit den
Erkenntnissen anderer Autoren (Wiltbank et al., 2015; Barletta et al., 2018). Im Gegensatz
dazu wird in einigen Studien jedoch beschrieben, dass die Luteolyserate bei Jungkiihen héher
war als bei Altkiihen (Martins et al., 2011a; Giordano et al., 2013).

5.3 Gemeinsame Auswertung der Experimente 1 und 2
Da die Experimente 1 und 2 einem ahnlichen Studiendesign folgten, wurden ihre Ergebnisse
kombiniert, um im Hinblick auf den Besamungserfolg eine hdhere statistische Aussagekraft zu

erzeugen.

Das Behandlungsprotokoll hatte einen signifikanten Einfluss auf den Besamungserfolg
(P <0,01). Kihe, die wiederholt mit PGF., behandelt wurden, hatten einen um
8,1 Prozentpunkte héheren Besamungserfolg als Kiihe, die nur eine einfache Dosis PGF2q an
Tag 7 erhielten und hatten tendenziell auch einen héheren Besamungserfolg als Tiere, die
eine doppelte Dosis an Tag 7 erhielten (+ 4,2 %). Tendenziell war der Besamungserfolg von
GDPG Kuhen gréBer als bei Kiihen der Kontrollgruppe (+ 3,9 %).

Vergleichend zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, konnte ein geringflgig hdherer
Besamungserfolg nach Erhéhung der PGF2q-Dosis von 500 auf 750 pg Cloprostenol in einem
7 d-Ovsynchprotokoll mit Vorsynchronisation auch in einer anderen Studie festgestellt werden
(+ 4.5 %; P =0,05; Giordano et al., 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Erkenntnisse einer klrzlich von Barletta
et al. (2018) durchgefiihrten Studie, welche ein ahnliches Versuchsprotokoll beschrieben. In
einem 7 d-Resynchprotokoll wurde unter der Verwendung von Dinoprost der Einfluss der
zweimaligen PGF2.-Gabe oder der doppelten PGF2z.-Dosis gegeniber einer Kontrollgruppe
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untersucht. GPPG Kihe zeigten 39 Tage p.i. tendenziell einen héheren Besamungserfolg als
Tiere der Kontrollgruppe (35,4% vs. 30,7 %; P=0,08). Der Besamungserfolg von GDPG
Tieren und solchen der Kontrollgruppe unterschied sich in dieser Studie nicht (P = 0,3). Ein
direkter Vergleich des Besamungserfolgs von GPPG gegen GDPG Kiihen wurde jedoch nicht
angestellt.

Eine aktuelle Studie testete neben den beiden Ovsynchprotokollen GPPG und GDPG
gleichzeitig auch unterschiedliche Protokolllangen (5 Tage bzw. 7 Tage). Ziel war es, den
Einfluss von Ovsynchprotokoll und Protokollldnge auf die Luteolyserate und den
Besamungserfolg zu testen (Stevenson et al., 2018).

Wie bei Ribeiro et al. (2012) wurden hohe Luteolyseraten und Besamungserfolge in einem
5 d- Protokoll nur durch GPPG nicht jedoch durch GDPG erzielt (95,9 % vs. 72,2 % bzw.
44,5 % vs. 36,4 %). Im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung ergaben sich dagegen in
einem 7 d-Ovsychprotokoll sowohl durch GPPG als auch durch GDPG hohe Luteolyseraten
(100% vs. 96%). GDPG Kuihe tendierten im 7 d-Protokoll sogar zu héheren
Besamungserfolgen als GPPG Kihe (46,1 % vs. 36,7 %; P =0,07). Der Vergleich zu einer
Kontrollgruppe wurde nicht gefihrt.

Die unterschiedlichen Ergebnisse von Barletta et al. (2018) und Stevenson et al. (2018) zu
denen der vorliegenden Studie sind mdglicherweise mit den geringeren Fallzahlen (n =1100
bzw. n =199), mit der Integration einer Vorsynchronisation oder mit der Verwendung von

Dinoprost statt Cloprostenol als PGFz.-Analogon zu erklaren.

