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6 Einleitung

1 Einleitung

In milcherzeugenden Betrieben ist die Sicherung hoher Fruchtbarkeitsleistungen bei Rindern
ein zentraler Aspekt der Wirtschaftlichkeit der Produktion. Neben den Einflussfaktoren
Fatterung, Haltungs- und Klimabedingungen, Hygiene- und Gesundheitsstatus und dem
Faktor der Erblichkeit, spielt vor allem das Fruchtbarkeitsmanagement die entscheidende
Rolle fir die Fruchtbarkeitsleistung einer Herde. Diese wird maBgeblich von der
Brunsterkennungsrate und dem Konzeptionserfolg beeinflusst.

Idealerweise sollte eine Brunsterkennungsrate von 60 — 80 % in milcherzeugenden
Betrieben erreicht werden. Im Regelfall werden aber in leistungsstarken Milchrindherden nur
Brunsterkennungsraten von deutlich weniger als 60 % erreicht (Kanitz, W., Becker, F.
2005).

Fir den Konzeptionserfolg ist u.a. die Wahl des Besamungszeitpunktes in Relation zur
Ovulation von Bedeutung. Prinzipiell kénnen zur Besamung von Rindern entweder die
zeitlichen Zusammenhange zwischen Brunstbeginn und Ovulation genutzt werden oder es
kann nach einer Brunst- und Ovulationssynchronisation terminorientiert besamt werden. Bei
einer brunstorientierten Besamung erschweren die Variabilitat von Brunstdauer und
Brunstintensitat die Festlegung des optimalen Termins fur die Kinstliche Besamung (KB).
Unter diesen Aspekten stellt die terminorientierte Besamung eine mégliche Alternative zur
brunstorientierten Besamung dar.

Ein bekanntes Verfahren zur Brunst- und Ovulationssynchronisation ist das, Mitte der 90er
Jahre, von Pursley entwickelte OvSynch-Verfahren. Die Trachtigkeitsergebnisse nach
Anwendung des Verfahrens in seiner urspringlichen Form, wie auch nach verschiedenen
Modifizierungen, sind allerdings im Vergleich zu nicht synchronisierten Tieren niedriger. Eine
alleinige Anwendung von PGF,, zur Brunstsynchronisation ist aufgrund der hohen Variabilitat
des Brunst- und Ovulationseintritts fr eine terminierte Besamung nicht geeignet. Kanitz und
Becker (2005) untersuchten deshalb den Einfluss einer zusatzlichen GnRH-Injektion zur
Ovulationssynchronisation nach PGF,,-Applikation. Hierbei konnten Trachtigkeitsergebnisse
von 79 % bei Jungrindern und 43 % bei Kihen erzielt werden. Diese Méglichkeit der Brunst-
und Ovulationssynchronisation ist allerdings nur zyklusabh&ngig erfolgreich anwendbar.

Eine Zyklussynchronisation auf der Grundlage der Anwendung von Gestagenen hatte den
Vorteil, dass sie unabhangig vom Zyklusstadium angewendet werden kann. Im Schrifttum
wird jedoch berichtet, dass nach langerer Behandlungsdauer zwar sehr gute
Synchronisationseffekte erreicht wurden, die Fertilitdt, gemessen an der Trachtigkeitsrate,
jedoch verringert war. Dartber hinaus sind im Schrifttum keine Angaben zu einer
terminorientierten Besamung nach Anwendung von Gestagenen zu finden, die fir die
Terminierung der Besamung den Zeitraum der Freisetzung der Eizellen zu Grunde legen.
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Ausgehend von dem Bedarf, einen optimalen Zeitpunkt flr die Besamung von Rindern zu
finden, sollten mit der eigenen Arbeit folgende Ziele verfolgt werden:

e Untersuchung von Follikelwachstum und Ovulation nach Brunstsynchronisation mit
vergleichsweise verkirzter Anwendung von Progesteron in Kombination mit
Prostaglandin F.s mit bzw. ohne Ostradiol

e Untersuchung der Mdglichkeit, die Varianz des Parameters ,Ovulationszeitraum*
durch eine Ovulationssynchronisation einzugrenzen, um damit Voraussetzungen far

eine erfolgreiche terminorientierte Besamung zu erarbeiten.
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2 Physiologie der Reproduktion beim weiblichen Rind

Der Ovarialzyklus der weiblichen S&ugetiere hat die Aufgabe, in periodischen Abstanden
eine oder mehrere befruchtungsfahige Eizellen zur Verfigung zu stellen, zur gleichen Zeit
die Paarungsbereitschaft zu gewahrleisten und das Endometrium fir die Aufnahme der
Frichte vorzubereiten (Décke 1994). Somit kommt es in regelmaBigen Zeitintervallen zum
Auftreten von Brunsterscheinungen, zur Ovulation und den sie begleitenden Veranderungen
an den Geschlechtsorganen, die eine mégliche Implantation der befruchteten Eizelle und die
Entwicklung der Frucht gewahrleisten sollen.

Beim Rind kann der Brunstzyklus anhand der unterschiedlichen Auspragungen im Verhalten
und der &uBeren und inneren Verdnderungen an den Geschlechtsorganen in die Phasen
Ostrus, Metéstrus, Interdstrus, Prodstrus eingeteilt werden (Grunert 1999).

Basierend auf dem Vorhandensein bestimmter Funktionsgebilde auf den Ovarien wird der
Zyklus auch in eine Follikelphase und eine Lutealphase unterteilt, wobei erstere von der
beginnenden Luteolyse bis zur Ovulation andauert, letztere die Anbildung und Bliitezeit des
Gelbkdrpers bis zur nachsten Luteolyse beschreibt (Garverick und Smith 1993).

Das Rind ist asaisonal polydstrisch und in der Regel monovulatorisch. Die Zykluslange
variiert zwischen 18 und 24 Tagen. Meist weisen Rinder aber eine Zykluslange von
21 Tagen auf. Bei Farsen wird eine durchschnittliche Dauer von 20 Tagen beobachtet.
(Grunert 1999).

In einer Studie von Sartori et al. (2004), in der er die Ovarfunktion und die
Steroidkonzentrationen im Blut bei Kihen und Jungrindern der Rasse Holstein vergleichend
untersuchte, stellte er keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Zykluslange zwischen
Kihen und Jungrindern fest (Kihe 22,9 * 0,7d; Jungrinder 22,0 + 0,4d). Im Gegensatz dazu
werden sowohl von Inbar et al. (2001) als auch von Wolfenson et al. (2004) bei Jungrindern
im Vergleich zu laktierenden Kihen kirzere Zyklen beschrieben. Sartori wahlte flr den
Vergleich der Zykluslangen bei Kihen und Jungrindern nach intensivem Literaturstudium
sieben Studien, die sich mit der Ovarfunktion bei Holstein Jungrindern beschaftigen (Sirois
und Fortune 1988; Ginther et al., 1989; Knopf et al., 1989; Ko et al., 1991; Lucy et al.,
1992; Wilson et al., 1998; Ronchi et al. 2001) und acht Studien, welche die Ovarfunktion
bei laktierenden Holstein Kihen untersuchten (Savio et al., 1990; Schemm et al., 1990;
Taylor und Rajamahendran 1991; Pursley et al., 1993; Kirby et al., 1997; Trout et al.,
1998; Roth et al., 2000; Townson et al., 2002). Wurden die Ergebnisse bezlglich der
Zykluslangen zusammengefasst, war die durchschnittliche Zykluslange fir Kihe 23,0 Tage
und fir Jungrinder 20,8 Tage. Dies macht deutlich, dass ein Unterschied bezuglich der
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Zykluslange zwischen Kihen und Jungrindern besteht, und dass die Zykluslange v.a. flr
Kuhe (um ca. zwei Tage) langer sein kann als die allgemein angenommenen 21 Tage.

Die fiir das Reproduktionsmanagement wichtige Phase des Ostrus wird durch das Verhalten
des Tieres definiert, indem es Paarungsbereitschaft zeigt. Das erstmalige Dulden des
Besprungenwerdens zeigt den Beginn des Ostrus. Die Brunst dauert durchschnittlich
15 -18 h und endet 6-12 h vor der Ovulation (Grunert 1999), da das Rind im Gegensatz zu
anderen Spezies erst nach Abklingen auBerer Brunstsymptome ovuliert (Garverick und
Smith 1993).

Nach erfolgter Ovulation formen sich die Theka- und Granulosazellen des Follikels in
Luteinzellen um und bilden den Gelbkérper wahrend des Metdstrus. Dieser produziert
wahrend des Interdstrus Progesteron, bis die Luteolyse von dem vom Uterus sezernierten
PGF,, am 16./17. Zyklustag eingeleitet wird und ein neuer Prodstrus folgt. Die Regulation
dieser Vorgange erfolgt durch negative und zum Teil auch positive Feedback-Mechanismen
der Hormone, die vom Hypothalamus, der Hypophyse, den Ovarien und dem Uterus gebildet

werden.

2.1 Neuro- endokrine Regulation des Ovarialzyklus bei Rindern

Die héchste Ebene des hierarchischen Systems bildet der Hypothalamus, darunter fungiert
die Hypophyse und als unterste, endokrine Ebene wirken die Ovarien. Alle drei Ebenen
kommunizieren miteinander und beeinflussen sich gegenseitig. Die bedeutendsten Wege
sind die Rlckkopplungen, bei denen der sezernierte Botenstoff liber seine Blutkonzentration
seine eigene Synthese hemmt oder (selten) férdert (Sirois und Fortune 1988).

21.1 GnRH

Im Hypothalamus wird bei weiblichen und ménnlichen Tieren ein spezifisches Neurohormon
produziert, das auf den Hypophysenvorderlappen einwirkt und dort die Synthese,
Speicherung und Sekretion der Gonadotropine LH (Luteinisierendes Hormon) und FSH
(Follikelstimulierendes Hormon) kontrolliert. Dieses erstmals von McCann et al. (1960)
nachgewiesene Hormon wird als Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) bezeichnet.

Bis zum heutigen Tag hat man 23 verschiedene, natlrlich vorkommende GnRH-Analoga
innerhalb  der  Wirbeltierspezies identifiziert, die multiple Variationen in der
Aminosauresequenz zeigen, wenn man sie mit dem Sauger-GnRH-Analogon (GnRH 1)
vergleicht (Millar 2005, Pawson und McNeilly 2005, Schneider et al. 2006). Die
verschiedenen GnRH-Formen stammen nicht nur aus dem Hypothalamus, sondern werden
auch in zahlreichen anderen Geweben gebildet, wie den Gonaden oder der Plazenta
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(Sherwood et al. 1993). Sowohl GnRH-Analoga aus dem Hypothalamus, als auch die
Formen anderen Ursprungs haben parakrine und autokrine Funktionen (Webb et al. 1992).
Das Sauger-GnRH und seine Varianten haben neuroendokrine Funktionen, sollen aber auch
Neurotransmitter- und neuromodulatorische Funktionen haben (Millar et al. 2004, Pawson
und McNeilly 2005). Die neuroendokrine Funktion spielt die zentrale Rolle im
Reproduktionsgeschehen. Hierbei werden sowohl &uBere Einflisse, wie z.B. die
Tageslichtlange oder die Anwesenheit eines mannlichen Tieres, als auch die endogenen
Signale der endokrinen Feedback-Mechanismen vom Hypothalamus verarbeitet (Garverick
und Smith 1993).

GnRH ist ein Dekapeptid und weist eine geringe Halbwertszeit von zwei bis vier Minuten auf
(Obruka et al. 1998). Es wird pulsatil in das hypothalamo-hypophysare-Portalvenensystem
abgegeben und erreicht die gonadotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens. Dieses
pulsatile Sekretionsmuster ist notwendig, um der Down-Regulation der spezifischen
Rezeptoren im Hypophysenvorderlappen vorzubeugen, die bei dauernder Anwesenheit des
Hormons von den gonadotropen Zellen in die Zellmembran internalisiert wirden
(Roche et al. 1996). Die GnRH-Sekretion wird durch GnRH selbst, durch die Gonadotropine
und die Steroidhormone reguliert (ultra short/ short/ long feedback loop).

Beide Steroidhormone, Ostradiol (E2) und Progesteron (P4), greifen in die Regulation der
Gonadotropine entweder indirekt Uber die Beeinflussung der GnRH-Sekretion ein, oder sie
Uben einen direkten Einfluss auf Gonadotropin  sezernierende Zellen im
Hypophysenvorderlappen  aus. Dabei vermutet man, dass der negative
Feedback-Mechanismus des E2 sich in der Unterdrickung der GnRH-Puls-Amplitude
manifestiert und das P4 vorrangig die GnRH-Puls-Frequenz beeinflusst (Weesner et al.
1993). Wahrenddessen haben die hohen praovulatorischen E2-Konzentrationen einen
positiven Feedback-Mechanismus, der in der Freisetzung groBer Mengen GnRH und einem
Anstieg der Gonadotropine gipfelt. GnRH reguliert die Synthese und Sekretion von LH und
FSH in den gonadotropen Zellen (ber die Ausbildung seines Rezeptors. Die
Rezeptorendichte variiert wahrend des Brunstzyklus (Rispoli und Nett 2005) und soll bis
zum 18. Zyklustag ansteigen, stimuliert durch das GnRH selbst und E2 (Nett et al. 1987). Es
wurde beobachtet, dass ein Anstieg der Rezeptorendichte dem praovulatorischem E2-
Anstieg vorausgeht. Deshalb ist die erhdéhte Empfindlichkeit der Hypophyse gegenlber dem
GnRH vielleicht nicht nur ein Ergebnis erhdhter E2-Konzentrationen, sondern auch dem der
verringerten P4-Konzentrationen (Nett et al. 2002).

Wahrenddessen es eine hohe Synchronitat zwischen der pulsatilen Freisetzung des GnRH
und dem LH gibt, wird die FSH-Freisetzung nur indirekt tber die FSH-Synthese beeinflusst.
GnRH tragt nur in geringem MaBe zur Regulierung der Sekretion des FSH bei (Roche et al.
1996, Pawson und McNeilly 2005, Schneider et al. 2006).
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2.1.2 Gonadotropine

Die Gonadotropine FSH wund LH werden in den basophilen Zellen des
Hypophysenvorderlappens gebildet und wirken auf die Theka- und Granulosazellen der
Ovarfollikel. LH wirkt auch auf die Luteinzellen des Corpus luteum. Dadurch regulieren sie
die Prozesse des Follikelwachstums, der Follikelreifung und der Ovulation, wie auch die der
Gelbkodrperentwicklung und Progesteronproduktion. Der Proteinanteil der Glykoproteine
besteht aus einer a-Untereinheit und einer B-Untereinheit, wobei die a-Kette innerhalb einer
Spezies fur samtliche Gonadotropine weitestgehend identisch ist, die B-Kette dagegen
hormonspezifisch. Wa&hrend die Aminosauresequenz des Proteinanteils Uber die
immunologische Aktivitdt des Hormons entscheidet, hangt seine biologische Aktivitat
Uberwiegend von den Kohlenhydratketten und Sulfatresten ab (Wilson et al. 1990).

Im Gegensatz zu den basalen Konzentrationen des LH wahrend der Lutealphase zeigen die
FSH-Konzentrationen ca. alle 7 - 10 Tage einen Konzentrationsanstieg wahrend des Zyklus.
Diese Anderungen der FSH-Konzentrationen gehen immer mit dem Auftreten einer neuen
Follikelreifungswelle einher (Adams et al. 1992a). Trotz der Tatsache, dass beide
Gonadotropine unter dem Einfluss eines einzigen Releasing-Hormons produziert werden,
mussen die Konzentrationsverhaltnisse wahrend des Zyklus sich nicht gleichgerichtet
verandern. Das liegt daran, dass die FSH-Synthese und -Sekretion starker als die von LH
von E2 und den Peptidhormonen Inhibin und Activin und dessen Bindungsprotein, Follistatin
gesteuert wird (Roche et al. 1996). Die Pulsamplitude und Pulsfrequenz des LH unterliegen
individuellen Schwankungen wéahrend des Zyklus und werden von dem sich andernden
Steroidhormonmilieu, vorwiegend von P4 modifiziert (Rahe et al. 1980, Cupp et al. 1995).
Wahrend der Lutealphase herrschen hohe P4-Konzentrationen vor und die Pulsfrequenz ist
niedrig bei gleichzeitig relativ niedrigen E2-Konzentrationen im Vergleich zur frihen und
spaten Lutealphase. Wahrend und nach der Luteolyse, also in der Follikelphase, steigen die
LH-Konzentration im Blut und die Pulsfrequenz deutlich an bei gleichzeitig niedrigen
P4-Konzentrationen. Die erhéhte Frequenz der LH-Pulse resultiert in hdheren
E2-Konzentrationen, einer héheren Pulsamplitude und letztendlich in der Ovulation (Cupp et
al. 1995).

Die Gonadotropine wirken an Rezeptoren gonadotropinreaktiver Follikel. W&hrend LH
vorwiegend an den Thekazellen andockt, liegen die Rezeptoren des FSH auf den
Granulosazellen. Beide wirken Uber eine Adenylatcyclase auf die Konzentration des
second-messengers-cAMP. Dieser bewirkt Gber Proteinkinasen die Synthese und
Aktivierung von Enzymen, die der Steroidsynthese dienen (Hoffmann 1999). Die von den
Thekazellen aus Steroidhormonvorstufen gebildeten Androgene werden in den
Granulosazellen iiber die FSH- abhangige Aromatase (P450arom) in Ostrogene, vorwiegend
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Ostradiol-178, umgewandelt. Nach Bildung des Corpus luteum im Anschluss an die
Ovulation und die Transformation der Theka- und Granulosazellen in die Luteinzellen ist
beim Rind primar das LH als luteotroper Faktor fir die Progesteronproduktion verantwortlich.
Dabei besteht fir die kleinen Luteinzellen eine gréBere Abhangigkeit gegenlber LH als fir
die groBen Luteinzellen.

2.1.3 Die ovariellen Steroidhormone

2.1.3.1 Ostrogen
Die Ostrogene (v.a.Ostradiol-178) werden in den Follikeln gebildet. Das, die Eizelle

enthaltende Antrum wird von der Granulosazellschicht umgeben, beide werden durch die
Basalmembran von der Thekazellschicht getrennt, die sich in eine innere und auBere
Zellschicht unterteilt. Die Granulosazellen und Zellen der Theka interna synthetisieren und
sezernieren Steroide, die Zellen der Theka externa haben keine steroidogene Funktion. In
den Thekazellen werden LH-abhangig (Austin et al. 2001) die fir die Konvertierung von
Cholesterol zu Androgenen benétigten Enzyme exprimiert, in den Granulosazellen kénnen
FSH-abhangig (Austin et al. 2001) Androgene zu E2 umgewandelt werden (Bao und
Garverick 1998). Abhangig vom Zyklusstadium kénnen Ostrogene ein negatives oder
positives Feedback auf GnRH und die Gonadotropine haben. In der frihen Follikelphase bt
das Ostrogen einen negativen Effekt auf die FSH- und LH-Sekretion aus (negativer
Feedback), gleichzeitig werden aber bei den noch geringen Ostrogenkonzentrationen
vermehrt FSH und LH in die intrazellularen Speicher eingelagert. Mit fortschreitender
Follikelphase steigt die Ostrogenkonzentration und sensibilisiert die gonadotropen Zellen fiir
die eintreffenden GnRH-Pulse. Dadurch werden nicht nur die in Membrannahe vorhandenen
Sekretgranula, sondern auch die intrazellularen Speicher von FSH und LH freigesetzt.
Zusatzlich werden d&strogenabhangig vermehrt GnRH-Rezeptoren gebildet (positives
Feedback). Diese Mobilisierung der Gonadotropinspeicher und die zusatzliche Ausbildung
der GnRH-Rezeptoren flihren zur Freisetzung groBer Mengen an LH. FSH wird durch das
vom préovulatorischen Follikel gebildete Ostrogen und Inhibin gehemmt (Meinecke 2000).
Die E2-Konzentrationen korrellieren positiv. mit dem praovulatorischen LH-Anstieg
(Wolfenson et al. 2004), sodass ein geringer Anstieg des Ostradiols unter bestimmten
Umstanden nur einen geringen Anstieg des LH auslést und so fur manche Falle von
Anovulation verantwortlich sein kénnte (Wiltbank et al. 2002).

Durch die mitogene Eigenschaft des Ostrogens kénnen die Granulosazellzahl erhéht und
somit indirekt auch die FSH-Rezeptoren eines Follikels erhdht werden. Zusatzlich férdert es
das Einsprossen von BlutgefaBen in die Theka interna und somit erhalten ¢strogenreiche
Follikel mehr Blut und im Gegensatz zu den anderen Follikeln noch mehr der immer geringer
werdenden Mengen FSH. Die Mengen an Ostrogen entscheiden also Uber das weitere
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Schicksal eines Follikels, ob er atresiert oder zum dominanten Follikel wird (Meinecke 2000).
Eine wichtige Rolle Ubernimmt das Ostradiol-17p im Ostrusverhalten. Die
Verhaltensédnderungen zur Brunst werden durch das ovarielle E2 gesteuert und beruhen auf
dem Alles — oder — Nichts - Prinzip. Wird eine bestimmte E2-Konzentration erreicht, kommt
es zum typischen Brunstverhalten, welches auch nicht durch noch héhere Konzentrationen
intensiviert werden kann. Allerdings nur in relativer Abwesenheit des Progesterons, das die
Brunstauspragung hemmt und dabei gréBeren Einfluss hat als das Ostradiol. Gleichfalls
kénnen hohe ACTH-Konzentrationen das Brunstverhalten hemmen oder vollstédndig
unterdriicken, auch wenn die zur Brunstauslésung notwendige E2-Konzentration eigentlich
erreicht ware (Allrich 1993).

Praovulatorisch bewirkt das Ostrogen eine Ausbildung der LH-Rezeptoren auf den
Granulosazellen, die damit befahigt sind auf die hohen, ovulationsauslésenden
LH-Konzentrationen zu reagieren. Das follikulare Ostrogen spielt eine zentrale Rolle im
Ovulationsgeschehen (Meinecke 2000).

2.1.3.2 Progesteron
Nach erfolgter Ovulation findet unter GeféBeinsprossung eine Differenzierung der

Follikelwand zum Gelbkdrper statt. Dabei bilden sich die kleinen Luteinzellen aus den
follikularen Theka-interna-Zellen, die groBen Luteinzellen zu Beginn des Zyklus aus den
Granulosazellen, in spateren Phasen aber auch aus kleinen Luteinzellen. P4 wird
hauptsachlich in den groBen und kleinen Luteinzellen des Gelbkdrpers gebildet (Hansel et
al. 1987), wobei die groBen Luteinzellen absolut mehr P4 produzieren kdénnen als kleine
Luteinzellen, diese aber sensibler auf eine Stimulation durch LH reagieren. Dies hangt mit
der unterschiedlichen Rezeptorverflgbarkeit groBer und kleiner Luteinzellen zusammen.
Kleine Luteinzellen verfligen Uber relativ mehr LH-Rezeptoren, groBe Luteinzellen Gber mehr
Ostradiol- und PGF,- Rezeptoren (Fitz et al. 1982, Wiltbank 1994). Als Ausgangssubstanz
for alle Steroide dient das Cholesterol, welches in der Leber gebildet und in Form von
Lipoproteinen zu steroiden Geweben transportiert wird. Der Hauptanteil des Cholesterols
wird als Low-density lipoprotein (LDL) und als High-density lipoprotein (HDL) zum
Gelbkorper transportiert (Bao et al. 1997). Die Internalisierung des LDL erfolgt durch
rezeptorvermittelte Endozytose, der Mechanismus der HDL- Aufnahme in die Zelle ist noch
ungeklart (Lestavel und Fruchart 1994). In den Zellen kann das Cholesterol entweder direkt
zur Steroidgenese verwendet oder durch Fettsduren verestert und gespeichert werden
(Johnson et al. 1997). Die Hydrolisierung der Ester durch die Cholesterolesterase wird
durch die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Dies ist einer der ersten Schritte der
Steroidbiosynthese, der second-messenger vermittelt ist. Das freie Cholesterol wird zu den

Mitochondrien transportiert und muss dort von der &uBeren zur inneren Membran
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transportiert werden, ein Schritt, der vom sogenannten StAR-Protein abhangig ist
(steroidogenic acute regulatory protein). Die weiteren Syntheseschritte bendtigen das
Cytochrom P-450 side-chain cleavage enzym (P-450scc) um Pregnenolon zu synthetisieren.
Dieses wird aus dem Mitochondrium ausgeschleust. Aus dem glatten Endoplasmatischen
Retikulum stammt die 33-HSD, die letztlich zur Synthese des Progesterons fuhrt.

Cholesterol
Cholesterol z

ester

Mitochondria
® P450scc

Pregnenolone

® 3PHSD

\ Progesterone /

'

Abb. 1: Progesteronsynthese (Niswender et al. 2000)

Dieses diffundiert aus der Zelle und gelangt Uber den Blutstrom zu den Zielgeweben
vornehmlich im Reproduktionstrakt und im Bereich der Hypothalamus-Hypophysen-Achse.
Seine Wirkung entfaltet das P4 durch direkte Beeinflussung der Transkription der Gene
durch einen speziellen Rezeptor, der Ligandeninduziert als Transkriptionsfaktor wirkt. Dieser
Rezeptor beeinflusst die Expression bestimmter Gene durch die Bindung an spezielle
Progesteron empfindlichen Elemente der DNA (Moutsatsou und Sekeris 1997). Fir die
Wirkung am Reproduktionstrakt wird eine vorherige Exposition mit Ostrogenen benétigt, die
die Rezeptoren fir das P4 induzieren sollen (Kaneko et al. 1993, Kraus und
Katzenellenbogen 1993). Im Gegenzug dazu hemmt P4 die Ausbildung der
Ostrogenrezeptoren und somit auch die Wirkungen der Ostrogene (Evans und Leavitt
1980).

Durch seinen direkten negativen Feedback-Mechanismus auf GnRH reguliet P4 die
Zykluslange und das Einsetzen des Ostrus, insbesondere durch die Regulierung der
LH-Pulsatilitat durch das GnRH (Roche et al. 1996). In der Hypoyphyse kann P4 die
Rezeptoren fir GnRH reduzieren, indem es die Expression der mRNA verhindert (Bauer-
Dantoin et al. 1995). Zusatzlich entfallt der positive Effekt des Ostrogens auf die
Rezeptorausbildung. P4 hat eine direkte Wirkung auf die Expression der Gene, die die
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B-Untereinheiten von FSH und LH kodieren sowie auf die gemeinsame a-Untereinheit der
beiden Gonadotropine (Brann et al. 1993).

Kommt es zu einer Graviditat wird die Luteolyse durch das vom Embryo gebildete Interferon,

unterdriickt.  Fir die  Aufrechterhaltung der  Progesteronproduktion ab dem
30. Tréachtigkeitstag ist wieder das hypophysare LH verantwortlich. P4 stimuliert die unter der
Wirkung von Ostradiol-17B proliferierten Uterindriisen zur Sekretion der Uterinmilch, welche
bis zur Implantation als Nahrmedium fir den frihen Embryo zur Verfligung steht.

2.1.4 Die ovariellen Peptidhormone

Inhibin und Activin sind Peptide, die zur Transforming-Growth-Factor-B-Familie gehéren.
Inhibine sind Dimere, bestehend aus einer konstanten a-Untereinheit und einer in
verschiedenen Formen auftretenden B-Untereinheit. Je nach B-Untereinheit unterscheidet
man ein Inhibin A und Inhibin B. Beim Rind wurde bisher nur Inhibin A nachgewiesen
(Knight 1996). Syntheseort fur die Inhibine sind die Granulosazellen der Follikelwand und
das Corpus luteum, die Freisetzung erfolgt episodisch und ist unabhangig von der
Freisetzung des FSH, LH oder Ostradiol, weshalb eine lokale Regulation vermutet wird
(D6écke 1994). Andererseits wird von anderen Autoren FSH als direkter Stimulator fur die
Bildung von Inhibin dargestellt, wodurch ein direkter negativer Rickkopplungsmechanismus
entsteht (Mather et al. 1997, deKretser et al. 2000).

Inhibine hemmen die Synthese und Sekretion des FSH durch eine Unterdriickung des Gens,
welches der Bildung der FSH-B-Untereinheit dient. Die LH-Ausschittung wird nur
unwesentlich vermindert (Décke 1994). Bleach et al. (2001) und Mihm et al. (2001)
beobachten zum Zeitpunkt maximaler FSH-Konzentrationen im Serum die geringsten
Inhibin A-Konzentrationen. Daraus folgern sie, dass follikulares Inhibin den bedeutendsten
Faktor in der Regulation von FSH darstellt. An den Theca-Zellen bewirkt es eine
Sensibilisierung gegenlber LH, was zu einer verstarkten Bildung von Androgenen flhrt
(Knight und Glister 2001). Wie auch das Activin, Follistatin und andere Co-Faktoren ist
Inhibin an der Follikulogenese beteiligt (Webb et al. 1999).

Activin wird ebenfalls von den Granulosazellen sezerniert, eine zusatzliche Bereitstellung
erfolgt aber auch aus den Zellen der Hypophyse, die die Gonadotropine synthetisieren
(Meinecke 2000). Das Activinmolekil besteht aus jeweils zwei B-Untereinheiten des
Inhibins. Je nach Kombination der unterschiedlichen Formen Inhibin A oder B existieren
prinzipiell drei Formen des Activins. Seine Hauptfunktion ist die Steigerung der Sektretion
des FSH. Die zentrale Stimulation im Hypophysenvorderlappen (HVL), an dem es zu einem
Anstieg der gonadotropen Zellen kommt, ist der lokalen auto- und parakrinen Funktion im
Ovar untergeordnet (Webb et al. 1999). Dort kommt es zur Proliferation der
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Granulosazellen, zur Erhéhung der FSH-Rezeptoren und somit zu einer gesteigerten
Synthese von Ostrogenen. In den Thekazellen hemmt es die Androgensynthese und damit
verzégert sich die Luteinisierung am Follikel (Knight und Glister 2001). In einigen
In-vitro-Untersuchungen wurde deutlich, dass Activin auch modulierend auf die
GnRH-Sekretion im Hypothalamus wirken kann (Padmanabhan et al. 2002).

Follistatin ist ein Peptid, das von zahlreichen Zellen der Hypophyse gebildet wird, aber auch
in der Follikelflissigkeit zu finden ist. Es hemmt die FSH-Synthese und -Sekretion in der
Hypophyse und neutralisiert die Wirkung des Activins. Damit wird die stimulierende Wirkung
dieses Peptids auf die FSH-Sekretion vermindert (Meinecke 2000). In dieser Funktion ist es
allerdings deutlich weniger potent als das Inhibin.

2.1.5 PGFy,- Luteolyse

Die groBte Bedeutung des vom Gelbkérper gebildeten Progesterons liegt darin, eine
bestehende Trachtigkeit aufrechtzuerhalten. Bei Nichtbestehen einer Trachtigkeit ist die
Rackbildung des Corpus luteum wichtigste Grundlage fir die Entwicklung eines neuen
ovulatorischen Follikels und somit der MG&glichkeit erneut eine Trachtigkeit zu erlangen
(McCracken et al. 1999). Die Luteolyse ist definiert als der funktionelle und strukturelle
Untergang des Gelbkérpers. Dabei treten zwei eng miteinander verbundene Ereignisse ein.
Zunéachst geht die Fahigkeit der Progesteronsynthese und -sekretion verloren, gefolgt vom
Untergang der Zellen, die den Gelbkdrper bilden (Knickerbocker et al. 1988). Das vom
Endometrium sezernierte PGF,, spielt bei den meisten Saugetieren die bedeutendste Rolle
bei der Luteolyseinduktion (McCracken et al. 1970). PGF,, gelangt aus dem Uterus Uber
einen lokalen Austausch im Gegenstromprinzip unter Umgehung des Lungenkreislaufs aus
der utero-ovariellen Dranage direkt in die A. ovarica des ipsilateralen Ovars (Ginther 1974),
weil bei nur einem Lungendurchgang mehr als 90 % des PGF,, inaktiviert werden
(Meinecke 2000). Die Freisetzung der Arachidonsdure aus Phospholipiden durch die
Phospholipase A2 wird als der limitierende Syntheseschritt fir die Prostaglandinsynthese
angesehen (McCracken 1997). Der erste Schritt in der PG-Synthese, die Umwandlung der
Arachidonsaure in die unstabile Form des PGG2, wird von der Cyclooxygenase (COX)
katalysiert. PGG2 wird von der cytosolischen Peroxidase in eine ebenfalls unstabile Form,
das PGH2 umgeformt. Vom PGH2 ausgehend kénnen mehrere Prostaglandine synthetisiert
werden. PGH2 kann Uber die PGF-Synthase (PGD 11-ketoreduktase) zu PGF,, oder Uber
die PGE-Synthase (PGH 9-,11-endoperoxidreduktase) zu PGE2 konvertiert werden. Dieses
kann mittels der PGE—9—keto-reduktase wiederum zu PGF,, katalysiert werden (Goff 2004).
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Phospholipasen A2
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PGE2 —9 - ketoreductase

Abbildung 2: PGF,,-Synthese (Goff 2004)

Die Sekretion des PGF,, variiert wahrend des Zyklus, dabei werden wahrend der
Follikelphase und des Ostrus héchste Werte gemessen, die dann von der friihen
Lutealphase bis zur Mitte der Lutealphase wieder abfallen. Wahrend der Luteolyse wird
PGF,, Uber ca. 2 - 3 Tage in Pulsen von ca. 1 - 5 h Dauer abgegeben (Kindahl et al. 1976,
1981, Mann und Lamming 2006). Reguliert wird die uterine PGF,-Sektretion v.a. durch
Oxytocin, P4 und Ostradiol. Durch die Bindung des freien Oxytocins aus der Hypophyse und
dem Gelbkérper an seine neu gebildeten Rezeptoren im Endometrium wird die
PGF..-Freisetzung stimuliert (Silvia et al. 1991). Die Steroide kdnnen entweder direkt auf
die PGF,,-Sekretion aus dem Endometrium einwirken oder indirekt Uber die Ansprechbarkeit
des Endometriums auf Oxytocin und die Ausbildung seiner Rezeptoren (OTR). P4 beginstigt
die Akkumulation der Arachidonsdure und der COX im Endometrium, die zur
PGF,,-Produktion benétigt werden, aber es hemmt die Oxytocin-induzierte PGF,,-Sekretion
(Skarzynski et al. 1999). Die Wirkung des E2 scheint genau entgegengesetzt zu sein. Es
hemmt die PGF,,-Produktion, indem es die COX - mRNA herabreguliert und stimuliert die
Oxytocin-abhangige PGF,-Produktion in bovinen Endometriumzellkulturen (Asselin et al.
1996). E2 scheint aber auch die stimulierenden Effekte des Progesterons und des Oxytocins
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auf die PGF,,-Synthese und -Sekretion zu unterstiitzen, zumindest in der Mitte der
Lutealphase oder nach Progesteronvorbehandlung. Dieses Progesteron-Priming scheint den
Uterus erst fir E2 und Oxytocin empfindlich zu machen. P4 beeinflusst die PGFo,-Produktion
direkt, wahrend E2 scheinbar nur einen modulierenden Effekt hat (Skarzynski et al. 1999).
Zu Beginn der Luteolyse missen zwei voneinander unabhangige Ereignisse gegeben sein.
Zum einen die initiale PGF,, -Produktion, zum anderen die Erhéhung der OTR-Anzahl
(Goff 2004). Dabei scheint der Verfligbarkeit der OTR fiir das Einsetzen der Luteolyse eine
gréBere Bedeutung zuzukommen. Die Ausbildung der OTR ist wiederum vom
Zusammenspiel der Steroide abh&ngig. Dabei wird dem E2 prinzipiell eine férdernde, dem
P4 eine hemmende Beeinflussung der OTR-Expression zugeschrieben. Mit ansteigenden
E2-Konzentrationen und gleichzeitig sinkenden P4-Konzentrationen zu Beginn des Ostrus
oder aber auch am Ende der Trachtigkeit kommt es zu einer Erhéhung der
Ostrogenrezeptoren (ER), die wiederum einen Anstieg der OTR verursachen (Spencer et al.
1996). Bei bestehender Trachtigkeit werden genau diese ER gehemmt und somit eine
Luteolyse verhindert (Spencer et al. 1995). Fairclough und Lau (1992) vermuten, dass es
allein durch Absinken der Progesteronkonzentrationen am Ende der Lutealphase, und damit
auch einer reduzierten P4-Rezeptorenanzahl (Spencer et al. 1995), zu einer Erhéhung der
OTR kommt. Die Verflgbarkeit der OTR fir Oxytocin kénnte aber auch durch direkte
Bindung des Progesterons an die Rezeptoren vermindert sein (McCracken et al. 1999).

Die initiale PGFy, -Freisetzung 16st einen positiven Feedback-Mechanismus aus, woraufhin
zusatzliches Oxytocin aus dem Gelbkdrper und PGF,, aus dem Gelbkdrper und dem Uterus
freigesetzt werden. Die luteale PGF,q-Freisetzung verstarkt das luteolytische Signal mittels
auto- und parakriner Mechanismen (Tsai und Wiltbank 1997). Das PGF,, scheint selbst
eine Autoamplifizierung in den Lutealzellen auszulésen. Die intraluteale PGF,-Produktion

wird v.a. von den Cytokinen Interleukin-13 und TNFa stimuliert, spater auch von Interferon,

(Fairchild und Pate 1991). Alle diese stimulierenden Effekte der Cytokine kénnen durch P4
gehemmt werden (Fairchild und Pate 1991, Townson und Pate 1996).

Eine der bedeutendsten luteolytischen Wirkmechanismen des PGF,, ist der schnelle Abfall
des lutealen Blutflusses, sowohl bei spontaner als auch induzierter Luteolyse
(Knickerbocker et al. 1988). PGF,, flhrt zum einen zur Apoptose der die GefaBe
umgebenden Endothelzellen (O Shea et al. 1977), zum anderen stimuliert es die Bildung der
vasoaktiven Peptide Angiotensin Il und Endothelin -1 aus diesen (Girsh et al. 1996). Beiden
Peptiden wird eine vasokonstriktorische Funktion zugeschrieben und méglicherweise férdern
sie die Apoptosevorgange (Schams und Berisha 2004). Endothelin-1 hemmt zudem die
Progesteronproduktion und férdert die luteale PGFo,-Produktion und -Sekretion (Girsh et al.
1996). Mit steigender PGF..-Konzentration, somit mangelnder Blutversorgung und mit
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fortschreitenden Apoptosevorgangen erfolgt der strukturelle Untergang des Gelbkdrpers.
Wahrend der Luteolyse nimmt vor allem die Zahl an Leukozyten, T-Lymphozyten und
Makrophagen im C.l. zu (Penny et al. 1999). Die Involutionsmechanismen ahneln denen
einer Entzindungsreaktion, bei der den Cytokinen nochmals eine entscheidende Rolle
zukommt (Pate 1995). Der limitierende Schritt fir die Luteolysevorgange scheint in der
Regulation der PGF,,-Synthese zu liegen, wahrend der auslésende Mechanismus in der
Ausbildung der OTR zu finden ist (Goff 2004).
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2.2 Follikelwachstum und Reifungswellen

2.2.1 Praantrale Follikelentwicklung

Im Ovar lauft das Follikelwachstum als Kontinuum ab, d.h. es beginnt bereits wahrend der
Fetalentwicklung und endet erst, wenn die Mehrzahl der Eizellen durch Zelluntergang
(Atresie) oder Ovulation verbraucht wurde (van den Hurk und Zhao 2005, Adams et al.
2007). Zur Geburt verfligt ein weibliches Kalb tber ca. 210000 Oozyten (Telfer 1996). Diese
werden von Vorlaufern der Granulosazellen umgeben und so als Primordialfollikel
bezeichnet. In den Eierstécken von Rindern existieren zwei Follikelpopulationen, die
entweder dem ruhenden oder dem wachsenden Pool angehéren (Kanitz et al. 2001).
Wahrend der reproduktiven Phase gehen ruhende Follikel in den wachsenden Pool tber.