Letztere Annahme erscheint nach aktuellem Erkenntnistand jedoch unwahrscheinlich. In
Studien, die die Wirkung von Cloprostenol und Dinoprost bei Milchkihen verglichen, konnte
kein Unterschied auf die Luteolyserate oder die Zeit bis zur Erreichung einer vollstdndigen
Luteolyse festgestellt werden (Martins et al., 2011a, b).

Lediglich in einer Studie konnte bei Tieren, die nach visueller Brunstbeobachtung besamt
worden waren, ein héherer Besamungserfolg durch die Verwendung von Cloprostenol im
Vergleich zu Dinoprost nachgewiesen werden (Pursley et al., 2012). Dieser Effekt war bei
erstlaktierenden Kidhen besonders deutlich und korrelierte mit einer besseren
Brunsterkennungsrate. Die Autoren vermuten, dass Cloprostenol durch seine langere
Halbwertzeit einen beschleunigten Abfall von Progesteron und dadurch eine beschleunigte
Produktion von Estradiol durch den dominanten Follikel verursacht (Pursley et al., 2012).

In unsere Auswertung flossen die Daten von 572 vorsynchronisierten Tieren ein. Anders als in
anderen Studien oder in Experiment 1 erfolgten die Erstbesamungen im Experiment 2 im
Anschluss an ein Presynchprotokoll (PGF2q, 14 Tage spater PGF2q, 12 Tage spater die erste
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GnRH-Gabe des Ovsynchprotokolls). Vorsynchronistierte Tiere, die Brunstverhalten zeigten,
wurden besamt, ehe sie in eines der drei Versuchsprotokolle aufgenommen wurden. Bei den
verbliebenen, in das Experiment aufgenommen Kihen, handelt es sich somit méglicherweise
um eine vorselektierte Subpopulation mit einem erhdhten Anteil azyklischer Tiere.

Andererseits  kénnen  Vorsynchronisationen = mafBgeblich  zur  Steigerung  der
Synchronisationsrate beitragen und somit den Besamungserfolg erhéhen (Carvalho et al.,
2019). Ein Beginn zwischen dem 5. und 9. Zyklustag optimiert die Ovulationsrate nach der
ersten GnRH-Gabe (Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al., 2000), die Konzentration von
Progesteron wahrend der Follikelreifung und zum Zeitpunkt der PGF2.-Gabe (Stevenson et
al., 2018) sowie die FollikelgroBe zur zweiten GnRH-Gabe. Mdbglicherweise hat die
Vorsynchronisation Einfluss auf den Effekt der unterschiedlichen Behandlungsprotokolle. Um
diese Frage zu beantworten, reicht die Anzahl der vorsynchronisierten Kihe pro
Behandlungsprotokoll in der vorliegenden Studie jedoch nicht aus. In weiterfiihrenden
Untersuchungen sollte geklart werden, inwieweit der Erfolg unterschiedlicher
Ovsynchprotokolle von einer Vorsynchronisation beeinflusst wird.

Der Effekt des Behandlungsprotokolls zeigte sich nicht von der Besamungsnummer abhangig
(P=0,46). Wie bei Barletta et al. (2018) konnte auch keine Abhangigkeit zwischen der
Laktationsnummer und dem Behandlungsprotokoll festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu beschrieben Wiltbank et al. (2015) in ihrer Studie, dass Altkiihe von der
zweimaligen PGF2q -Behandlung besonders profitierten. Der Besamungserfolg von Altkiihen
war nach einer wiederholten P PGF2, -Gabe an Tag 8 um 3,4 Prozentpunkte héher als bei
Altkihen der Kontrollgruppe (P = 0,07). Obwohl sich Jung- und Altklihe in der Inzidenz einer
unvollstandigen Luteolyse in dieser Studie nicht unterschieden, profitierten Jungkihe nicht von
der zweimaligen PGF2.-Gabe. Einen Wiederspruch sehen die Autoren auch darin, dass durch
die zweite PGF2-Gabe der Besamungserfolg besonders bei Tieren gesteigert wird, die zur
ersten PGF2.-Gabe hohe Konzentrationen von Progesteron haben. Der gréBte Anstieg der
Luteolyserate durch die zweimalige PGF2.-Gabe ist dagegen bei Tieren mit niedrigen
Konzentrationen von Progesteron zur ersten PGF2.-Gabe zu verzeichnen. Diese Beobachtung
legt nahe, dass die Steigerung des Besamungserfolges durch die zweite PGFx-Gabe nicht
allein mit einer erhéhten Luteolyserate zu erklaren ist (Stevenson et al., 2018). Neben der
luteolytischen Wirkung von PGF2q ist es mdglicherweise entscheidend, wie schnell niedrige
Konzentrationen von Progesteron und gesteigerte Estradiol-Werte wahrend des
Ovsynchprotokolls erreicht werden (Brusveen et al., 2009; Martins et al., 2011a).
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6. Zusammenfassung