Dabei nehmen die bis dahin flachen und kubischen Granulosazellen nahezu vollstandig
kubische Gestalt an und die Oozyten unterliegen einer raschen GréBenzunahme (Fortune et
al. 2000). Der Follikel wird jetzt als Primarfollikel bezeichnet. Die weitere Entwicklung der
Follikel hangt von der Vermehrung der Granulosazellen ab. Es bilden sich mehrere
Schichten von Granulosazellen, es findet eine erste Versorgung mit BlutgefaBen statt und
mit der Differenzierung zur Theka interna und Theka externa entstehen Sekundarfollikel. Mit
der Differenzierung zu Thekazellen werden die Zellen epitheloid und in den Zellen der Theka
interna beginnt die Expression verschiedener steroidogener Enzyme (McNatty et al. 1999).
Es wird vermutet, dass das Follikelwachstum durch Zell-Zell-Interaktionen der Oozyte und
der Granulosazellen ausgel6ést wird und von der Sekretion verschiedener Faktoren, die zur
Transforming-Growth-Factor-B Familie gehéren, beeinflusst wird. Dazu gehdren unter
anderem der Growth-Differentiating-Factor 9 (GDF-9), Aktivin und Inhibin. Zudem sollen der
Basic-Fibroblast-Growth-Factor (bFGF) und der Epidermal-Growth-Factor (EGF) eine Rolle
spielen (McNatty et al. 1999, Knight und Glister 2001). Die Bedeutung der Gonadotropine
in diesem frihen Entwicklungsstadium ist nicht eindeutig geklart. Sie scheinen nicht fir den
Beginn des Wachstums verantwortlich zu sein (McNatty et al. 1999, Campbell et al. 2000,
Fortune et al. 2000,). Von Bao und Garverick (1998) wurde in Untersuchungen zur
Genexpression bei préaantralen Follikeln bereits mRNA fir die FSH-Rezeptoren in Zellen mit
einschichtiger bzw. zweischichtiger Granulosazellschicht nachgewiesen. In spateren Stadien
der praantralen Follikelentwicklung konnte sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesen
werden, dass FSH die Wachstumsrate von Follikeln erhéhen kann (Campbell et al. 2000,
Gutierrez et al. 2000). Eine Beeinflussung durch LH konnte nicht nachgewiesen werden,
auch wenn die erste mRNA fiir LH-Rezeptoren bereits in Stadien zur Theka interna -
Differenzierung gefunden wurde (Bao und Garverick 1998). Neben den bereits genannten

lokalen Faktoren zur Initierung des Follikelwachstums spielt auch das IGF-System eine
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wichtige Rolle bei der weiteren Entwicklung. Das System der IGF besteht aus dem IGF-I,
dem IGF-II (Spicer und Echternkamp 1995), deren Rezeptoren und sechs verschiedenen,
spezifischen IGF-Bindungsproteinen (IGFBP). IGF-I und EGF stimulieren das
Follikelwachstum in vitro (Gutierrez et al. 2000). Die IGFBP regulieren die Bioverfligbarkeit
der IGF und beeinflussen dadurch das terminale Wachstum oder Atresie der Follikel. Die
Konzentrationen fir IGF-I und IGF-II andern sich nicht zwischen den im Wachstum
befindlichen Follikeln und den atresierenden Follikeln. Demgegenliber werden
Konzentrationsédnderungen fir die IGFBP-2, -4, -5 festgestellt, die im wachsenden Follikel
abfallen, in den atretischen Follikeln ansteigen (Monget et al. 2002).

Die Entwicklung eines Primordialfollikels bis zum Erreichen des Stadiums eines Graaf schen
Follikels dauert mehrere Monate (Campbell et al. 2000). Die Antrumbildung beginnt bei ca.
0,3 mm und bis zum Erreichen einer Gr6Be von 3 - 5 mm vergehen mindestens 30 Tage
(Lussier et al. 1987, Kanitz et al. 2001). Zumindest ab einer Gr6Be von 2 mm unterliegt das
antrale Follikelwachstum der Kontrolle der Gonadotropine (Campbell et al. 2000) und ist
gekennzeichnet durch das Heranreifen der Follikel in Follikelreifungswellen. Auch wenn das
Follikelwachstum vor allem von Gonadotropinen und lokalen Faktoren kontrolliert wird,
kénnen auch Umweltfaktoren, wie z.B. die Fitterung, das Follikelwachstum und die
Oozytenentwicklung und damit die Fruchtbarkeit wesentlich beeinflussen (Webb et al. 2003).

2.2.2 Follikelwachstum in Reifungswellen

Die antrale Follikelentwicklung kann in eine erste “langsame” und eine zweite “schnelle”
Wachstumsphase unterteilt werden (Lussier et al. 1987). In der ersten Phase erreicht die
Oozyte ihre endgiiltige GréBe und vollstandige Entwicklungskompetenz (Fair et al. 1997), in
der zweiten Phase, die gewdhnlich nur 5 - 7 Tage andauert, kann ab einer FollikelgroBe von
ca. 2 - 3 mm die wellenartige Anbildung der Follikel mittels Ultraschall gut beobachtet
werden (Sunderland et al. 1994). Die Follikelreifungswellen sind durch Prozesse der
Rekrutierung, Selektion und Dominanz gekennzeichnet (Kanitz 2003). Innerhalb eines
ovariellen Zyklus kénnen in der Regel zwei oder drei Follikelreifungswellen beobachtet
werden (Adams 1999, Ireland et al. 2000), es kommen aber auch Zyklen mit einer oder vier
Follikelreifungswellen vor (Sirois und Fortune 1988, Rhodes 1995).
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Abbildung 3: Follikelwachstum (Campbell et al. 2000)

Vor allem vor der ersten und zweiten Ovulation post partum wird bei Kihen nur eine
Follikelreifungswelle beobachtet, nach der zweiten Ovulation reguliert sich das ovarielle
Geschehen und der gr6Bte Teil der Tiere hat einen zwei- bzw. dreiwelligen Zyklus
(Sakaguchi et al. 2004). Zyklen mit drei Follikelreifungswellen sind langer als Zyklen mit
zweiwelligem Verlauf, sowohl bei Kilhen als auch bei Jungrindern. Somit ist die Dauer der
Dominanz der Follikel zweiwelliger Zyklen langer, die Follikel sind oft gr6Ber und die
enthaltene Eizelle reifer als bei dreiwelligen Zyklen. Uber die Haufigkeit des Vorkommens
von Zyklen mit zweiwelligem oder dreiwelligem Verlauf sind die Angaben in der Literatur
unterschiedlich. In Studien von Ginther et al. (1989) und Townson et al. (2002) kamen bei
Kuhen Zyklen mit zweiwelligem Verlauf haufiger vor, die Fruchtbarkeit war aber in Zyklen mit
dreiwelligem Verlauf héher. In anderen Studien wiederum kamen dreiwellige Zyklen mit mehr
als 80 % der untersuchten Jungrinder haufiger vor (Sirois und Fortune 1988). Wolfenson
etal. (2004) fanden mit 70 bzw. knapp 80 % sowohl bei Jungrindern als auch bei Kihen
haufiger Zyklen mit zweiwelligem Verlauf. Zu Beginn einer Follikelreifungswelle wachst eine
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Follikelschar von drei bis sechs Follikeln heran (Sirois und Fortune 1988, Sunderland et
al. 1994), von anderen Autoren werden aber wesentlich mehr Follikel (8 bis 41) zu Beginn
der Follikelreifungswelle beobachtet (Ginther et al. 1989, Adams 1999, Bellmann 2001).
Unterschidede beziglich der Anzahl der Follikel in den Literaturangaben resultieren aus
variierenden Methoden der Zahlung und Klassifizierung der Follikel (Kanitz et al. 2002).
Insbesondere die Auflésung der sonographischen Bilder und der Einfluss des Untersuchers
fihren zu unterschiedlichen Ergebnissen. Entgegen der allgemein angenommenen Meinung,
dass eine neue Follikelreifungswelle nur mit neu rekrutierten Follikeln startet, die kleiner als
3 mm sind, kamen Hendriksen et al. (2003) bei ihren Untersuchungen zu dem Schluss,
dass die in den ersten Tagen einer neuen Follikelreifungswelle vorhandenen grdBeren
Follikel hauptsachlich Follikel sind, die aus der vorhergehenden Follikelreifungswelle
stammen. Die Rekrutierung einer neuen Follikelreifungswelle erfolgt unter der Kontrolle des
FSH. Dem Auftreten einer neuen Follikelreifungswelle geht ein bis zwei Tage vorher ein
Anstieg der FSH-Konzentration voraus (Adams 1999). Dabei haben Tiere mit zweiwelligem
Verlauf zwei FSH-Peaks, Tiere mit dreiwelligem Verlauf drei FSH-Peaks (Adams et al.
1992a). Auch die peripheren Inhibin A- und FSH-Konzentrationen beeinflussen die Anzahl
der Follikelreifungswellen innerhalb eines Zyklus (Parker et al. 2003). Zudem soll die FSH-
Konzentration entscheidend sein fir das Auftreten der jeweils neuen Follikelreifungswelle
(Ginther et al. 2002). Zu den spateren Entwicklungsstadien des Follikelwachstums,
zumindest ab einer GréBe von ca. 2 mm, treten Anderungen in der Expression der jeweils
bendtigten mRNA flir die Gonadotropinrezeptoren, der steroidogenen Enzyme und des IGF-
Systems auf. Die Phase der Rekrutierung ist gekennzeichnet durch die Expression der
steroiden Enzyme P450scc und P450arom in den Granulosazellen und mit dem weiteren
Wachstum der Follikel steigt auch die Expression der mRNA flr die Gonadotropinrezeptoren
und der steroiden Enzyme (Bao und Garverick 1998).

Mit der Selektion wird die Anzahl der wachsenden Follikel einer Reifungswelle auf die
Spezies-spezifische Ovulationsanzahl reduziert. Nach ihrer Rekrutierung vermindert sich die
Anzahl wachsender Follikel bis zur Ausbildung eines dominanten Follikels. Die anderen
Follikel unterliegen der Atresie (Fortune 1994). Mit dem Erscheinen der jeweils neuen
Follikelreifungswelle kommt es zu einem Abfall der zirkulierenden FSH-Konzentrationen, die
auch wahrend der frihen Wachstums- und Plateauphase des zukunftigen dominanten
Follikels niedrig bleiben (Adams 1999). Dieser Abfall der FSH-Konzentration scheint ein
SchllUsselereignis fur die Selektion des dominanten Follikels zu sein. Alle Follikel einer
Follikelreifungswelle tragen zu dem initialen Abfall des FSH bei (Gibbons et al. 1997), doch
der groBte der Follikel spielt die bedeutendste Rolle, die FSH-Konzentrationen so gering zu
halten, dass ein weiteres Wachstum der kleineren Follikel einer Kohorte nicht mehr méglich
ist (Ginther et al. 2001a). Es wird vermutet, dass der kiinftige dominante Follikel gegenlber
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den anderen Follikeln der Kohorte bereits ab der Phase der Rekrutierung einen
GroBenvorteil hat und somit Mechanismen entwickelt, die ihm ermdglichen, die immer
geringer werdenden FSH-Mengen besser nutzen zu kénnen als die kleineren Follikel. Dazu
gehoéren zum einen die von ihm produzierten Produkte, wie v.a. das E2 und Inhibin und lokal
produzierte Wachstumsfaktoren, wie auch Proteine, die seine eigene Sensitivitat gegenlber
FSH verbessern oder aber das Wachstum subordinater Follikel hemmen (Ginther et al.
2000). Es kommt zu einer raschen GrdBenabweichung zwischen dem kinftigen dominanten
und dem zweitgréBten Follikel, wenn diese eine GréBe von 8,3 + 0,2 und 7,8 + 0,2 mm
haben. Diese Selektion der zwei gréBten Follikel findet ca. 61,0 £ 3,7 h nach dem
Erscheinen der Follikelreifungswelle statt (Kulick 1999). Ginther et al. (1989) stellten bereits
32 h bis 16 h vor der Follikelselektion bis mindestens 24 h nach Beginn der Selektion
erhdéhte LH-Konzentrationen und erniedrigte FSH-Konzentrationen fest. Die Erhéhung der
Ostradiolsekretion und die erhdhten Konzentrationen von E2 und IGF-I und die verringerten
IGFBP-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit am Beginn der Selektion beruhen auf dem
Anstieg der LH-Konzentration (Ginther et al. 2001b). Bei Jungrindern wurde die Ausbildung
von LH-Rezeptoren in den Granulosazellen ca. 8 h vor Beginn der Selektion festgestellt,
zudem war die Expression der mRNA fir LH-Rezeptoren in den Granulosazellen auf die
Follikel beschrankt, die auch mRNA fir die steroiden Enzyme P450scc und P450arom
exprimierten (Bao und Garverick 1998). LH stimuliert die Produktion von E2 und IGF-I im
gréBten Follikel. Diese und andere intrafollikulare Faktoren tragen dazu bei, dass der groBte
Follikel weniger sensibel fir die verringerten FSH-Konzentrationen ist, als die kleineren
Follikel. Letztere kénnen sich unter den geringen FSH-Konzentrationen nicht weiter
entwickeln (Ginther et al. 2001a). Der kinftig dominante Follikel kann unter dem Einfluss
des LH sein Wachstum fortsetzen, auch wenn die FSH-Konzentrationen sinken (Campbell
et al. 2000).
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2.2.3 Ovulation

Mit einer GréBe von ca. 10 mm, ungefahr einen Tag nach Beginn der Selektion, hat der
dominante Follikel die Fahigkeit zur Ovulation erlangt. Allerdings wird vermutet, dass diese
Follikel zur Ovulation einen gréBeren LH-Peak benétigen als gréBere dominante Follikel.
Mit dem Erreichen der Ovulationsfahigkeit wird eine gesteigerte Expression der
LH-Rezeptoren in den Granulosazellen der dominanten Follikel in Zusammenhang
gebracht, was evtl. auch fur das weitere Wachstum der Follikel wichtig sein kénnte
(Sartori et al. 2001). Dominante Follikel werden gréBer als alle anderen Follikel und ab
einer GréBe von ungefédhr 9 mm sind LH-Pulse essentiell fir das weitere Wachstum. Bis
zur Ovulation erreichen die Follikel 12 - 20 mm (Gong et al. 1996, Kanitz et al. 2001).
Wolfenson et al. (2004) stellten bei Jungrindern kleinere ovulatorische Follikel als bei
laktierenden Kiihen fest. (13,0 £ 0,3 mm bzw. 16,5 * 0,05 mm). Demgegenlber fanden
Sartori et al. (2002) weder bei einem Vergleich der FollikelgréBen zwischen Jungrindern
und laktierenden Kihen (15,8 bzw. 16,5 mm) noch zwischen laktierenden und
trockenstehenden Kuihen (17,9 bzw. 17,2 mm) einen Unterschied beziglich der mittleren
GroBe des ovulatorischen Follikels. Das weitere Schicksal des jetzt dominanten Follikels
hangt von der Funktion des Corpus luteum und damit vom negativem Einfluss des
Progesterons auf die LH-Pulsatilitat ab. Bei hohen P4-Konzentrationen unterliegt der
dominante Follikel aufgrund der niedrigen LH-Pulsatilitat der Atresie (Ireland et al. 2000).
Nach erfolgter Luteolyse und damit niedrigen P4-Konzentrationen kann der dominante
Follikel zur Ovulation kommen. Die Ovulation wird durch den Anstieg der LH-Sekretion
ausgelést (Kanitz et al. 2001). Es kommt zum LH-Peak. In der Endphase der
praovulatorischen Reifung induziert das Ostrogen die Ausbildung von LH-Rezeptoren auf
den Granulosazellen. Damit verfugt der préovulatorische Follikel Uber die
Hormonbindungsstellen, die er benétigt, um auf die ovulationsauslésende
LH-Ausschittung aus dem HVL zu reagieren. Nach Bindung an den Granulosa- und
Thekazellen kommt es zur Aktivierung einer Reihe von Enzymsystemen, die zur
Luteinisierung und Ovulation fihren (Meinecke 2000). So konnte bereits 14 h nach dem
praovulatorischem LH-Anstieg eine Hemmung der Aromatisierung festgestellt werden, und
auch der Anstieg der P4-Konzentration wurde bereits vor der Ovulation nachgewiesen
(Dieleman und Blankenstein 1985). Zudem wird die Expression der mRNA fir die
Progesteronrezeptoren vor allem in der Granulosazellschicht praovulatorischer Follikel
bereits kurz nach dem LH-Peak hochreguliert (Cassar et al. 2002). Bereits 25 h nach dem
LH-Peak kann ein um mehr als 100-facher Anstieg der Prostaglandinkonzentrationen von
PGE, und PGF,, in der Follikelflissigkeit festgestellt werden (Algire et al. 1992), der zu
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einer Vasodilatation in den follikularen GefaBen fihrt, die Permeabilitét dieser erhéht und
letztlich zur Auflésung des Kollagengerusts und zur Ruptur der Follikelwand fihrt
(Murdoch et al. 1986). In dieser vom LH induzierten biochemischen Kaskade scheint
auch das Zusammenspiel von ET-1, PGE, und der Cytokine eine Schlisselrolle
einzunehmen (Acosta et al. 2000). In Untersuchungen Uber die zeitlichen
Zusammenhange zwischen Brunst, LH-Peak und Ovulation nach induzierter Luteolyse
wurden die Ovulationen durchschnittlich 22 - 25 h nach dem LH-Peak festgestellt. Das
Intervall von einer PGF,-Applikation bis zum LH-Peak variierte je nach Zyklusstand zu
Beginn der Luteolyseinduktion von 57 bis 76 h. Dabei zeigten Tiere, die zwischen dem
5. und 8. Zyklustag behandelt wurden, ein kurzeres Intervall als Tiere, die spater
behandelt wurden. (Kanitz et al. 1996, Becker et al. 2004). Bergfelt et al. (1997) geben
an, dass zwischen dem endogenen LH-Peak und der Ovulation etwa 24 — 36 h vergehen.
Roelofs et al. (2004) stellten nach einer Brunstsynchronisation mit Norgestomet far 10
Tage und Ostradiolvalerat zu Beginn der Behandlung ein Intervall von LH-Peak bis
Ovulation von durchschnittlich 25,3 + 0,6 h fest. Die Minimum-Maximum-Werte lagen
zwischen 21,5 und 27,5 h. Zu einem ahnlichen Ergebnis gelangten Saumande und
Humblot (2005), in deren Arbeit o0.g. Intervall durchschnittlich 29,4 + 1,5 h betrug. In
Bezug zum Brunstbeginn fanden die Ovulationen im Mittel 30,2 = 1,9 h nach diesem statt
(Kanitz et al. 1996). In den genannten Arbeiten ist die Variation des Intervalls LH-Peak bis
Ovulation relativ gering, wahrenddessen das Intervall Brunstbeginn - Ovulation mit einer
groBen Varianz behaftet ist. In 80 % der Félle konnte diese durch die Variation des
Intervalls Brunstbeginn bis LH-Peak erklart werden. Kirzere Intervalle bzgl. Brunstbeginn
bis LH-Peak werden mit einem groBen E2 produzierenden pradvulatorischem Follikel und
einer geringen Anzahl kleinerer, im Wachstum befindlicher Follikel in Zusammenhang
gebracht. Die Tatsache, dass das Intervall Brunstbeginn bis LH-Peak der Hauptfaktor flr
die Variation des Intervalls Brunstbeginn bis Ovulation ist, sollte dazu anregen, Methoden
zu suchen, die den LH-Peak synchronisieren und diesen als Anhaltspunkt fir eine
terminierte Besamung zu nutzen (Pursley et al. 1995).
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Tab. 1: Zeitliche Zusammenhéange zwischen LH-Peak und Ovulation

Autoren, Jahr Behandlung LH-Peak bis Ovulation Brunst bis Ovulation
Means (h) Means (h)
Bernard et al. endogen 27 Beginn, 17 Ende
1984
Bergfelt et al. endogen 24 bis 36
1997
Kanitz et al. PGF,.-Luteolyse 21,5+ 0bis 23,5+0
1996/2004 Zyklustag abhangig
Roelofs et al. Norgestomet und Ostradiol | 25,3; (Range 21,5-27,5) 30,2 (Range19-40)
2004
Saumande und | Crestar und Ostradiolvalerat 29,4+15 38,5+3,0
Humblot 2005

2.3 Médglichkeiten der Brunst- und Ovulationssynchronisation

Unzureichende Brunsterkennung ist eine der bedeutsamsten Ursache fir den Riickgang von
Reproduktionsleistung, insbesondere dem Anstieg der Zwischentragezeit. Mit Verfahren zur
Brunst- und Ovulationssynchronisation sowie anschlieBender terminorientierter Besamung
kénnen Rinder im optimalen Zeitraum der Besamung =zugefihrt werden. Erste
Synchronisationsversuche wurden bereits ab 1960 durchgefihrt. Dabei wurde P4
verabreicht, wodurch die Ovulation geblockt wurde. Die erreichten Ostrusraten waren
vergleichbar mit denen nicht synchronisierter Tiere, die Konzeptionsraten waren aber
geringer (Zimbelmann und Smith 1966, Roche und Crowley 1973). Mit Entdeckung der
luteolytischen Wirkung von PGF,, in den 70er Jahren wurden neue Methoden der
Brunstsynchronisation entwickelt (Lauderdale et al. 1974, Roche 1974a, Cooper 1974). Mit
Zunahme der Kenntnisse Uber die Follikeldynamik beim Rind wurde klar, dass nicht nur die
Gelbkoérperfunktion, sondern auch das Follikelwachstum in Follikelreifungswellen in
Synchronisationsprogrammen beachtet werden muss (Lucy et al. 2004). Mit den Verfahren
zur Brunst- und Ovulationssynchronisation soll eine geringe Varianz bzgl. des Auftretens von
Brunst und Ovulation innerhalb einer Gruppe erreicht werden. Gleichzeitig durfen sich durch
die angewandten Behandlungen aber keine Beeintrachtigungen fir den Befruchtungserfolg
ergeben. Aus arbeitsorganisatorischen Griinden sollten Verfahren der Brunst- und
Ovulationssynchronisation unabhangig vom Zyklusstand anwendbar und mdéglichst leicht in
ihnrer Anwendung sein. Bisher konnte noch keines der angewandten Verfahren allen
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Ansprichen gerecht werden, weshalb noch immer nach neuen Mdéglichkeiten und
Verbesserungen gesucht wird.

2.3.1 Das OvSynch-Programm

Ein bekanntes Verfahren zur Brunst- und Ovulationssynchronisation ist das von Pursley et
al. (1995, 1997) entwickelte OvSynch-Verfahren. Das Programm umfasst drei aufeinander
folgende Hormon-Injektionen (Abb. 4).

GnRH PGF, GnRH terminierte Besamung

7d 48 h 16—24 h

Abbildung 4: Zeitpunkte fiir die Injektionen und die terminierte Besamung des

OvSynch-Verfahrens

Am ersten Behandlungstag erhalten die Tiere eine GnRH-Injektion, sieben Tage spater
PGF,, und nochmals zwei Tage spater eine zweite GnRH-Injektion. Im Abstand von 16 bis
24 h zur zweiten GnRH-Gabe wird ohne Brunstbeobachtung terminorientiert besamt. Die
erste GnRH-Gabe wird unabhangig vom Zyklusstand gegeben und l6st durch den Anstieg
der LH-Konzentration entweder eine Ovulation oder die Luteinisierung des bestehenden
dominanten Follikels aus. Durch den Verlust desselben soll eine neue Follikelreifungswelle
induziert werden (Pursley et al. 1995). Dies setzt voraus, dass zum Zeitpunkt der
Behandlung ein dominanter Follikel vorhanden ist. Follikelreifungswellen, die sich noch in der
Phase der Rekrutierung oder frilhen Phase der Selektion befinden, kdnnen nicht
synchronisiert werden, da der dominante Follikel entweder noch nicht vorhanden ist oder
noch nicht Gber gentigend LH-Rezeptoren verfligt um nach der GnRH-Gabe zu ovulieren
(Lucy et al. 2004). Kommt es zum Start einer neuen Follikelreifungswelle, ist diese innerhalb
von zwei Tagen zu erkennen. Tiere, bei denen keine neue Follikelreifungswelle initiiert
wurde, bilden innerhalb von 4 Tagen einen dominanten Follikel an (Ryan et al. 1998). Bis
zur zweiten GnRH-Injektion sollte so in jedem Fall ein dominanter Follikel vorhanden sein,
der auf den induzierten LH-Peak mit einer Ovulation reagieren kénnen sollte (Diskin et al.
2002). Die PGFo,-Gabe dient der Luteolyse samtlicher Gelbkdrper oder luteinisierter Follikel,
die sich nach der ersten GnRH-Gabe gebildet haben (akzessorische Gelbkérper) und/oder
Gelbkérpern, die sich bereits friiher nach spontaner Ovulation gebildet haben und noch
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bestehen (zyklischer Gelbkdrper). Pursley et al. (1995, 1997) stellten jedoch fest, dass das
OvSynch-Verfahren v.a. bei Jungrindern zu einer ungentgenden Synchronisation flhrte.
Daraus resultierten vergleichsweise niedrigere Trachtigkeitsraten als in Kontrollgruppen, in
denen Rinder mit PG behandelt und brunstorientiert besamt wurden (35,1 % bzw. 74,4 %).
Als problematisch muss auch eingeschétzt werden, dass bei 8 — 25 % der Tiere wahrend der
Behandlung oder vor der terminorientierten Besamung fertile Ostren auftreten, und dass
nach der Anwendung von OvSynch ein erhdhter Anteil der Tiere mit verkirzten Zyklen zu
beobachten ist (Roy und Twagiramungu 1999, Dejearnette et al. 2001, Peters und
Pursley 2003, Moreira et al. 2000, Vasconscelos et al. 2001).

Zum anderen scheint die vergleichsweise geringere Fruchtbarkeit nach Anwendung des
OvSynch-Verfahrens auch auf einer ungeniigenden Lutealfunktion zu beruhen. Ein
vermehrtes Vorkommen embryonaler Mortalitdt nach der Besamung wurde bei Kihen
festgestellt, die auf die Behandlung mit dem OvSynch-Verfahren kleine Follikel ovuliert
hatten (Perry et al. 2002). Eine Zusammenfassung von Trachtigkeitsraten nach OvSynch
zeigt Tabelle 2. Kontrolltiere zum OvSynch-Verfahren wurden meist ein- oder zweimalig mit
PGF,, synchronisiert und brunstorientiert besamt oder erhielten eine GnRH-Injektion und 7 d
spater PGF,, mit anschlieBender brunstorientierter Besamung.

Die Trachtigkeitsraten lagen im Durchschnitt bei 30 — 40 % nach der Anwendung des
OvSynch-Verfahrens mit terminorientierter Besamung.

Nachdem die Konzeptionsraten nach der Anwendung des OvSynch-Verfahrens mit
terminorientierter Besamung stets niedriger waren als in Kontrollgruppen mit
brunstorientierter Besamung, scheinen sich 6konomische Vorteile nur in Betrieben mit
mangelhafter Brunsterkennung zu ergeben. Die z.T. unbefriedigenden Ergebnisse nach
OvSynch haben zu verschiedenen Modifizierungsversuchen des Verfahrens gefiihrt.

Die Synchronisation der Follikelreifungswellen mit anschlieBender terminorientierter
Besamung resultiert in besseren Trachtigkeitsraten, wenn sich die Kihe zu Beginn der
Behandlung zwischen dem 3. und 13. Zyklustag befinden (Moreira et al. 2000,
Vasconscelos et al. 1997). Deshalb kénnte eine Vorsynchronisation (Pre-Synch) mittels
PGF., und/ oder GnRH mit dem OvSynch-Verfahren kombiniert werden (Thatcher et al.
2002, LeBlanc und Leslie 2003, Dejarnette und Marshall 2003, Peters und Pursley 2003,
El-Zarkouny et al. 2004). Mit der zweimaligen Applikation von PGF,, im Abstand von 14
Tagen und dem Beginn des OvSynch-Verfahrens nach weiteren 12 bis 14 Tagen konnten
die Konzeptionsraten um ca. 10 % gesteigert werden. Um dem Auftreten fertiler Ostren
wahrend der Behandlung und der unvollstdndigen Luteolyse vorzubeugen, inkorporierten
Cavestany et al. (2003), Kim et al. (2003) und Stevenson et al. (2004) eine
Gestagenbehandlung Uber 7 Tage in das OvSynch-Protokoll. Andere Modifikationen waren
die Substitution der zweiten GnRH-Injektion durch E2 (Stevenson et al. 2004), der Ersatz
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der ersten und zweiten GnRH-Applikation durch porcines LH oder die Verkirzung des
zeitlichen Abstandes zwischen der ersten GnRH-Injektion und der PGF,,-Gabe um 24 h
(Martinez et al. 2002).

Die Trachtigkeitsergebnisse nach Anwendung verschiedener Modifizierungen sind sehr
unterschiedlich.  Offensichtlich ist aber, dass diese Modifizierungsversuche in
unterschiedlichem MaBe mit einer Aufwandserh6hung einhergehen (Kanitz und Becker
2005).

Macmillan et al. (2003) stellen die hohen Aufwendungen fir die relativ geringe Effektivitat

der Synchronisationsprogramme in Frage.

Tab. 2: Trachtigkeitsraten nach OvSynch

Autoren Konzeptionsraten
OvSynch Kontrolle
Kiihe Jungrinder Kiihe Jungrinder
Burke et al. 1996 26,5 % (TOB) 41,5 % (BOB)
Pursley et al. 1997 37,8 % 35,1 % 38,9 % 74,4 %
Stevenson et al. 1996 35,3 % 47,1 %

Nebel u. Jobst 1998
60—75 Tage post partum | 26,0 %

> 75 Tage p.p. 43,3 %

Heuwieser et al. 1999 46,5 % 55,3 %
Stevenson et al. 1999 35,6 % 41,1 %

Klindworth et al. 2001 39,8 % 54,4 %

Cordoba u. Fricke 2002 |27,3 % (TOB) 47,3 % (BOB)

Gumen et al. 2003 32 % 35 %

Tenhagen et al. 2003 28,2 % (hoch)
(nach Milchleistung) 34,0 % (mittel)
34,5 % (niedrig)

Tenhagen et al. 2003

53-59 Tage p.p. 14,4 %
73-81 Tage p.p. 28,7 %
94-102 Tage p.p- 41,4 %

TOB: Terminorientierte Besamung; BOB: Besamung nach Brunstfeststellung
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2.3.2 Brunstsynchronisation mit PGF,, und Ovulationssynchronisation mit GhnRH
nach Kanitz/Becker

Mit Entdeckung der luteolytischen Wirkung des PGF,, bei Rindern und der Entwicklung
zahlreicher synthetischer Analoga in den 70ern stand ein neues Mittel zur Synchronisation
von Ostren zur Verfligung (Lauderdale et al. 1974, Roche 1974a, Cooper 1974). Die
Injektion von PGF,, nach dem 5. bis 7. Zyklustag fihrt in der Regel zur Luteolyse des
Gelbkorpers (Lucy et al. 2004), die P4-Konzentrationen fallen innerhalb von 24 h auf
Basalwerte, die LH-Pulsfrequenz steigt an und somit auch die E2-Konzentrationen im
dominanten Follikel. Die Brunst und Ovulation werden ausgelést.

Das Zyklusstadium zum Zeitpunkt der Behandlung beeinflusst zum einen die Ostrusrate,
zum anderen das Intervall von einer Behandlung bis zum Brunsteintritt. King et al. (1982)
beobachteten bei Tieren, die am 10. bis 15. Tag behandelt wurden, eine héhere Ostrusrate
als bei Tieren, die zwischen dem 5. bis 9. Tag behandelt wurden. Erstere hatten ein langeres
Intervall bis zum Brunsteintritt. Ahnliche Ergebnisse wurden bei Milchkiihen (Macmillan und
Henderson 1984) und Jungrindern festgestellt (Stevenson et al. 1984). Die Variabilitat des
Intervalls Behandlung bis zum Brunsteintritt (2 bis 5 Tage) wird vom Zyklustag, an dem die
Injektion erfolgt, beeinflusst und vom funktionellen Zustand des gréBten Follikels (King et al.
1982, Lucy et al. 2004). Das kirzeste Intervall von der PGF,.-Applikation bis zum
Brunsteintritt sowie die geringste Varianz fir den Parameter sind dann zu beobachten, wenn
die Applikation zwischen den Zyklustagen 7 - 9 bzw. 14 - 16 erfolgt. Wird PGF,, zwischen
den Tagen 10 - 12 appliziert, kbnnen 3 - 7 Tage bis zum Brunsteintritt vergehen. Tiere, die
einen dominanten Follikel aufweisen, kommen innerhalb von 2 bis 3 Tagen in Brunst. Tiere
mit Follikeln, die noch in friiheren Entwicklungsstufen sind, benétigen zunachst 2 bis 4 Tage
um einen dominanten Follikel heranzubilden und haben somit ein langeres und variableres
Intervall bis zum Ostrus. Bei der Anwendung von PGF,, nach dem 16. Zyklustag sind keine
den Zyklus verklirzenden Effekte mehr zu beobachten. Darlber hinaus ist die Variabilitat des
Intervalls von der Anwendung des PGF,, bis zum Brunsteintritt bei Kilhen gréBer als bei
Jungrindern (Macmillan und Day 1982).

Um die Phase des Refraktarstadiums zu umgehen und um bessere Synchronisationseffekte
zu erreichen, wurden Doppelinjektionen mit PGF,, im Abstand von 11 - 12 Tagen
durchgefiihrt. Danach sollten ca. 70 % der Tiere auf die erste Injektion mit Brunstanzeichen
reagieren. Diese Tiere und die restlichen Tiere mit zyklischer Aktivitat sollten sich dann bei
der zweiten Injektion ebenfalls in einem Zyklusstadium befinden, in dem sie auf eine
PGFoq-Injektion mit Brunsterscheinungen reagieren (Odde 1990). Die
Trachtigkeitsergebnisse nach einmaliger PGF,4-Injektion und brunstorientierter Besamung
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waren im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Synchronisation um ca. 9 % hdéher (Macmillan
und Day 1982). Bei zweimaliger PGFo,-Gabe im Abstand von 13 Tagen wurden allerdings
niedrigere Konzeptionsergebnisse festgestellt als bei nicht behandelten Kontrolltieren
(61,1 % bzw. 70,5 %). Tiere, die nach der ersten PGFys-Injektion erst spat in Brunst
kommen, haben bis zur zweiten PGF,,-Injektion relativ niedrige P4-Konzentrationen. Durch
Anwendung von P4 intravaginal vor der zweiten PGFy.-Injektion konnten die negativen
Effekte auf die Trachtigkeitsrate beseitigt werden (Xu et al. 1997). Dies fihrte zur Besamung
brinstiger Rinder nach der ersten oder nach der zweiten PGFy,-Injektion und zur Erhéhung
des Abstands zwischen den Injektionen auf 14 Tage. Durch Vorsynchronisation der
Follikelreifungswelle mit GnRH oder Ostrogenen (Diskin et al. 2002, Thatcher et al. 2002,
Macmillan et al. 2003) oder eine zusatzliche Anwendung dieser Hormone nach der letzten
PGFo.-Injektion sollen bessere Synchronisationsergebnisse erreicht werden (Martinez et al.
2004). Trotz der verschiedenen Modifizierungen, die zum Teil mit hohen Behandlungskosten
verbunden sind, wird eine terminorientierte Besamung aufgrund des variablen Brunsteintritts
sowohl nach einmaliger und zweimaliger Anwendung von PGF,, nicht empfohlen (Kanitz
und Becker 2005). Mit Brunstbeobachtung und/oder Feststellung eines Gelbkdrpers kénnen
unter Verringerung des Arzneimitteleinsatzes auch nach einmaliger PGF,,-Gabe gute
Trachtigkeitsergebnisse erreicht werden.

Will man eine terminorientierte Besamung an eine Brunstsynchronisation nach Verkirzung
der Lutealphase mit PGF,, anschlieBen, sollte die Besamung nicht am Ereignis
.Brunstbeginn®, sondern am Ovulationszeitraum ausgerichtet sein. Der Brunstbeginn ist im
Hinblick auf eine terminorientierte Besamung kein geeignetes Kriterium, da die Feststellung
desselben nicht exakt mdglich ist. Darlber hinaus ist das Intervall vom Brunstbeginn bis zur
Ovulation tierindividuell sehr verschieden. Kanitz et al. (1996) und Becker et al. (2004)
fihrten deshalb Untersuchungen zum Ovulationsverhalten nach PGF,,-Gabe im Hinblick auf
eine terminorientierte Besamung durch. Flr eine erfolgreiche terminorientierte Besamung
muss der Mittelwert fir das Ereignis ,Ovulation“ bekannt sein und die Varianz fir diesen
Parameter mdglichst gering. Der Ovulationszeitraum kann entweder direkt mittels Ultraschall
oder indirekt Uber die Bestimmung des LH-Peaks ermittelt werden.

Tiere, die am 5. oder 8. Zyklustag behandelt wurden, reagierten schneller und synchroner
auf die Verabreichung von PGF,, mit Brunstanzeichen als die am 11. und 14. Tag
behandelten Tiere. Da aber bei den an Zyklustag 5 behandelten Tieren nur 40 % mit einer
vollstandigen Luteolyse und einem LH-Peak reagierten, ist dieses Zyklusstadium fur eine
Zyklussynchronisation mit PGF,, ungeeignet. Der Anteil Tiere mit festgestelltem LH-Peak
stieg mit steigendem Zyklustag, an dem die Luteolyse induziert wurde, an. Doch auch
innerhalb dieser Tiergruppen ist das Auftreten des LH-Peaks und damit der nachfolgenden
Ovulation nach alleiniger PGF,,-Gabe noch zu variabel, als dass es Grundlage flr eine
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terminorientierte  Besamung sein kénnte. Durch eine GnRH-Applikation 65 h nach
Luteolyseinduktion wurde versucht, das Auftreten des LH-Peaks zu synchronisieren. Zur
Festlegung des Zeitpunktes der GnRH-Applikation wurden die physiologischen Ablaufe nach
alleiniger PGFo,-Gabe berilcksichtigt. Bei 75 % der Tiere wurde der Peak innerhalb von 2 h
nach einer GnRH-Applikation festgestellt. Bei Tieren, die bereits vor der GnRH-Applikation
einen endogenen LH-Peak zeigten, lag dieser 2 h bis 6 h vor der GnRH-Behandlung.
Erwartungsgeman war der Anteil Tiere mit endogenem Peak bei den an Tag 8 behandelten
Tieren am hdchsten, jedoch noch immer in zeitlicher Nahe zum induzierten LH-Peak
(58,0 h = 6,8 h nach PG). Das Intervall zwischen dem Auftreten des LH-Peak bis zur
Ovulation war relativ uniform (21 h bis 23 h)und unabh&ngig vom Tag, an dem die Luteolyse
induziert wurde (Becker 2004).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Besamungsversuche an Jungrindern (JR) und
Kuhen durchgefuhrt. Fir die terminorientierte Besamung erhielten die Tiere 65 h nach der
Luteolyseinduktion eine GnRH-Applikation. Die Besamung erfolgte 13 h nach
GnRH-Applikation. Die Tiere wurden nach intensiver Brunstbeobachtung zwischen
Zyklustag (ZT) 8 und 14 behandelt. Tiere der Kontrollgruppe wurden entweder nach
Brunstsynchronisation mit PGF,, (JR) oder spontaner Brunst (Kiihe) besamt.

Dabei konnten nach terminorientierter Besamung sowohl bei Jungrindern als auch Kihen
stets hohere Trachtigkeitsraten als nach brunstorientierter Besamung erzielt werden
(JR 79,0 % bzw. 69,8 %, Kihe 42,7 % bzw. 30,3 %).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass mit dem unter Beachtung physiologischer Ablaufe
entwickeltem Verfahren unabhangig vom Beginn und der Auspragung &auBerer
Brunstanzeichen hohe Trachtigkeitsraten realisierbar sind. Nachteilig ist allerdings, dass das
Zyklusstadium zu Beginn der Behandlung bekannt sein muss und nicht alle Tiere einer
Gruppe gleichzeitig  behandelt werden  kdnnen. Aufgrund der  Beachtung
reproduktionsphysiologischer Zeitablaufe bestehen noch arbeitsorganisatorische Nachteile,
da entweder Behandlungs- oder Besamungszeiten auBerhalb des normalen Arbeitsablaufs
liegen. Durch Verkirzung des Intervalls von der PGF,.-Gabe bis zur GnRH-Applikation auf
50 h kann die organisatorische Einordnung des Verfahrens in den téglichen Arbeitsablauf

verbessert werden.
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2.3.3 Progesteron

Synchronisationsregime, die auf der Gabe von P4 oder anderer gestagen wirkender
Substanzen beruhen, haben den Vorteil, dass sie unabhangig vom Zyklusstadium eingesetzt
werden kénnen. Durch die Zufuhr von P4 oder synthetischen Gestagenen kdnnen die
hormonellen Verhéltnisse wahrend der Lutealphase nachgeahmt werden. Dabei wird die
Sekretion der Gonadotropine FSH und LH gehemmt und somit die Brunst und Ovulation
erfolgreich unterdriickt. Die wellenférmige Follikelanbildung soll aber fortgesetzt werden.
Nach Absetzen der Behandlung kommt es Uber den sogenannten Rebound-Effekt zum
Anstieg der LH-Sekretion und letztendlich zur Brunst und zur Ovulation eines wahrend der
Behandlung herangewachsenen Follikels. Bei zyklischen Tieren kann so die Brunst
synchronisiert werden und auch bei andstrischen Tieren oder bei Tieren mit Ovarialzysten
kann ein Wiedereinsetzen des Zyklus induziert werden.