Protokolle zur Ovulationssynchronisation dienen dazu, Mangel in der visuellen
Brunstbeobachtung zu kompensieren und eine terminorientierte kinstliche Besamung zu
ermdglichen. Im Ovsynchprotokoll mit einmaliger PGF2.-Gabe an Tag 7 zeigen 13 — 21 % der
Kuhe eine unvollstandige Luteolyse. Eine unvollstandige Luteolyse bzw. Konzentrationen von
Progesteron > 0,4 ng/ ml zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe flhren zu schlechteren
Besamungserfolgen. Eine besondere Risikogruppe fir hohe Konzentrationen zur zweiten
GnRH-Gabe stellen Kiihe dar, die das Ovsynchprotokoll ohne Gelbkdrper bzw. mit niedrigen
Konzentrationen von Progesteron beginnen. Um den Anteil an Kihen mit einer vollstdndigen
Luteolyse und dadurch den Besamungserfolg zu erhéhen, wurden modifizierte
Ovsynchprotokolle beschrieben, die entweder die PGF2.-Dosis erhdhten, oder eine
zusatzliche PGFa-Gabe integrierten. Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss
einer doppelten PGFx-Dosis (1.000 pg Cloprostenol) direkt mit dem Einfluss einer
zweimaligen PGF2.-Gabe (500 ug Cloprostenol an Tag 7 und Tag 8) wahrend eines 7 d-
Ovsynchprotokolls auf die Konzentration von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe und den
Besamungserfolg zu untersuchen.

Die Hypothesen lauteten, erstens, dass durch beide Modifikationen niedrigere
Konzentrationen von Progesteron zur zweiten GnRH-Gabe und héhere Besamungserfolge
erreicht werden als durch ein herkémmliches Ovsynchprotokoll und zweitens, dass Tiere, die
das Ovsynchprotokoll ohne Gelbkérper beginnen, besonders von der zweimaligen PGFaq-
Gabe profitieren.

Dazu wurden zwei kontrollierte, randomisierte Feldversuche mit einem vergleichbaren
Studiendesign auf insgesamt acht Milchviehbetrieben in Brandenburg durchgefihrt. Im
wochentlich rotierenden Rhythmus wurden laktierende Milchkihe in eines von drei
Behandlungsprotokollen aufgenommen.

1) Ovsynch (Kontrolle: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 ug PGF2. — Tag 9 GnRH).

2) Ovsynch mit einer doppelten Dosis PGF2, (GDPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 1.000 pg PGF2q —
Tag 9 GnRH).

3) Ovsynch mit einer zweimaligen PGF2, Gabe (GPPG: Tag 0 GnRH — Tag 7 500 pug PGF2q —
Tag 8 500 pg PGF2q — Tag 9 GnRH).

Alle Kilhe wurden 16 h nach der zweiten GnRH-Gabe klnstlich besamt. In Experiment 1
wurden 1.979 Kuhe von sechs Milchviehbetrieben aufgenommen. Bei jedem Tier wurde an
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Tag 0 eine transrektale sonographische Untersuchung durchgefihrt und die An- oder
Abwesenheit eines Gelbkdrpers dokumentiert. In Experiment 2 wurden 1.581 Kiihe von zwei
Milchviehbetrieben aufgenommen. Von einer Subpopulation von Kihen aus Experiment 2
(n = 491) wurden Blutproben zum Zeitpunkt der zweiten GnRH-Gabe enthommen, um die

Konzentration von Progesteron zu bestimmen.

In Experiment 1 hatte das Behandlungsprotokoll einen signifikanten Einfluss auf den
Besamungserfolg (P = 0,03). Der Anteil tragender Tiere war bei den zweimalig mit PGF2q
behandelten Tieren (38,0 %) gréBer als bei den mit der doppelten Dosis behandelten Tieren
(31,9%; P=0,04) oder den Tieren der Kontrollgruppe (31,2%; P=0,02). Der
Besamungserfolg bei Tieren der Kontrollgruppe und bei Tieren der GDPG Gruppe unterschied
sich nicht signifikant (P = 0,80). Der Besamungserfolg wurde von der Anwesenheit eines
Gelbkoérpers (P = 0,55) nicht beeinflusst. Auch war keine Interaktion zwischen dem Effekt der
Behandlung und der Anwesenheit eines Gelbkdérpers zur ersten GnRH-Gabe feststellbar. In
Experiment 2 war der Anteil tragender Tiere bei GPPG Tieren (40,6 %; P < 0,01) und bei
GDPG Tieren (38,1 %; P = 0,02) gréBer als bei Tieren der Kontrollgruppe (31,0 %). Zwischen
GDPG und GPPG Kuhen unterschied sich der Besamungserfolg nicht (P = 0,45). Im Vergleich
zur Kontrollgruppe erhdhte sowohl die zweimalige Gabe als auch die doppelte Dosis den Anteil
an Kihen mit besonders niedrigen Konzentrationen von Progesteron (0,00 — 0,09 ng / ml) zur
zweiten GnRH-Gabe. Die GPPG Behandlung reduzierte zudem den Anteil an Kihen mit
besonders hohen Konzentrationen von Progesteron (= 0,6 ng / ml) zur zweiten GnRH-Gabe
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Da die beiden Experimente ein ahnliches Versuchsdesign
hatten, wurden die Ergebnisse im Hinblick auf den Besamungserfolg kombiniert. Kihe, die
wiederholt mit PGF2. behandelt wurden, hatten einen héheren Besamungserfolg (40,5 %;
P < 0,01) als Klihe, die nur eine einfache Dosis PGF2q an Tag 7 erhielten (32,4 %) und hatten
tendenziell auch einen héheren Besamungserfolg als Tiere, die eine doppelte Dosis an Tag 7
erhielten (36,3 %; P = 0,05). Tendenziell war der Besamungserfolg bei GDPG Kihen gréBer
als bei Kiihen der Kontrollgruppe (P = 0,06).

Die Ergebnisse der beiden Experimente zeigten, dass bei einer zweiten PGF2.-Gabe an Tag 8
in einem 7 d-Ovsynchprotokoll der Besamungserfolg im Vergleich zu einem herkémmlichen
7 d-Ovsynchprotokoll gesteigert werden konnte. Die Verwendung der doppelten PGFzq-Dosis
an Tag 7 erwies sich als weniger effektiv. Die Anwesenheit eines Gelbkérpers zur ersten
GnRH-Gabe hatte keinen Einfluss auf den Behandlungseffekt. Eine Ultraschalluntersuchung
an Tag 0 bietet damit keine Entscheidungshilfe im Stall hinsichtlich der Wahl eines der drei
Behandlungsprotokolle.
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7. Summary

Effect of different treatments with prostaglandin F2a treatments during a 7-d Ovsynch protocol
on selected parameters of fertility.

Synchronization protocols are used to overcome deficiencies in visual estrus detection and to
allow timed artificial insemination (TAIl). At the end of such a protocol, cows with increased
progesterone (P4) concentrations had decreased pregnancy per artificial insemination (P/Al)
as a result of incomplete luteal regression. Lack of complete regression of the corpus luteum
(CL) in response to a single prostaglandin F2a (PGF2.) treatment has been observed in 13 to
21 % of cows treated with Ovsynch. Cows starting the Ovsynch protocol without a CL or with
low P4 concentrations have a greater risk for high P4 concentrations at the second GnRH
treatment (G2).