Prinzipiell kénnen die Gestagene durch tagliche Injektion Uber mehrere Tage, durch
subkutane Implantate, bei den synthetischen Gestagenen oral, oder Uber Vaginalspiralen
appliziert werden. In Deutschland sind derzeit die CIDR®-Spange (Fa. Pfizer) und die
Vaginalspirale PRIDa® (Fa. CEVA), sowie das Uber die Fitterung zu verabreichende CAP
(Chlormadinone acetate, anifertil®, Fa. Animedica) zugelassen.

Die in Kanada und den USA angewandte CIDR-Spange (controlled internal drug release) ist
eine T-geformte Nylonspange, welche mit einem Gemisch aus P4 und Silikon lberzogen ist.
CIDR enthalt 1,9 g (Kanada) bzw. 1,38 g (USA) Progesteron. Die in Deutschland seit 2008
erhaltliche Spange CIDR enthalt ebenfalls 1,38 g Progesteron. Die in Europa zugelassene
PRID-Spirale (Progesterone releasing intravaginal device) besteht aus einer Stahllamelle,
die mit einem Silikon-Elastomer Uberzogen ist, welches 1,55 g Progesteron enthalt. Am Ende
der Spirale war eine Gelatinekapsel befestigt, die 10 mg Ostradiolbenzoat enthielt, am
anderen Ende eine Nylonschnur zum leichteren Entfernen des Implantats. In beiden Fallen
wird das im Silikonmantel enthaltene P4 Gber die Verweildauer der Spiralen in der Vagina
freigegeben. Dabei konnten bei ovarektomierten Rindern keine Unterschiede in den
Plasmakonzentrationen von P4 zwischen PRID und CIDR festgestellt werden (Uehlinger et
al. 1995). Das in der Gelatinekapsel enthaltene Ostradiolbenzoat wurde nach Einsetzen der
Spirale freigegeben und flhrte so zu einem Anstieg der E2-Konzentration im Plasma von
Maximum 6-7 ng/ml Plasma innerhalb von 150 Minuten (Uehlinger et al. 1995). Nach dem
Zulassungsverbot von E2 bei lebensmittelliefernden Tieren 2006 ist in Deutschland die
Spirale als PRIDa ohne Gelatinekapsel auf dem Markt. Bei Verwendung wird die
Kombination mit einer Prostaglandin-Injektion empfohlen.

Wurden die gestagenen Wirkstoffe zunachst Uber eine Dauer von 14 bis 21 Tagen

verabreicht, werden heute nur noch Behandlungsschemata von 7 - 9 Tagen Dauer in
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Kombination mit einer luteolytischen Komponente empfohlen. Hintergrund flr diese
Entwicklung war, dass durch die vergleichsweise langen Progesteronbehandlungen zwar
sehr gute Synchronisationseffekte, gleichzeitig aber niedrige Trachtigkeitsraten erreicht
wurden (Wiltbank et al. 1965; Roche 1974b). So lagen die Trachtigkeitsraten nach
Behandlungen mit P4 (ber 14 Tage oder langer um ca. 10 — 15 % unter denen von Rindern,
die nur Uber 7 Tage in Kombination mit PGF,, behandelt wurden. Von den Tieren, die 21
Tage behandelt wurden, waren innerhalb von 48 h 96 % in Brunst, wahrend es bei den
Tieren, die nur 7 Tage behandelt wurden, nur 52,6 % waren. In allen Gruppen waren aber
nahezu alle Tiere innerhalb von 96 h in Brunst und konnten besamt werden (Macmillan und
Peterson 1993).
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Tab. 3: Ostrusraten (OR) und Trichtigkeitsraten (TR) nach Progesteronbehandlung

Referenz Behandlung OR TR
Deletang et al. PRID+EB fir 10 Tage, PG bei Entnahme (n=94) 60,6 %
2004 (K) PRID ohne EB fur 10 Tage, PG bei Entnahme (n=89) 64,0 %
Deletang et al. PRID+EB fiir 10 Tage, PG bei Entnahme (n=265) 61,1 %
2004 (JR) PRID ohne EB, fir 10 Tage, PG bei Entnahme 56,9 %
(n=267)
Peeler et al. 2004 | CIDR+ECP fir 7 Tage, PG bei Entnahme und 63,0 %
(JR) EB an Tag 8 (n=54)
CIDR+ECP fur 7 Tage, PG bei Entnahme und 571 %
GnRH an Tag 9 (n=56)
(TOB nach 48, 56 oder 72 h)
CIDR+ECP fur 7 Tage, PG bei Entnahme und 81,8 %
EB an Tag 8 (n=54)
CIDR+ECP fur 7 Tage, PG bei Entnahme und 60,0 %
GnRH an Tag 9 (n=56)
(TOB nach 56 h)
Lucy 2001 CIDR fiir 7 Tage, PG an Tag 6 und 7 59 % 58 %
(K; n=851) Kontrolltiere: PG 33 % 55 %
Lucy 2001 CIDR fir 7 Tage, PG an Tag 6 und 7 84 % 45 %
(JR; n=260) Kontrolltiere: PG 57 % 37 %
Martinez et al. CIDR firr 9 Tage, PG bei Entnahme und 12 h spater |94 % 78 %
2000 (JR)
CIDR +5mg E173 +100mg P fiir 8 Tage, 87 % 80 %
PG bei Entnahme und 12 h spéater
Ryan et al. CIDR+GnRH fiir 8 Tage, PG an Tag 7 (n=335) 87,5% |56,0%
1999 (K) CIDR+GnRH fiir 8 Tage, PG an Tag 7 und 95,7% |60,4 %
EB 12 h spéater (n=330)
CIDR+EB fir 8 Tage, PG an Tag 7 (n=347) 86,7% [49,8%
CIDR+GnRH+EB+PG fiir 8 Tage, PG an Tag 7 90,1 % [59,3%
(n=335)
CIDR+EB fiir 12 Tage (n=332) 74,4% [53,8%
CIDR+EB fiir 12 Tage, PG an Tag 11 (n=330) 76,4 % |46,0 %
Macmillan und CIDR fiur 7 Tage, PG bei Entnahme 52,6 % |57,7%
Peterson 1993 CIDR firr 14 Tage 745% |44,4 %
(JR; n=745) CIDR fir 21 Tage 96,0 % |39,7 %)
Lourens PRID+EB fur 12 Tage 90 % 77,8 %
1988 (JR)
Smith et al.1984 PRID fur 6 Tage, PG bei Entnahme 99 % 72 %
(JR; n=242) PRID fir 7 Tage, PG an Tag 6 99 % 82 %
PRID fir 7 Tage, PG an Tag 6 (TOB 84 h nach PG) |94 % 66 %

(1) Abkalberaten

E17B: Ostradiol 178, EB: Ostradiolbenzoat, ECP: Ostradiolcypionat, EV:Ostradiolvalerat,
PG: Prostaglandin, P: Progesteron
(K) Kaihe, (JR) Jungrinder
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Mit neueren Erkenntnissen Uber die Follikeldynamik mittels Ultraschalldiagnostik konnte
gezeigt werden, dass es, insbesondere beim Fehlen eines Gelbkérpers wahrend der
gesamten Progesteronbehandlung oder aber auch nur zeitweise, zur Ausbildung von
persistierenden Follikeln kommen kann (Kinder et al. 1996). Bei der Behandlung mit
Progesteron-freisetzenden Vaginalspiralen betragt die Plasmaprogesteronkonzentration nur
etwa ein Drittel der physiologischen Progesteronwerte in der Gelbkérperphase (Stock und
Fortune 1993, Aurich et al. 1995, Uehlinger et al. 1995), gleichzeitig sind die Frequenz der
LH-Pulsatilitat und die E2-Konzentration jedoch erhdht. Der dominante Follikel bleibt
bestehen, er wird lAnger mit Gonadotropinen versorgt als ein dominanter Follikel bei
unbehandelten Tieren, der dann atresieren oder ovulieren wirde (Bridges und Fortune
2003). Einer der ersten Versuche, das Auftreten persistierender Follikel wahrend einer
P4-Behandlung zu vermeiden, bestand darin, die P4-Konzentration zu erhéhen, um die
Frequenz der LH-Pulse niedrig zu halten. Nach Einsetzen von zwei statt einer
PRID-Spirale konnte gezeigt werden, dass die Plasmaprogesteronkonzentrationen
signifikant erhdht waren. Es erfolgte eine wellenférmige Follikelanbildung, die sich nicht von
der bei zyklischen Tieren unterschied und es wurden bessere Trachtigkeitsergebnisse als bei
Behandlung mit nur einer Vaginalspirale erreicht (Roberson et al. 1989, Savio et al. 1993,
Stock und Fortune 1993).

Bei Anwendung der verschiedenen Implantate, Vaginalspangen oder oraler Gestagene
wurde eine Minimaldosis gewahlt, die das Auftreten von Brunst und Ovulation erfolgreich
unterdrtickt. Diese Dosis war aber zu niedrig, um eine Erhéhung der LH-Pulse zu verhindern,
v.a. dann, wenn die Progesteronbehandlung Uber die Lebensspanne des bestehenden
Gelbkdrpers hinweg andauerte und nur noch das exogen zugefihrte P4 vorhanden war. Mit
Verkirzung der Behandlungsdauer auf sieben oder neun Tage konnten bessere
Trachtigkeitsergebnisse erreicht werden, u.a. weil ein geringerer Anteil Tiere wahrend der
Behandlungsphase der endogenen Luteolyse unterlag und somit seltener persistierende
Follikel ausbildete. Die Ergebnisse waren jedoch schlechter, wenn die Behandlung am Ende
des Zyklus in der spaten Lutealphase begonnen wurde (Ahmad et al. 1995; Revah und
Butler 1996; Mihm et al. 1999). Dies bestétigt die These, dass es mit Verlust des
Gelbkdrpers als endogener Progesteronquelle haufiger zur Ausbildung eines persistierenden
Follikels kommt, der mit einer schlechteren Fruchtbarkeit verbunden ist (Beal 1996).
Nachdem die Follikelentwicklung unter Progesteronbehandlung in Abh&ngigkeit von der
Behandlungsdauer und dem Beginn der Behandlung variierte, schien es naheliegend, die
Follikelentwicklung direkt zu steuern. Um die Entwicklung persistierender Follikel unter
Progesteronbehandlung zu vermeiden, auch wenn sich wahrend der Behandlung der
Gelbkorper zurtckbildet, muss zu Beginn der Behandlung eine neue Follikelreifungswelle
initiiert werden. Mit Synchronisation der Follikelreifungswellen zu Beginn der Behandlung
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wurde sichergestellt, dass am Ende der Behandlung ein wachsender, dominanter Follikel mit
vitaler Eizelle vorhanden ist.

Die Verkurzung der Behandlungsdauer und die Synchronisation der Follikelreifungswellen zu
Beginn der Behandlung mit P4 flOhrten zu einer guten Synchronisation und guten
Fruchtbarkeitsergebnissen (Martinez et al. 2000). Die Steuerung der Follikelreifungswellen
verbessert die Brunstsynchronisation, da am Ende der Behandlung der Entwicklungsstatus
des dominanten Follikels innerhalb einer Gruppe einheitlicher ist (Diskin et al. 2002,
Macmillan et al. 2003). Die wohl einfachste Méglichkeit, die Entwicklung eines dominanten
Follikels zu steuern, ist die Anwendung von GnRH, dessen Wirkmechanismus bereits beim
OvSynch-Verfahren beschrieben wurde. Ist ein auf GnRH sensibler Follikel vorhanden,
kommt es nach ca. zwei Tagen zum Auftreten einer neuen Follikelreifungswelle. Tiere, bei
denen keine neue Follikelreifungswelle initiilert wurde, bringen innerhalb von 4 Tagen einen
dominanten Follikel hervor (Ryan et al. 1998).

Eine andere Mdglichkeit besteht in der Anwendung von E2 oder eines seiner Derivate. E2
kann den dominanten Follikel und die Ovarfunktion auf verschiedenen Ebenen beeinflussen.
Liegen hohe P4-Konzentrationen vor, hemmt das E2 die LH-Sekretion, induziert die Atresie
des dominanten Follikels und initiiert eine neue Follikelreifungswelle. Mit direkter Wirkung auf
den Follikel kann E2 ebenfalls eine Atresie bewirken und hemmt gleichzeitig die FSH-
Synthese und -Sekretion. (Diskin et al. 2002). Bo et al. (1995) konnten zeigen, dass die
Ostradiolbehandlung das antrale Follikelwachstum hemmt, insbesondere in Kombination mit
Progesteron. Die Mechanismen, die fir diese Wachstumshemmung verantwortlich sind,
scheinen eine systemische Beeinflussung des FSH mit einzuschlieBen. Ein FSH-Anstieg
kann so zu definierten Zeiten erfolgen und eine neue Follikelreifungswelle induziert werden
(Bo et al. 1995, 2000). Liegen niedrige P4-Konzentrationen vor, kommt es zur E2
vermittelten GnRH-Freisetzung, damit zu einem LH-Anstieg und so zur Ovulation oder
Luteinisierung des dominanten Follikels. In diesem Fall wirkt das E2 indirekt Gber das GnRH.
Bei Verwendung des Ostradiol-17 tritt eine neue Follikelreifungswelle innerhalb von drei bis
finf Tagen auf (Bo et al. 1995). Auch bei Verwendung des Ostradiolbenzoats in
Kombination mit einer Vaginalspirale tritt die neue Follikelreifungswelle im Durchschnitt nach
vier Tagen auf (Caccia und Bo 1998). Ostradiolvalerat (Mapletoft et al. 1999) und
Ostradiolcypionat (Colazo et al. 2002) resultieren in langeren und variableren Intervallen bis
zum Auftreten der neuen Follikelreifungswelle, als es beim Ostradiol-178 der Fall ist. Die
Unterschiede im Intervall vom Auftreten der neuen Follikelreifungswelle bis zum Entfernen
des Progesterons flhren zu unterschiedlich groBen Follikeln am Ende einer Behandlung.
Unter Beachtung der Kenntnisse Uber die Follikelentwicklung bei zyklischen Tieren hangt der
Brunsteintritt vom funktionellen Zustand des dominanten Follikels bei der Luteolyse ab
(Sirois und Fortune 1988, Savio et al. 1988, 1993). Demnach kann die Brunstsynchronitat
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nach Progesteronbehandlung zum einen von einer vollstdndigen Luteolyse, zum anderen
von der synchronen Follikelentwicklung wahrend der Behandlung beeinflusst werden. Neben
den mdéglichen Einflussfaktoren Zyklustag zu Beginn der Behandlung und Behandlungsdauer
auf die Brunst- und Ovulationssynchronitdt nach Progesteronbehandlung, wird diese
zusatzlich durch die Kombination mit weiteren Hormonen zu Beginn (GnRH/Ostradiol) oder
am Ende der Behandlung (PGF,,, EB, GnRH, eCG) beeinflusst. Ergebnisse bzgl. des
Ostrus- und Ovulationsverhaltens nach Progesteronbehandlung sind in Tabelle 4 und 5
zusammengestellt. Im Hinblick auf eine terminierte Besamung besteht eine groBe Variabilitat
bis zum Eintreten der Ovulation nach Brunstsynchronisation. Bei einer zusétzlichen
Ovulationsinduktion wird dieses Intervall vom Medikament und Zeitpunkt der Anwendung
beeinflusst.
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Tab. 4: Gestagenbehandlung und Eintreten von Ostrus und Ovulation
Referenz Behandlung Ostrus Ovulation
(h nach Entn.) (h nach Entn.)
Hittinger et al. | CIDR+100ug GnRH fir 7 Tage 49,3 £6,2h 77,5+9,0h
2004 PG bei Entfernen
CIDR+100ug GnRH fiir 8 Tage 49,3 £ 6,2h 77,5 %9,0h
PG bei Entfernen
CIDR+100pug GnRH fiir 8 Tage 49,3 £6,2h 77,5%9,0h
PG an Tag 7
Behandlungsbeginn Metéstrus um 33,4h spater | um 38,5h spater
Utt et al. CIDR fur 7 Tage 56,4h
2003 CIDR fir 9 Tage 48,8h
CIDR+GnRH fir 7 bzw. 9 Tage 49,8h
CIDR+E17B+P fir 7 bzw. 9Tage 55,3h
Colazo et al. CIDR+E178 fur 7Tage, PG bei Entnahme 98,4+56
2003
Garcia und Crestar +norgestomate+EV flr 9 Tage 55,2 +12,3h 84,0 £ 16,5h
Salaheddine Crestar + E17p fur 9 Tage 45,6 £ 2,4h 77,6 £4,1h
2001 Crestar fir 9 Tage, E1783 an Tag 2 und
PG bei Entnahme 48,4 £ 6,8h 73,6 £4,1h
CIDR fiir 9 Tage, E178 an Tag 2 und
PG bei Enthahme 39,6 £ 5,2h 64,0 + 4,4h
Martinez et al. | CIDR fiir 9 Tage, PG zweimalig im 12- h 2,3d £ 0,2d 3,5d £ 0,2d
2000 Abstand nach Entnahme (56h) (84h)
CIDR+5mgE17B3+100mg P fir 8 Tage 2,2d £ 0,2d 2,56d £ 0,1d
PG zweimalig im 12- h Abstand nach | (52,8h) (60h)
Entnahme
Lemaster et PRID fir 7 Tage, PG bei Entnahme 59,2h 93,5h
al. 1999
Ryan et al. CIDR+GnRH fir 8 Tage, PG an Tag 7 56,9 *+ 1,5h
1999 CIDR+GnRH fir 8 Tage, PG an Tag 7 und
EB12 h nach Entnahme 33,7 £0,6h
CIDR+EB fur 8 Tage, PG an Tag 7 54,2 £+1,7h
CIDR+GnRH+EB+PG flr 8 Tage
PG an Tag 7 51,4 £1,5h
CIDR+EB fur 12 Tage 63,4 + 2,4h
CIDR+EB fir 12 Tage, PG an Tag 11 58,4 £ 2,1h
Smith und PRID fir 7 Tage, PG an Tag 6 54,5 + 3,8h
Stevenson Norgestomate fir 7 Tage, PG an Tag 6 52,1 £ 3,1h
1995 Beginn jeweils an Tag 4-5 des Zyklus
Smith et PRID fir 6 Tage, PG bei Entnahme 66 + 2h
al.1984 PRID fir 7 Tage, PG an Tag 6 51 +2h
PRID fiir 7 Tage, PG an Tag 6 (exp.2) 49 £ 1h
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Tab. 5: Gestagenbehandlung und Eintreten von Ostrus und Ovulation mit
Ovulationsinduktion am Ende der Behandlung
Referenz Behandlung Ostrus Ovulation
(h nach Entn.) | (h nach Entn.)
Martinez et CIDR+100mg P+E17B/EB fir 7 Tage 76,6h nach
al. PG bei Entnahme und E17B/EB an Tag 8 Entfernen,
2005 R=72-120h
Peeler etal. | CIDR+ECP fiir 7 Tage, PG bei Entnahme 63,8 £ 3,0h
2004 ECP an Tag 8 Intervall ECP
bis Ovulation:
39,8h
CIDR+ECP+ fir 7 Tage, PG bei Entnahme 71,6 £2,3h
GnRH an Tag 9 Intervall GnRH
bis Ovulation:
23,6h
Colazo et al. | CIDR+ECP fir 8 Tage, PG+ECP bei Entnahme 88,3 = 3,8h
2003
CIDR+ECP fur 9 Tage, PG+ECP bei Entnahme 76,4 £4.1h
CIDR+P+ECP fur 8 Tage, PG bei Entnahme 76,4 £4.1h
ECP 24 h spéater
CIDR+E178 fiir 7 Tage,PG+E 178 bei Entnahme 81,6 £ 5,0h
Martinez et CIDR+GnRH/LH/EB u P fur 7 Tage und 47,8h
al. PG bei Entnahme, GnRH/LH/EB u P 48 h spater
2002
Martinez, et | CIDR+EB fiir 7 Tage und 44 .2h
al. 2000 EB/E17B 24 h nach Entnahme
Kastelic et Norgestomate+EV fir 9 Tage, eCG bei Entnahme 48,0+/-4,4h 70,4 £ 4,4h
al.
1999
Lemaster et | PRID fiir 7 Tage, PG bei Entnahme, EB 24 h spater | 45,5h 74,5h
al. 1999
PRID fir 7 Tage, PG bei Entnahme, EB 48 h spéter | 55,9h 78,9h

E17B: Ostradiol 178, EB: Ostradiolbenzoat, ECP: Ostradiolcypionat, EV:Ostradiolvalerat,
eCG: equine Chorion Gonadotropin, PG: Prostaglandin, P: Progesteron
(K) Kaihe, (JR) Jungrinder
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3 Material und Methoden

3.1 Tiermaterial und Tiervorbereitung

Zur Durchflihrung der Versuche wurden insgesamt 22 Jungrinder der Rasse Fleckvieh aus
den fir den Embryotransfer gehaltenen Empfangertierherden des Besamungsvereins
Neustadt/Aisch verwendet. Die Tiere wurden nach einer klinischen Allgemeinuntersuchung
und einer speziellen gyndkologischen Untersuchung ausgesucht, wobei sich die
gynéakologische Untersuchung auf die Adspektion des auBeren Genitales und einer rektalen
Palpation der Gebarmutter und der Eierstécke beschrankte. Dabei wurde v.a. auf eine
altersentsprechende Ausbildung der Organe geachtet und anhand der Funktionsgebilde
gepruft, ob die Tiere zyklisch waren. Alle Tiere wurden bei Einstallung mit dem
Antiparasitikum Cydectin® pour on (Fa. Fort Dodge, Aachen) behandelt. AuBerdem erhielten
alle Tiere eine Impfung gegen BVD/MD (Vacoviron®, Fa. Merial, Halbergmos) und eine
Impfung gegen Trichophytie (Permavax-Tricho/N®, Fa. Essex Tierarznei, Miinchen).
Wahrend der Versuchsphase waren die Tiere in Anbindehaltung aufgestallt. Die Futterung
bestand aus Grassilage, Heu und Stroh, ergadnzt durch ein Mineral- und
Vitaminerganzungsfutter.

Far die drei unterschiedlichen Behandlungsregime wurden nacheinander die selbeb Tiere
verwendet, somit wurden die meisten Tiere dreimal behandelt. Zwei Jungrinder wurden
wegen Entwicklung von Ovarialzysten und zwei wegen Widersetzlichkeit bei der
Untersuchung aus dem Versuch herausgenommen und durch neue Jungrinder ersetzt.
Zwischen den Behandlungen war bei den Tieren mindestens ein unbeeinflusster Zyklus
festgestellt worden. Durch die wiederholte Behandlung derselben Tiere in den verschiedenen
Behandlungsregimen waren die Tiere im Behandlungszeitraum zwischen 18 und 30 Monate
alt.

Im Versuchsabschnitt 1 (PRID und PGF»,) und 2 (PRID ohne Ostradiol) wurden jeweils drei
Gruppen mit sechs Tieren zu festgelegten Zyklusstadien behandelt. Dazu wurden die Rinder
entweder mit einem PGF,, - Analogon synchronisiert, oder es wurde die spontane Brunst
genutzt. Der Tag der Brunst wurde als Tag 0 des neuen Zyklus definiert. Zur Synchronisation
erhielten die Rinder 0,5 mg Cloprostenol (Estrumate® Fa. Essex Tierarznei, Miinchen)
intramuskular injiziert. Es wurden nur Tiere behandelt, die sich nach Brunstbeobachtung
zwischen dem 8. und 14. Zyklustag befanden und bei rektaler Untersuchung einen
Gelbkorper aufwiesen. Der Tag der Injektion von Cloprostenol entsprach dem Tag -3 bzw. -2
des Zyklus.
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3.2 Die Behandlungsregime

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollten die Intervalle von der Entnahme der PRID-Spirale
und PGF4-Injektion bis zum LH-Peak bzw. bis zur Ovulation festgestellt werden. Dabei sollte
eine mogliche Abhangigkeit der Intervalle vom Zyklusstadium zu Beginn der Behandlung
untersucht werden. Dies erfolgte einmal mit PRID in unverédnderter Form (Fa. CEVA
Tiergesundheit GmbH, Disseldorf) und einmal nach Entfernung der Ostradiolkapsel, um
einen Einfluss durch E2 auszuschlieBen. Anhand der Ergebnisse aus den ersten beiden
Versuchsabschnitten wurden dann die Intervalle fir die GnRH-Injektion zur
Ovulationssynchronisation und die kinstliche Besamung im dritten Versuchsabschnitt
gewahlt.

3.2.1 PRID und PGF,,

FUr die Versuche standen 18 Jungrinder zur Verfliigung. Im ersten Versuchsabschnitt wurden
jeweils sechs Tiere einer Gruppe nach Brunstsynchronisation mit PGF,, oder nach
spontaner Brunst zugeordnet. Die Behandlung mit der PRID-Spirale begann in Gruppe 1 an
den Zyklustagen (ZT) 3 bzw. 4, in der zweiten Gruppe an den ZT 11 bzw. 12, und in der
dritten Gruppe an den ZT 17 bzw. 18. Der Tag des Einsetzens der Spirale wurde als
Versuchstag (VT) 1 definiert. Nach grindlicher Reinigung des auBeren Genitale mit Seife
wurde die Spirale mit Hilfe eines Spekulums und etwas Gleitgel (Firma Selectavet) tief
intravaginal eingefuhrt. Vor Behandlung des né&chsten Tieres wurde das Spekulum mit
heiBem Wasser (ca. 70 ) gereinigt und mit einer milden Jodlésung (Vetsept®, Fa. Albrecht,
Aulendorf) zwischendesinfiziert. Die Kordel zum Entfernen der Spirale wurde so kurz
abgeschnitten, dass sich deren Ende noch innerhalb der Scham befand. Die Spirale verblieb
fur 9 Tage intravaginal. Bei Entnahme der Spirale am VT 10 erhielten alle Rinder
0,5 mg Cloprostenol (Estrumate) intramuskular verabreicht. Nach Entnahme der Spirale
wurde an den folgenden Tagen 2 x taglich eine intensive Brunstbeobachtung durchgeftihrt
und dabei auf das Auftreten auBerlicher Brunstanzeichen wie die Odematisierung der
Labien, Farbe und Durchsaftung der Vestibularschleimhaute, Schleimsekretion oder auf die
Verhaltensanderungen zur Brunst geachtet.

3.2.2 PRID ohne Ostradiol mit PGF,,

Im zweiten Versuchsabschnitt wurden die Tiere zyklusabhangig wie in Abschnitt 1 in die
Gruppen 4 bis 6 eingeteilt und gleichermaBen behandelt. Im Unterschied zu Abschnitt 1
wurde allerdings die Ostradiolkapsel der Vaginalspirale entfernt. (Tab. 6).
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3.2.3 PRID ohne Ostradiol mit PGF,, und Ovulationsinduktion und einmalig

terminorientierter Besamung

Basierend auf den Ergebnissen aus den Versuchsabschnitten 1 und 2 erhielten im dritten
Versuchsabschnitt alle Rinder unabhangig vom Zyklusstadium PRID ohne Ostradiol. Die
Behandlung erfolgte in zwei Gruppen mit jeweils 9 Tieren. Die Tiere wurden wie im
Versuchsabschnitt 2 behandelt, erhielten jedoch =zusatzlich eine intramuskulare
GnRH-Injektion (10 upg Buserelin, Receptal®, Fa. Intervet, Unterschneidheim) zur
Ovulationsinduktion und damit Ovulationssynchronisation. Die GnRH-Injektion erfolgte 50 h
nach Entnahme der Spirale und der PGFy,-Injektion. Weitere 13 h spéater wurden alle Tiere
terminorientiert besamt. Dazu wurde TG-Sperma des Fleckviehbullen Veital
(Herdbuchnummer 182781/10) verwendet. Alle Tiere wurden mit Samen aus demselben
Ejakulat besamt. Um die Befruchtungsrate festzustellen, wurden alle Rinder am 7. Tag nach
der Kinstlichen Besamung einer Uterusspilung zur Embryonengewinnung unterzogen
(Tab. 7).
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3.3 Katheterisierung der Rinder, Haltung und Handling in diesem Zeitraum

Far die frequente Gewinnung von Blutproben fiir eine nachfolgende LH-Analytik wurde die
V. jugularis externa aller Rinder katheterisiert. Dies erfolgte nach Fixierung der Tiere in
einem Fressgitter. Der Kopf der Tiere wurde dabei nach oben und seitlich ausgebunden. Im
Bereich der Punktionsstelle wurde zunachst gereinigt, rasiert, entfettet und desinfiziert. Zur
Punktion wurde die Vene angestaut und der Kopf des Tieres zusatzlich von einem Helfer
fixiert. Nachdem Sitz und Lage der Splittocan® Brauniile Gberpriift war, wurde nach
Entfernen der Stahlkanile Uber die verbleibende Kunststoffkanlile der 32 cm lange
Katheterschlauch eingefiihrt. Danach wurde auch die Kunststoffkanulle entfernt. Der Katheter
wurde Uber einen Fixierclip am Hals angenaht. Zur einfacheren Handhabung wurde eine 30
cm lange Infusionsverlangerung fur die Blutentnahmen angebracht. Wahrend der Zeit der
frequenten Blutentnahmen waren die Rinder mit einem Halfter fixiert. Vor den Blutentnahmen
wurde das System mit NaCl-Lésung 0,9 %ig auf Durchgangigkeit geprift, danach wurden 10
ml Blut aspiriert und verworfen und erst dann die eigentliche Probe gezogen. Nach der
Probenentnahme wurde das System nochmals mit NaCl-Lésung 0,9 %ig und zuletzt mit
heparinisierter NaCl-L6sung (50 IE Heparin pro 1 ml 0,9 %iger NaCl-L6sung) gespdilt. Der
Katheter wurde nach ultrasonographischer Feststellung der Ovulation entfernt.

Abbildung 5: Venenverweilkatheter Cavafix Splittocan® (Fa. Braun)
in der V. jugularis externa
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3.4 Diagnostische MaBnahmen
3.4.1 Blutprobenentnahmen, Probenaufbereitung

3.4.1.1 Blutentnahmen und Probenaufbereitung zur Bestimmung von Progesteron-
und Ostradiolkonzentrationen

Bei allen Jungrindern wurden vor, wahrend und nach der Behandlung Blutproben
entnommen, um P4-Konzentrationen zu bestimmen. Im Versuchsabschnitt 1 und 2 wurden
darlber hinaus im peridstrischen Zeitraum Blutproben fir die Analytik von
E2-Konzentrationen gewonnen. Die Blutentnahmen erfolgten aus der V. coccygea. Fir die
P4-Konzentrationsanalytik erfolgten die Entnahmen unmittelbar vor dem Setzen der Spirale
(VT 1), am Tag danach (VT 2), in der Mitte der Behandlung (VT 6), am Tag der Entnahme
(VT 10) und nach der Entnahme fir weitere 3 Tage (VT 11, 12, 13). E2 wurde ebenfalls aus
den drei Proben, die nach Entnahme der Spirale genommen wurden, untersucht. Diese
Blutentnahmen fanden immer zwischen 8:00 und 9:00 Uhr statt. Detaillierte Ubersichten Giber
die Zeitpunkte der Blutentnahmen geben die Tabellen 6 und 7. Die Proben wurden in
EDTA-R6hrchen (Monovette®, Fa. Sarstedt, Niirnberg) aufgezogen und im Anschluss bei
3500 U/min 15 min lang zentrifugiert. (EBA 8 S, Fa. Hettich, Tuttlingen). Danach wurde mit
Hilfe einer 1 ml Pipettierhilfe (Fa. Eppendorf, Hamburg) das Plasma in Eppendorf-Tubes
(2 ml) Oberfahrt und auf — 20 T heruntergekihlt. Z ur Untersuchung wurden die Proben, auf
Trockeneis gekihlt in die Laborraume des FBN-Dummerstorf transportiert.

3.4.1.2 Blutentnahmen zur Bestimmung der LH-Konzentrationen
Die indirekte Feststellung des Ovulationszeitpunkies erfolgte Uber die Bestimmung des

LH-Peaks, der mit hoher Sicherheit 22 - 25,7 h vor der Ovulation stattfindet (Kanitz et al.
1996, Karg et al. 1979). Dazu wurden Blutproben, beginnend ab 44 h nach Enthahme der
Spirale, Uber einen Zeitraum von 60 h bzw. bis zum Zeitpunkt der mit Ultraschalldiagnostik
sicher festgestellten Ovulation im 2 h-Intervall Uber einen Venenverweilkatheter genommen.
Das gewonnene Blut wurde ebenfalls in EDTA-Réhrchen (Monovette, Fa. Sarstedt,
NUrnberg) aufgefangen und gleicherweise wie unter Punkt 3.4.1.1 beschrieben
abzentrifugiert und bis zur Untersuchung bei - 20C gelagert.

Im dritten Abschnitt wurde, beginnend ab 40 h nach Entnahme der Spirale im Intervall von
2 h Blut bis zum Zeitpunkt der GnRH-Injektion entnommen. Nach dieser wurden zwei weitere
Proben nach einer Stunde bzw. zwei Stunden gewonnen. Mit diesem Vorgehen (Tabelle 7)
sollten sowohl endogene LH-Peaks als auch die induzierten LH-Konzentrationserhfhungen
erfasst werden. Die daflir notwendigen 8 Blutproben wurden durch Punktion der V. jugularis

externa gewonnen.
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3.4.2 Hormonanalytik

3.4.2.1 Analyse von Progesteron
Progesteron-Konzentrationen wurden mit einem direkten kompetitiven ®H-RIA bestimmt, der

in der Arbeitsgruppe Biochemie des FBN-Dummerstorf ausgearbeitet und fir die
Untersuchungen beim Rind optimiert wurde. Als Tracer diente ein [1,2,6,7-H] Progesteron
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), wahrend ein Antikérper durch Immunisierung von
Kaninchen mit einem 11-OH-Progesteron-Konjugat erzeugt wurde. Die Trennung
frei-gebunden wurde mit Dextran-Aktivkohle vorgenommen. Die Messung erfolgte in einem
FlUssigszintillationszahler mit RIA-Kalkulation (Wallac, Finnland, Schweden). Die
Variationskoeffizienten (VK) fir den Intra-Assay und den Inter-Assay waren 8,0 bzw. 9,6 %.

3.4.2.2 Analyse von Ostradiol-17p
Die Analyse des Plasma-Ostradiols erfolgte ebenfalls mit einem °H-RIA nach einer im

FBN-Dummerstorf ausgearbeiteten Methode. Dem Test vorgeschaltet war eine Extraktion
der Plasmaproben mit Diethylether. Der vierfach *H-markierte Tracer wurde ebenfalls von
Amersham Pharmacia Biotech bezogen. Der in Kaninchen erzeugte polyklonale Antikdrper
wurde durch high performance liquid chromatography (HPLC) weiter gereinigt und in einer
Verdiinnung von 1:55000 eingesetzt. Die Trennung frei-gebunden, die Radionuklidmessung
und die Kalkulation der RIA-Daten entsprachen denen beim P4 genannten Vorgehen. Die VK
fur den Intra - Assay und fir den Inter-Assay betrugen 6,9 bzw. 9,2 %.

3.4.2.3 Analyse von LH
Die Bestimmung der Plasma-LH-Konzentrationen erfolgte mit einem im Forschungsbereich

Fortpflanzungsbiologie des FBN-Dummerstorf entwickelten Elektrochemilumineszens-
Immunoassay (ECLIA). Der ECLIA ist eine nicht-radioaktive Detektionsmethode, die fir die
praktische Nutzung viele Vorteile hat. Das Grundprinzip eines Immunoassays (lA), die
hochspezifische Bindung eines Antigens (hier bovines LH, Biotrend, KdéIn) an einen
Antikérper (hier: Kaninchen-anti-bovine LH; IWF 5026, Berlin) ist far alle 1A identisch. Bei
dem verwendeten ECLIA handelt es sich um eine Methode vom Sandwich-Typ, bei dem ein
monoklonaler Antikérper (Maus-anti-bovine LH, Roser, USA) von einer, der genannte
polyklonale Antikérper von der Rlckseite das Antigen bindet. Der monoklonale Antikdrper ist
mit einer Ruthenium-Verbindung markiert und dient als Tracer. Nach Inkubation wird mit
einem weiteren Antikérper (Schaf-Anti-Kaninchen), der mit magnetischen Beads (Dynal;
Osol, Norwegen) gekoppelt ist, der gesamte Komplex gebunden, von ungebundenen
Komponenten abgetrennt und zur Messung in einen speziellen Reader (ORIGEN 1.5™; Igen,
USA) gebracht. Der Variationskoeffizient fir den Intra-Assay, der aus Vielfachbestimmungen
ermittelt wurde, betrug 6,4 %, der fir den Inter-Assay, der etwas zur Prazision bei
wiederholter Analyse in mehreren Ansatzen aussagt, 8,9 %.
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3.4.3 Ultraschalluntersuchung

In den Versuchsabschnitten 1 und 2 fanden vor, wahrend und nach der Behandlung mit der
PRID-Spirale sonographische Untersuchungen der Ovarien statt. Dazu wurde ein tragbares,
mit Akku betriebenes Ultraschallgerat mit einem 5MHz-Linearschallkopf verwendet
(AgroscanL, Fa. Hauptner u. Herberholz, Solingen). Nach vollstandiger Entleerung des
Rektums und Auffinden der Geschlechtsorgane wurden GréBe und Kontraktilitdt des Uterus
beurteilt, danach GréBe der beiden Ovarien, ihre Funktionsgebilde nach Anzahl, Gr6Be und
deren Lage auf dem Eierstock in einem Protokoll festgehalten. Dabei wurde versucht, den
jeweiligen Eierstock unter der Sonde digital zu fixieren und mehrfach abzufahren. Gelang
dies aufgrund von Abwehrreaktionen der Tiere nicht, wurde versucht, die Eierstécke ohne
Fixierung in den Schallbereich der Sonde zu bringen.
Bei Implantation der Spirale zu den verschiedenen Zyklusstadien wurde vor allem auf das
Vorhandensein eines Gelbkdrpers geachtet. Bei Einsetzen und wahrend der Behandlung
wurde im Abstand von 72 h die Follikelentwicklung beobachtet und dokumentiert. Die Follikel
wurden in drei GréBenklassen eingeteilt:

kleine Follikel: <5 mm

mittelgroBe Follikel: 5 - 10 mm und

groBe Follikel: >10 mm
Die Follikel, die am Tag der Entnahme der PRID-Spirale aufgrund ihrer GréBe als
ovulationskompetent eingestuft wurden, wurden vermessen. Nachfolgend wurde ihre
GréBenentwicklung bei den weiteren Untersuchungen zur Ovulationskontrolle beobachtet.
Diese Untersuchungen begannen 66 h nach der Entnahme der Spirale und wurden bis 96 h
nach Entnahme im 6 h-Intervall durchgefihrt. Wurde in diesem Zeitraum keine Ovulation
festgestellt, wurden die Tiere weiter im 12 h-Intervall bis zur festgestellten Ovulation
untersucht. War ein Follikel >10 mm zu einem Untersuchungstermin vorhanden, zum
anderen jedoch nicht mehr sichtbar, so wurde dieser Befund als Ovulation interpretiert. Um
einen solchen Befund zu bestatigen, wurden diese Ovarien auch am néchsten
Ultraschalltermin untersucht. Im dritten Versuchsabschnitt fanden Ultraschalluntersuchungen
zu Beginn der Behandlung, bei Entnahme der PRID-Spirale und anschlieBend zur
Ovulationskontrolle nach der terminierten Besamung statt. Die Ultraschalldiagnostik begann
72 h nach Entnahme der Spiralen (Tabelle 7).
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3.5 Embryonengewinnung

Zur Feststellung des Befruchtungsergebnisses wurden bei den terminorientiert besamten
Jungrindern am Tag 7 des Zyklus eine Spllung des ipsilateralen Uterushorns vorgenommen.
Zur Embryonengewinnung wurde die von Hahn (1978) beschriebene Methode unter
Verwendung eines Spllkatheters Modell Neustadt/Aisch (Fa. Wérrlein, Ansbach) benutzt.
Nach einer grindlichen Reinigung des auBeren Genitales, wurde der durch einen Mandrin
versteifte Spilschlauch vaginal eingefliihrt. Nach Passage der Zervix und dem Erreichen der
Kurvatur des Uterushorns wurde der Mandrin zurlickgezogen, um den flexiblen Spulschlauch
weiter nach kranial schieben zu kénnen. Durch Aufblasen des Ballons am vorderen Ende
des Spllschlauchs mit 12 - 14 ml Luft waren die Abdichtung des Uterushorns und eine
Fixation des Katheters in der gewinschten Position gegeben. Das Uterushorn wurde mit
insgesamt ca. 360 ml auf 37C temperierter Spllflis sigkeit (PBS-Dulbecco, Fa. Biochrom
AG, Berlin) gespilt. Dabei wurden zunachst 15 ml ins Uterushorn instilliert und unter
transrektaler Massage wieder zurlickgewonnen. Diese Teilmengen wurden bis zum Ende der
Spulung stufenweise auf maximal 60 ml erhéht. Als Auffangbehaltnis dienten temperierte
(37C) und silikonisierte Glasflaschen (Fa. Muller, Ndrnberg) mit konisch zulaufendem
Boden.