Modified Ovsynch protocols were described that either increased the PGF2q dose or integrated
an additional PGFx, treatment, to increase the proportion of cows with complete luteal
regression at the end of the protocol and subsequently P/Al. The objective of this study was to
evaluate the effect of a double PGF2, dose (1000 pg cloprostenol) or a second PGFzq
treatment (500 pg cloprostenol on day 7 and day 8) during a 7-d Ovsynch protocol on the P4
concentration at G2 and P/Al. The hypothesis was that both treatments would lead to
decreased P4 concentrations at G2 and an increase in P/Al compared to the traditional 7-
d Ovsynch protocol. Additionally, it was hypothesized that cows starting the Ovsynch protocol
without CL will particularly benefit from the second PGF2q treatment.

Two experiments with a comparable study design were conducted on a total of eight

commercial dairy farms in Germany.

Once a week, cows from both experiments were assigned to one of three protocols:

1) Ovsynch (control: day 0 GnRH — day 7 500 ug PGF2« — day 9 GnRH),

2) Ovsynch with a double PGF2, dose (GDPG: day 0 GhnRH —day 7 1000 ug PGF2q —
day 9 GnRH), or

3) Ovsynch with a second PGFzq treatment (GPPG: day 0 GnRH — day 7 500 ug PGF2q —
day 8 500 pg PGF2q — day 9 GnRH).

All cows received TAI approximately 16 h after G2. Pregnancy diagnosis was performed by
transrectal ultrasonography (35 +7 d after TAI, experiment 1) or by transrectal palpation
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(38 £ 3 d after TAI, experiment 2). In experiment 1, 1,979 cows from six dairy farms were
enrolled. Transrectal ultrasonography was performed at the first GnRH treatment (G1) to
determine the presence or absence of a CL. In experiment 2, 1,581 cows from 2 dairy farms
were enrolled. Blood samples were collected from a subsample of cows from experiment 2
(n =491) at G2 to determine P4 concentration.

In experiment 1, treatment affected P/Al (P = 0.03). P/Al was greater for cows given a second
PGF2q treatment on day 8 (38.0%) than for cows treated with a double dose (31.9%; P = 0.04)
or cows in the control group (31.2%; P = 0.02). Cows from the control group had similar P/Al
compared to GDPG cows (P = 0.80). P/Al was not affected by the presence of a CL at G1
(P =0.55), and there was no interaction between treatment and the presence of a CL at G1.

In experiment 2, P/Al was greater for GPPG cows (40.6%; P < 0.01) and GDPG cows (38.1%;
P =0.02) than for control cows (31.0%). Between GDPG and GPPG cows, P/Al did not differ
(P =0.45). The percentage of cows with especially low P4 concentrations (0.00-0.09 ng/mL)
at G2 increased in both GPPG and GDPG compared with the control cows. GPPG treatment
also reduced the percentage of cows with particularly high P4 concentrations (= 0.6 ng/ml) at
G2 compared to the control group.

To generate greater statistical power regarding P/Al, the results from both experiments were
combined. Cows with a second PGFzq treatment had higher P/Al (40.5%; P < 0.01) than cows
receiving only a single dose of PGF2 on day 7 (32.4%) and also tended to have higher P/Al
than cows treated with double dose on day 7 (36.3%; P = 0.05). There was a tendency for
GDPG cows to have greater P/Al than control cows (P = 0.06).

The results of the two experiments indicate that P/Al can be increased by a second PGFzq
treatment on day 8 during a 7-d Ovsynch protocol compared to the traditional 7-d Ovsynch
protocol including a single PGF2, dose on day 7. The use of the double dose was less effective.
The presence of a CL at G1 did not affect the treatment effect. Thus, ultrasonography at d 0
does not provide any decision support regarding the choice of one of the three treatments.
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