3.6 Extraktion der Embryonen

Nach einer Sedimentationszeit von ca.15 min wurde die Spulflissigkeit mittels eines
Silikonschlauchs bis auf einen Bodensatz von 2 cm abgehebert. Der Bodensatz wurde auf
mehrere silikonisierte Uhrglasschalen verteilt und anschlieBend bei 10- bis 20-facher
VergréBerung durch ein Stereomikroskop (Fa. Nikon, Japan) durchmustert. Wurde der
Embryo oder andere Entwicklungsstadien der Eizelle im ersten Sediment nicht gefunden,
wurde der Uberstand der ersten Sedimentation nochmals abgehebert und untersucht. War
auch in diesem Bodensatz nichts zu finden, wurde der Vorgang ein drittes Mal wiederholt.
Die Beurteilung der Embryonen erfolgte nach morphologischen Kriterien. Die gewonnenen
Embryonen wurden bis zum Abschluss dieser Arbeit in fliissigem Stickstoff gelagert.

3.7 Statistische Auswertung

Fir die Statistische Auswertung wurde das Softwarepaket SAS (Release 8.2)-Prozedur
mixed verwendet. Es wurde eine einfache Varianzanalyse mit Einflussfaktor ,Gruppe®
durchgefihrt. Durch den Repeated Factor Tier wurde berlcksichtigt, dass Tiere mehrfach
verwendet wurden. Zur Einhaltung eines multiplen Risikos 1. Art alpha = 0,05 wurde fur die
posthoc t-Tests eine Tukey-Korrektur durchgeflhrt.

Far die Mittelwertdifferenzen wurden Konfidenzintervalle berechnet.
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Tab. 6: Ablaufplan fiir den ersten und zweiten Versuchsabschnitt, Beginn der
Behandlung an den ZT 3/4, 11/12 und 17/18

US-Diagnostik

Versuchstag Uhrzeit | MaBnahmen Bemerkungen
1 16:00 | Einsetzen der Spirale Tiere mit CL
Blutprobe far P4-Analytik
US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
2 8:00-9:00 | Blutprobe fir P4-Analytik
3
4 US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
5
6 8:00-9:00 | Blutprobe far P4-Analytik
7 US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
10 8:00-9:00 | Blutprobe far P4-Analytik
16:00 | Entnahme der Spirale, PGF24
US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
11 8:00-9:00 | Blutprobe far P4- und E2-Analytik
12 8:00-9:00 | Katheterisierung
8:00-9:00 | Blutprobe far P4- und E2-Analytik
12:00-24:00 | Blutproben Entnahme im 2h-Intervall fir LH
13 2:00-24:00 | Blutproben fir LH-Analytik
10:00-22:00 | US-Diagnostik im 6h-Intervall bis zur Ovulation
8:00-9:00 | Blutprobe far P4- und E2-Analytik
14 2:00-24:00 | Blutproben far LH-Analytik
4:00-16:00 | US-Diagnostik im 6h-Intervall bis zur Ovulation
15 2:00-6:00 | Blutproben fir LH-Analytik
US-Diagnostik 2x im Abstand von 12h
16 US-Diagnostik 2x im Abstand von 12h
20 8:00-9:00 | Blutprobe far P4-Analytik

Ovulationskontrolle
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Tab. 7: Ablaufplan fiir den dritten Versuchsabschnitt, Beginn der Behandlung
unabhédngig vom Zyklusstadium

Versuchstag Uhrzeit | MaBnahmen Bemerkungen
1 16:00 | Einsetzen der Spirale
Blutprobe fir P4-Analytik
US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
2 8:00-9:00 | Blutprobe far P4-Analytik
3
4
5
6 8:00-9:00 | Blutprobe fir P4-Analytik
7
8
9
10 8:00-9:00 | Blutprobe fir P4-Analytik
16:00 | Entnahme der Spirale, PGF2q
US-Diagnostik CL und Follikelpopulationen
11
12=d0 8.00-18.00 | Blutproben Entnahme im 2h-Intervall
fir LH-Analytik
18:00 | Blutprobe far P4-Analytik
18:00 | GnRH-Injektion
19:00 | Blutprobe LH-Analytik
20:00 | Blutprobe LH-Analytik
13=d1 7:00 | KB
16:00 | US-Diagnostik Ovulationskontrolle
22:00 | US-Diagnostik
14=d2 4:00 | US-Diagnostik Ovulationskontrolle
10:00 | US-Diagnostik
15
16
17
18
19
20=d8 7:00 | Cl-Kontrolle und
Embryonengewinnung
8:00-9:00 | Blutprobe fir P4-Analytik
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4 Ergebnisse

4.1 Ostrusraten

Nach der Behandlung wurden bei 31 von insgesamt 36 behandelten Tieren &uBerlich
erkennbare Brunstanzeichen festgestellt (Ostrusrate 86,1 %). Die Ostrusraten fir die
Behandlungen mit PRID/PGF,, und PRIDa/ PGF,, unterschieden sich nicht signifikant
(83,3 % bzw. 88,8 %). Die Brunst begann bei 28 Tieren innerhalb von 66 h nach
Behandlungsende. Bei zwei Tieren aus Gruppe 1 und bei einem Tier aus Gruppe 5 wurde
der Brunstbeginn spéater festgestellt. Im Einzelnen wurden nach der Behandlung mit
PRID/PGF,, bei 6/6, 5/6, 4/6 Tieren fur die Gruppen 1 - 3 A&uBerlich erkennbare
Brunstanzeichen festgestellt. Nach der Behandlung mit PRIDa/PGF,, waren es 6/6, 6/6 und
4/6 Tiere in den Gruppen 4 - 6.

4.2 PRID und PGF,

4.2.1 Follikelanzahl wéahrend der PRID-Behandlung

Bei der Auswertung der Follikelentwicklung wahrend der PRID-Behandlungen wurden
ausschlieBlich Follikel >10 mm Durchmesser bericksichtigt.

Bei Einsetzen der Spirale hatten die Tiere aus Gruppe 1 durchschnittlich eine signifikant
geringere Anzahl Follikel >10 mm als die Tiere in den beiden anderen Gruppen (Tab. 8). In
der erstgenannten Gruppe stieg die Anzahl der Follikel >10 mm vom Beginn der Behandlung
bis Tag 10 deutlich an (p = 0,0649). Dabei war die mittlere Follikelanzahl an Tag 4
signifikant geringer als an den Tagen 7 und 10. Auch in Gruppe 2 wurde wahrend der
Behandlung an Tag 7 eine signifikant geringere Anzahl Follikel >10 mm festgestellt als an
Tag 10. In Gruppe 3 unterschieden sich die Mittelwerte fir die Anzahl der Follikel >10 mm zu
den verschiedenen Untersuchungszeiten nicht.

Am Tag der PRID-Entfernung unterschied sich die mittlere Anzahl Follikel >10 mm
Durchmesser zwischen den Gruppen nicht signifikant.

Betrachtet man die Einzeltiere in den Gruppen, so hatte 1 von 6 Tieren in der Gruppe 1
einen groBen Follikel zu Beginn der Behandlung. Bei drei Tieren dieser Gruppe wurde an
Tag 7 ein groBer Follikel festgestellt, bei zwei weiteren an Tag 10, die dann auch zur
Ovulation gelangten. Ein Tier aus dieser Gruppe hatte bis zum 10. Tag keinen Follikel >10
mm. Bei diesem Tier wurde im Untersuchungszeitraum keine Ovulation festgestellt.

In Gruppe 2 hatten 5 von 6 Rindern zu Behandlungsbeginn bereits einen groBen Follikel,
entwickelten aber bis zum Tag 10 einen anderen (3 Tiere) oder einen weiteren (2 Tiere). Bei
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einem Tier wurde erst an Tag 10 ein Follikel >10 mm diagnostiziert. Zu Behandlungsende
wurden bei funf Tieren ein Follikel >10 mm und bei einem Tier zwei Follikel >10 mm
festgestellt.

In Gruppe 3 hatten 5 von 6 Tieren einen oder mehrere groBe Follikel zu Behandlungsbeginn.
Davon hatten zwei Tiere zwei und ein Tier drei Follikel >10 mm. Bei diesem Tier und bei
einem der Tiere mit zwei Follikeln anderte sich die Anzahl bis zum Behandlungsende nicht.
Bei einem Tier, welches zu Beginn der Behandlung noch keinen Follikel >10 mm hatte,
wurde ab Tag 4 ein solcher diagnostiziert, der bis Tag 10 beobachtet wurde.

Tab. 8: Mittlere Follikelanzahl >10 mm zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten wahrend der Behandlung PRID und PGF;,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Untersuchungstag Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n)
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
D1 0,17%4+0,17 0,83% +£0,17 1,50%% + 0,43
D4 0,00%° + 0,00 1,00® +0,26 1,332 + 0,42
D7 0,50 + 0,22 0,33% + 0,21 1,50° + 0,43
D10 0,83 £ 0,17 1,17°4 £ 0,17 1,50** + 0,34

a9 nh=0,0649; ° p<0,05; ** p<0,05
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4.2.2 Progesteronkonzentrationen wéahrend und nach PRID und PGF,,

Die P4-Konzentrationen zu Beginn der Behandlung wurden signifikant vom ZT beeinflusst.
Tiere der Gruppe 2 hatten signifikant héhere Konzentrationen als Tiere der beiden anderen
Gruppen (Tab. 9).

In Gruppe 1 lagen die Anfangskonzentrationen zwischen 0,55 ng/ml und 1,97 ng/ml, in
Gruppe 2 wurden zu Beginn P4-Konzentrationen zwischen 2,84 ng/ml und 4,00 ng/mi
festgestellt. Die P4-Konzentrationen von Tieren aus der Gruppe 3 variierten zu
Behandlungsbeginn am meisten. Die Ausgangskonzentrationen lagen zwischen 0,15 ng/ml
und Maximalwerten von 4,18 ng/ml. Nach Einsetzen der Spirale stiegen die
P4-Konzentration bei 17 von 18 Tieren um 1 —2 ng/ml (Abb. 6 — 8).

Bei einem Tier mit der hdchsten Ausgangskonzentration aus Gruppe 3 sank die
P4-Konzentration trotz Einsetzen der Spirale von 4,18 ng/ml am Tag 1 auf 2,76 ng/ml am
Tag 2 (Abb. 8).

Tiere der Gruppe 2 hatten wahrend der Behandlung héhere P4-Konzentrationen als Tiere
der Gruppen 1 und 3.

Vor Entnahme der Spirale hatten Tiere der Gruppe 1 signifikant héhere P4-Konzentrationen
als in den anderen beiden Gruppen.

Nach Entnahme der Spirale wurde in allen Gruppen innerhalb von 16 h mittlere
P4-Konzentrationen <1ng/ml erreicht (D11, 12, 13), die bis zum Untersuchungszeitpunkt
sieben Tage nach der Behandlung wieder anstiegen.
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Tab. 9: Mittleren Progesteronkonzentrationen der Gruppen 1 —3 wéahrend der
Behandlung PRID und PGF,,

Behandlungsbeginn 3./4. 11./12. 17./18.
Tierzahl (n) 6 6 6
Untersuchungstag (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

LSM + SE LSM + SE LSM + SE
D1 1,16"+£ 0,40 3,49°% + 0,40 1,56 + 0,40
D2 3,14" + 0,28 5,16° + 0,28 2,64" + 0,28
D6 2,98°+ 0,28 3,91% £ 0,28 1,81%+ 0,28
D10 3,18+ 0,22 1,858 £ 0,22 1,568 £ 0,22
D11 0,91 +0,12 0,35+0,12 0,41+0,12
D12 0,55 + 0,05 0,37 + 0,05 0,41+0,12
D13 0,34 + 0,04 0,23 + 0,037 0,36 + 0,05
D20 1,70 £ 0,21 2,45+ 0,21

ABpn<0,05 “p=0,2003
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Abbildung 6: Progesteronkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 1 nach PRID und PGF5,
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Abbildung 7: Progesteronkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 2 nach PRID und PGF5,
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Abbildung 8: Progesteronkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 3 nach PRID und PGF,,
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4.2.3 Ostradiolkonzentrationen nach PRID und PGF,,

Begleitend zur Feststellung &uBerer Brunstanzeichen wurden Blutproben zur Bestimmung
der E2-Konzentrationen fir die Versuchstage 11, 12 und 13 im 24 h Abstand entnommen.
Die mittleren E2-Konzentrationen an Tag 11 (16 h nach PRID-Entfernung und PGF,,) in den
Gruppen 1 - 3 variierten zwischen 10 und 14,3 pg/ml. Die Mittelwerte unterscheiden sich
nicht signifikant zwischen den Gruppen.

Von Tag 11 auf Tag 12 wurde bei fast allen Tieren ein tendenzieller Anstieg der
E2-Konzentration beobachtet, welche zum Tag 13 wieder abfielen (Abb. 9 —11).

Die Mittelwerte der E2-Konzentrationen unterscheiden sich nicht signifikant zwischen
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der Gruppen und zwischen den Gruppen zur selben
Untersuchungszeit (Tab.10).

Tab. 10: Mittleren Ostradiolkonzentrationen der Gruppen 1 — 3 nach der Behandlung
PRID und PGFy,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Untersuchungstag (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
D11 12,70 £ 1,93 14,30 + 1,93 9,98 + 1,93
D12 10,08 + 1,93 16,57 + 1,93 10,62 + 1,93
D13 8,69 + 1,93 11,55+ 1,93 9,23+ 1,93
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4.2.4 Intervall PRID-Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis Ovulation

Von 18 untersuchten Jungrindern in den Gruppen 1 - 3 wurde bei 15 Tieren ein LH-Peak
diagnostisch erfasst. Die Mittelwerte fir das Intervall Entnahme der Spirale bis zum
LH-Peak liegen im Bereich zwischen 55,3 bis 56,0 h (Tab. 13). Sie unterscheiden sich
zwischen den Gruppen nicht signifikant.

Aufféllig sind die groBen Konfidenzintervalle fir den Parameter. Daraus geht hervor, dass bei
95 % der Jungrinder der LH-Peak zwischen 39,4 und 71,3 h nach Entfernen der Spirale
erwartet werden kann.

Die LH-Konzentrationen der Einzeltiere aus den Gruppen 1 - 3 sind im Anhang aus den
Tabellen 31 - 33 ersichtlich.

Tab. 11: Intervall PRID-Entnahme bis LH-Peak nach der Behandlung PRID und PGF;,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 3 6 6
Intervall (h)xts 55,33+ 7,76 56,33 + 5,49 56,00 + 5,49
Konfidenzintervall (h) 39,4 - 71,3 45,1 - 67,6 44,7 - 67,3

Das Intervall Entnahme der Spirale bis zur Ovulation wurde bei 16 von 18 untersuchten
Tieren erfasst. Die Mittelwerte fir die Gruppen 1 — 3 liegen im Bereich zwischen 79,0 h und
80,0 h. Sie unterscheiden sich nicht zwischen den Gruppen. Die Konfidenzintervalle fir den
Parameter liegen zwischen 65 h und 93 h.

Eine Darstellung der Ergebnisse flr die Einzeltiere in den Gruppen 1 - 3 ist im Anhang in der
Tabelle 37 aufgefihrt.

Tab. 12: Intervall PRID-Entnahme bis Ovulation nach der Behandlung PRID und PGF,,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 4 6 6
Intervall (h)yxxts 79,00 £ 6,76 80,00+ 4,78 79,17+ 4,78
Konfidenzintervall (h) 65,1 - 92,9 70,2 - 89,8 69,3 — 89,0
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Die Ovulationen traten in allen drei Gruppen im Mittel 23 h nach dem LH-Peak auf. Das
kirzeste Intervall von 19 h trat bei einem Tier aus Gruppe 3, das langste Intervall von 27 h
wurde bei jeweils zwei Tieren aus Gruppe 2 und 3 festgestellt. Aus den Konfidenzintervallen
geht hervor, dass die Ovulationen zwischen 20 h und 27 h nach dem LH-Peak zu erwarten
sind.

Tab. 13: Intervall LH-Peak bis Ovulation nach der Behandlung PRID und PGF,,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 3 6 6
Intervall (h)yxxts 23,67 £ 1,68 23,67 +1,19 23,17+1,19
Konfidenzintervall (h) 20,2 - 271 21,2 - 26,1 20,7 — 25,6

4.3 PRIDa und PGF;,

4.3.1 Follikelanzahl wéahrend der PRIDa -Behandlung

Bei Einsetzen der Spirale am Tag 1 bestand kein signifikanter Unterschied bzgl. der
Follikelanzahl >10 mm zwischen den Gruppen 4 bis 6. In der Gruppe 4 war von D1 bis D10
ein tendenzieller Anstieg der Follikel >10 mm zu erkennen. In Gruppe 5 war die
Follikelanzahl an Tag 7 signifikant héher als am Tag 1. Am Ende der Behandlung (D10)
bestand kein  signifikanter  Unterschied zwischen den Gruppen bzgl. der
Follikelanzahl >10 mm Durchmesser (Tab. 14).

In Gruppe 4 hatten zu Beginn der Behandlung drei Tiere noch keinen groBen Follikel
ausgebildet, wahrend zwei Tiere bereits einen und ein Tier sogar zwei Follikel >10 mm
aufzeigten. Dieses Tier hatte bis zum Behandlungsende einen anderen Follikel
herangebildet. Bei einem Tier mit einem Follikel zu Behandlungsbeginn blieb dieser bis
Behandlungsende bestehen, das andere Jungrind bildete zwei weitere heran und hatte zu
Behandlungsende drei Follikel >10 mm. Zwei der Tiere ohne groBen Follikel zu
Behandlungsbeginn bildeten bis Tag 7 einen Follikel an, ein Tier am Tag 4. Neben dem Tier
mit drei Follikeln zu Behandlungsende wurde bei den restlichen 5 Tieren je ein groBer
Follikel diagnostiziert.

In Gruppe 5 hatten 4 von 6 Tieren zu Behandlungsbeginn einen Follikel >10 mm. Bei drei
Rindern wurde ein weiterer groBer Follikel wahrend der Behandlung festgestellt, wovon nur
bei einem Tier zu Behandlungsende zwei Follikel >10 mm gleichzeitig vorzufinden waren.

Bei einem Tier blieb der Follikel bestehen. Bei den Tieren ohne groBen Follikel zu
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Behandlungsbeginn wurden am Tag 4 zwei groBe Follikel bei dem Tier 398 festgestellt,
wovon nur einer bis zum Tag 10 verblieb. Bei dem letzten Tier dieser Gruppe wurde am
Tag 7 ein Follikel >10 mm diagnostiziert, der auch am Tag 10 festgestellt wurde. Somit
hatten 5 von 6 Tieren einen groBen Follikel zu Behandlungsende, ein Tier zwei groBe
Follikel.

In Gruppe 6 wurden bei vier Tieren ein Follikel und bei jeweils einem Tier zwei bzw. kein
Follikel zu Behandlungsbeginn festgestellt. Bei zwei Tieren blieb der Follikel bestehen,
wovon eines bis Tag 10 noch einen zusatzlichen Follikel entwickelte. Bei zwei Tieren erfolgte
ein Wechsel des groBen Follikels, ebenso wie bei dem Tier 137 mit zwei Follikeln zu
Behandlungsbeginn. Das Tier 214 bildete bis Tag 7 zwei Follikel >10 mm heran, wovon am
Tag 10 noch einer nachgewiesen wurde. In dieser Gruppe wurden zu Behandlungsende bei
zwei Tieren zwei groBe Follikel festgestellt, bei den restlichen ein Follikel.

Tab. 14: Mittlere Follikelanzahl < 10 mm zu den verschiedenen Untersuchungszeiten
wahrend der Behandlung PRIDa und PGF,,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Untersuchungstag Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n)
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
D1 0,67°°* + 0,33 0,67°°* + 0,21 1,00 + 0,26
D4 0,83*+0,30 1,172+ 0,31 1,00% + 0,26
D7 1,332+ 0,21 1,33 £ 0,21 0,83% + 0,31
D10 1,50%* + 0,34 1,174+ 0,17 1,33+ 0,21

°¢p =0,1320; °9p =0,050
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4.3.2 Progesteronkonzentrationen wéahrend und nach PRIDa und PGFy,

Die P4-Konzentrationen zu Beginn der Behandlung wurden signifikant vom ZT beeinflusst.
Tiere der Gruppe 4 hatten zu Beginn der Behandlung signifikant niedrigere Konzentrationen
als Tiere der Gruppe 5. Der Mittelwert flir die P4-Konzentration in Gruppe 6 war tendenziell
niedriger als in Gruppe 5.

Nach Einsetzen der Spirale stiegen die P4-Konzentrationen bei den untersuchten Tieren am
Tag 2 um 1 —2 ng/ml an (Abb. 12 —14).

Die mittleren P4-Konzentrationen fir Tag 2 bis Tag 10 unterscheiden sich zwischen den
Gruppen nicht.

Nach Entnahme der Spirale wurden in allen Gruppen P4-Konzentrationen <1ing/ml
festgestellt (D11, 12, 13).

Sieben Tage nach der Behandlung wurde in allen Gruppen ein Anstieg der

P4-Konzentrationen nachgewiesen.

Tab. 15: Mittleren Progesteronkonzentrationen der Gruppen 4 — 6 wahrend der
Behandlung PRIDa und PGF;,

Behandlungsbeginn |ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Untersuchungstag |(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
D1 1,14* £ 0,40 3,36 + 0,40 2,42 + 0,40
D2 2,09+ 0,28 3,71+ 0,40 3,23 + 0,40
D6 1,885+ 0,28 2,60 + 0,28 1,60+ 0,28
D10 1,535 £ 0,22 2,16" £ 0,22 1,62 £ 0,22
D11 0,39+0,12 0,40+ 0,12 0,29+ 0,12
D12 0,32+ 0,05 0,32+ 0,05 0,22 + 0,05
D13 0,27 + 0,04 0,25 + 0,04 0,18 £ 0,04
D20 1,48 £ 0,25 1,16 £ 0,25 1,73 £ 0,21

AB p < 0’05
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Abbildung 13: Progesteronkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 5 nach PRIDa+PGFy,
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Abbildung 14: Progesteronkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 6 nach PRIDa+PGF,,
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4.3.3 Ostradiolkonzentrationen nach PRIDa und PGF,,

Die Mittelwerte fir die E2-Konzentrationen nach der Behandlung mit PRIDa in den
Gruppen 4 - 6 lagen an Tag 11 zwischen 14 pg/ml und 20 pg/ml. Wie nach der Behandlung
mit PRID unterscheiden sich die Mittelwerte zwischen den Gruppen nicht signifikant. Am
Tag 12 blieben die Mittelwerte innerhalb der Gruppen nahezu unverandert, bis Tag 13 fielen
die mittleren E2-Konzentrationen in den Gruppen tendenziell ab. Die Konzentrationsverlaufe
der einzelnen Tiere in den Gruppen 4 - 6 sind in den Abbildungen 15 - 17 dargestellt.

In Gruppe 5 wurden bei dem Tier 154 die héchsten Werte von 25,8 pg/ml am Tag 11 und
27,9 pg/ml am Tag 12 gemessen (Abb. 16). Dies korreliert mit drei Follikeln >10 mm am
Tag 10.

Nach Berechnung der Mittelwerte kdnnen innerhalb der Gruppen zu den drei
Untersuchungszeitpunkten (Tag 11, 12 und 13) keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Die Mittelwerte der E2-Konzentrationen sind zum selben Zeitpunkt zwischen den
Gruppen ebenfalls nicht signifikant verschieden.

Tab. 16: Mittleren Ostradiolkonzentrationen der Gruppen 4 —6 nach der Behandlung
PRIDa und PGF,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 5 6
Untersuchungstag (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
LSM + SE LSM £ SE LSM £ SE
D11 15,11 £ 1,93 14,43+ 2,11 19,97 + 1,93
D12 16,14 + 1,93 14,49 + 2,11 18,64 + 1,93
D13 12,85+ 1,93 13,68 + 2,11 13,36 + 1,93
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Abbildung 16: Ostradiolkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 5 nach PRIDa und PGFy,
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Abbildung 17: Ostradiolkonzentrationen bei Rindern der Gruppe 6 nach PRIDa und PGFy,
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4.3.4 Intervalle PRID-Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis Ovulation

Das Intervall von der Entnahme der Spirale und der PGF,-Injektion bis zum Auftreten des
LH-Peaks wurde in den Gruppen 4 — 6 bei allen Tieren diagnostisch erfasst. Die Mittelwerte
liegen zwischen 50,7 h und 61,0 h (Tab. 17). Sie unterscheiden sich zwischen den Gruppen
nicht signifikant. Auffallig sind auch hier die groBen Konfidenzintervalle, die zwischen 39 h
und 72 h nach Entfernen der Spirale liegen. Die LH-Konzentrationen der Einzeltiere sind der
Tabelle 34 - 36 im Anhang zu entnehmen.

Tab. 17: Intervall PRID-Entnahme bis LH-Peak nach der Behandlung PRIDa und PGF,,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Intervall (h)xts 59,33 £ 5,49 61,00 + 5,49 50,67 £ 5,49
Konfidenzintervall (h) 48,1 — 70,6 49,7 -72,3 39,4-61,9

Das Intervall von der Entnahme der Spirale bis zur Ovulation wurde bei 17 von 18
untersuchten Jungrindern in den Gruppen 4 — 6 im Untersuchungszeitraum erfasst. Die
Mittelwerte liegen zwischen 74,0 h und 82,5 h. Sie unterscheiden sich zwischen den
Gruppen nicht signifikant. Die Konfidenzintervalle liegen zwischen 64 h und 92 h.

Die Intervalle von der Entnahme der Spirale bis zur Ovulation sind fir die Einzeltiere in den
Gruppen im Anhang in Tabelle 37 aufgefihrt.

Tab. 18: Intervall PRID-Entnahme bis Ovulation nach der Behandlung PRIDa und
PGF2,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 5 6
Intervall (h)xts 82,50 + 4,78 79,80 £ 5,24 74,00 £ 4,78
Konfidenzintervall (h) 72,7 -92,3 69,0 - 90,6 64,2 - 83,8
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Wie auch nach der Behandlung mit der PRID-Spirale ist das Intervall LH-Peak bis zur
Ovulation in allen Gruppen konstant. Die Mittelwerte fur die Gruppen liegen zwischen 23,2 h
und 25,8 h. Sie unterscheiden sich zwischen den Gruppen nicht signifikant. Die Daten fur die
Einzeltiere sind in der Tabelle 37 im Anhang aufgefihrt.

Tab. 19: Intervall LH-Peak bis Ovulation nach der Behandlung mit PRIDa und PGF,,

Behandlungsbeginn ZT 3/4 11/12 17/18
Tierzahl (n) 6 6 6
Intervall (h)xts 23,17 +1,19 25,80 + 1,30 23,33+ 1,19
Konfidenzintervall (h) 20,7 - 25,6 23,1 -28,5 20,9 - 25,8
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4.4 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse zwischen den Gruppen PRID mit
PGF,, und PRIDa mit PGFy,

4.4.1 Follikelanzahl wéahrend der PRID-Behandlung

Die mittlere Anzahl Follikel mit einem Durchmesser >10 mm war zwischen den
Behandlungsvarianten PRID mit PGF,, bzw. PRIDa mit PGF,, zum Behandlungsbeginn und
zum Zeitpunkt der Entfernung der Spiralen nicht signifikant verschieden (Tab. 20 — 22). In
der Behandlungsvariante PRID mit PGF,, wurden in der Gruppen 1 zu den Zeitpunkten D 4
und D 7 signifikant niedrigere Follikelzahlen in der genannten Klasse als in der Gruppe 4
nach Anwendung der Behandlungsvariante PRIDa mit PGF,, festgestellt. Darliber hinaus
war die mittlere Follikelzahl in der Gruppe 2 zum Zeitpunkt D 7 signifikant niedriger als zum
gleichen Zeitpunkt in der Gruppe 5. Am Ende der Behandlung wiesen alle Tiere mit
Ovulation unabhangig von der Behandlung und unabh&ngig vom Zyklusstadium zu Beginn
der Behandlung einen oder mehr Follikel >10 mm auf.

Tab. 20: Anzahl Follikel >10 mm bei Behandlungsbeginn 3./4. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn ZT 3/4 Gruppen 1 und 4

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl (n) (6) (6)

Untersuchungstag Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n) p - Werte

LSM + SE LSM £ SE

D1 0,17+0,17 0,67 +£ 0,33 p = 0,309
D4 0,00" + 0,00 0,83%+0,30 p = 0,020
D7 0,50° + 0,22 1,33° + 0,21 p = 0,021
D10 0,83+£0,17 1,50+ 0,34 p=20,109
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Tab. 21: Anzahl Follikel >10 mm bei Behandlungsbeginn 11./12. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT 11/12 Gruppen 2 und 5

PRID PRIDa

Behandlung

Tierzahl (n) (6) (6)

Untersuchungstag Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n) p - Werte

LSM + SE LSM + SE

D1 0,83+0,17 0,67 + 0,21 p = 0,699
D4 1,00 £ 0,26 1,17 £ 0,31 p =0,328
D7 0,33+ 0,21 1,33 £ 0,21 p = 0,007
D10 1,177+0,17 1,17+0,17 p=1,000

Tab. 22: Anzahl Follikel >10 mm bei Behandlungsbeginn 17./18. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT 17/18 Gruppen 3 und 6

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl (n) (6) (6)

Untersuchungstag Follikelanzahl (n) Follikelanzahl (n) p - Werte

LSM + SE LSM + SE

D1 1,50% + 0,43 1,00 + 0,26 p = 0,341
D4 1,33+ 0,42 1,00+ 0,26 p=0,168
D7 1,50+ 0,43 0,83+ 0,31 p =0,235
D10 1,50° + 0,34 1,33 £ 0,21 p = 0,937
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4.4.2 Progesteronkonzentrationen

Beim Einsetzen der Spiralen unterschieden sich die mittleren P4-Konzentrationen zwischen
den Gruppen 1 und 4 nicht signifikant. Am Ende der Behandlung waren die
P4-Konzentrationen in der Gruppe 1 signifikant héher als bei Tieren aus Gruppe 4. Nach
Entnahme der Spiralen unterschieden sich die P4-Konzentrationen nicht signifikant zwischen
den Gruppen (Tab. 23).

Tab. 23: Progesteronkonzentrationen bei Behandlungsbeginn 3./4. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn ZT 3/4 Gruppen 1 und 4

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl (n) 6 6

Untersuchungstag (ng/ml)xts (ng/ml)xts p - Werte
(Tierzahl n)

D1 1,16 £ 0,40 1,14+ 0,40 1,0000
D2 3,14 £ 0,28 2,09+£0,28 0,1301
D6 2,98 £ 0,28 1,885+ 0,28 0,0857
D10 3,18% £ 0,22 1,535°% + 0,22 0,0001
D11 0,91+0,12 0,39+0,12 0,0512
D12 0,55+ 0,05 0,32 + 0,05 0,0460
D13 0,34 + 0,04 0,27 £ 0,04 0,8001
D20 1,70+ 0,21 1,48 £ 0,25 0,9544

AIBp<0,05
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Beim Einsetzen der Spiralen unterschieden sich die mittlerer P4-Konzentrationen zwischen

den Gruppen 2 und 5 nicht signifikant.

Am Ende der

Behandlung waren die

P4-Konzentrationen in der Gruppe 2 nicht signifikant von denen in der Gruppe 5

verschieden. Nach Entnahme der Spiralen unterschieden sich die P4-Konzentrationen nicht

signifikant zwischen den Gruppen (Tab. 24).

Tab. 24: Progesteronkonzentrationen bei Behandlungsbeginn 11./12. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT 11/12 Gruppen 2 und 5

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl (n) 6 6

Untersuchungstag (ng/ml) xts (ng/ml)xts p-Werte
D1 3,49 £ 0,40 3,36 £ 0,40 0,9999
D2 5,16 £ 0,28 3,71 £ 0,40 0,0634
D6 3,91 +£0,28 2,60+ 0,28 0,0253
D10 1,85+ 0,22 2,16+ 0,22 0,9102
D11 0,35+ 0,12 0,40+ 0,12 0,9997
D12 0,37 £ 0,05 0,32 £ 0,05 0,9809
D13 0,23 + 0,037 0,25+ 0,04 0,9983
D20 2,45+ 0,21 1,16 £ 0,25 0,0057
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Bei den Tieren, bei denen die Behandlung am 17./18. Zyklustag begonnen wurde
(Gruppen 3 und 6), unterschieden sich die mittleren P4-Konzentrationen fir keinen Zeitpunkt
(Tab. 25).

Tab. 25: Progesteronkonzentrationen bei Behandlungsbeginn 17./18. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn ZT17/18 Gruppen 3 und 6

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl (n) 6 6

Untersuchungstag (ng/ml)xts (ng/ml) x+s p-Werte
D1 1,56 £ 0,40 2,42+ 0,40 0,6608
D2 2,64 +£0,28 3,23+ 0,40 0,8274
D6 1,81 +0,28 1,60 + 0,28 0,9946
D10 1,56 £ 0,22 1,62 £ 0,22 1,0000
D11 0,41+£0,12 0,29+0,12 0,9791
D12 0,41+£0,12 0,22+ 0,05 0,4685
D13 0,36 + 0,05 0,18 + 0,04 0,9941
D20 1,73+ 0,21

4.4.3 Ostradiolkonzentrationen

Die E2-Konzentrationen nach den Behandlungen PRID mit PGF,, bzw. PRIDa mit PGFyq,
unterschieden sich in den Gruppen 1 und 3 bzw. 2 und 5 nicht signifikant. Die mittleren
E2-Konzentrationen der Tiere in Gruppe 6 waren signifikant héher als die der Tiere in
Gruppe 3 (Tab. 26 — 28).
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Tab. 26: Ostradiolkonzentrationen nach Behandlungsbeginn 3./4. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT 3/4 Gruppen 1 und 3

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl 6 6

Untersuchungstag (pg/ml) x + s (pg/ml) x+ s p-Werte
D11 12,70 £ 1,93 15,11 £ 1,93 0,9738
D12 10,08 + 1,93 16,14 + 1,93 0,2078
D13 8,69 + 1,93 12,85+ 1,93 0,4673

Tab. 27: Ostradiolkonzentrationen nach Behandlungsbeginn 11./12. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT11/12 Gruppen 2 und 5

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl 6 5

Untersuchungstag (pg/ml)xts (pg/ml) x s p-Werte
D11 14,30 + 1,93 14,43 + 2,11 1,0000

D12 16,57 £1,93 14,49+ 2,11 0,9710

D13 11,55 + 1,93 13,68 + 2,11 0,9457

Tab. 28: Ostradiolkonzentrationen nach Behandlungsbeginn 17./18. Zyklustag in
Abhéangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn ZT 17/18 Gruppen 3 und 6

Behandlung PRID PRIDa

Tierzahl 6 6

Untersuchungstag (pg/ml) x + s (pg/ml) x+ s p-Werte
D11 9,98 + 1,93 19,97 + 1,93 0,0443
D12 10,62 + 1,93 18,64 + 1,93 0,0439
D13 9,23+ 1,93 13,36 £ 1,93 0,4756
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4.4.4 Intervalle PRID-Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis Ovulation

Die mittleren Intervalle von der Entnahme der Spiralen bis zu den LH-Peaks bzw. bis zu den

Ovulationen unterscheiden sich zwischen den zwei Behandlungen PRID mit PGF,, und

PRIDa mit PGF,, zu den jeweiligen Behandlungsterminen nicht signifikant (Tab. 29; 30).

Tab. 29: Intervall PRID-Entnahme bis LH-Peak in Abh&ngigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn

ZT 3/4 Gruppen 1 und 4

Behandlung PRID PRIDa p-Wert
Tierzahl (n) 3 6

Intervall (h)xzts 55,33+ 7,77 59,33 + 5,49 0,9981

Behandlungsbeginn ZT 11/12 Gruppen 2 und 5

Behandlung PRID PRIDa p-Wert
Tierzahl (n) 6 6

Intervall (h)xz*s 56,33 + 5,49 61,00 £ 5,49 0,9901

Behandlungsbeginn ZT 17/18 Gruppen 3 und 6

Behandlung PRID PRIDa p- Wert
Tierzahl n) 6 6

Intervall (h)xz*s 56,00 + 5,49 50,67 £ 5,49 0,9819
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Tab. 30: Intervall PRID-Entnahme bis Ovulation in Abhangigkeit von der Behandlung

Behandlungsbeginn ZT 3/4 Gruppen 1 und 4
Behandlung PRID PRIDa p-Wert
Tierzahl (n) 4 6
Intervall (h)xz*s 79,00 £ 6,76 82,50 +4,78 0,9981
Behandlungsbeginn ZT 11/12 Gruppen 2 und 5
Behandlung PRID PRIDa p-Wert
Tierzahl (n) 6 5
Intervall (h)xzts (h)y xxts (h)yxxts

80,00 + 4,78 79,80 + 5,24 1,0000
Behandlungsbeginn ZT 17/18 Gruppen 3 und 6
Behandlung PRID PRIDa p- Wert
Tierzahl (n) 6 6
Intervall (h)xts (hyxxs (h)yxxts

79,17 £ 4,78 74,00 £ 4,78 0,9711

4.5 PRIDa und PGF,, mit nachfolgender Ovulationsinduktion mit GhnRH

Basierend auf den Ergebnissen aus den Untersuchungen zum Ovulationszeitraum nach
PRID und PGF,, bzw. PRIDa und PGF,, wurden im dritten Versuchsabschnitt alle Tiere
erneut mit PRIDa und PGF,, behandelt, um anschlieBend eine in Bezug auf die biologischen
Prozesse von Follikelreifung und Ovulation optimierte Ovulationsinduktion mit GnRH
durchzufihren. Das Ziel der Ovulationsinduktion bestand in der zeitlichen Komprimierung
des Ovulationszeitraumes. Dazu erfolgte die Applikation von GnRH 50 h nach der
Entfernung der Vaginalspiralen. Der Behandlungsbeginn mit PRIDa erfolgte unabhangig vom
Zyklusstadium der Rinder.
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4.5.1 Progesteronkonzentrationen wiahrend der Behandlung mit PRIDa, unabhéangig
vom Zyklusstadium

Im dritten Versuchsabschnitt wurden stichprobenartig von jedem zweiten Tier Blutproben zur
Bestimmung der P4-Konzentrationen wahrend und nach der Behandlung entnommen. Diese
waren zu Beginn der Behandlung je nach Zyklusstadium der einzelnen Tiere entsprechend
unterschiedlich. Bei acht von neun Tieren war ein Anstieg der P4-Konzentration nach
Einsetzen der Spirale erkennbar. Die Konzentrationen lagen an Tag 6 und 10 zwischen
1,5 ng/ml und 3,5 ng/ml. Nach Entnahme der Spiralen sanken die P4-Konzentrationen am
Tag 12 bei allen Tieren unter 1 ng/ml. Acht Tage nach Erreichen der tiefsten
Konzentrationen wurden Werte zwischen 1,5 ng/ml und 3 ng/ml ermittelt.

Die P4-Konzentrationen sind in der Abbildung 18 dargestellt.
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w
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Abbildung 18: Progesteronkonzentrationen nach PRIDa und PGF,, mit
Ovulationsinduktion
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4.5.2 Intervalle PRID-Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis Ovulation

Die GnRH-Applikation flihrte bei allen Tieren zu einer erhéhten LH-Sekretion. Maximale
LH-Konzentrationen wurden durchschnittlich 2 h nach der GnRH-Gabe erreicht. Sechs von
18 Rindern hatten bereits kurz vor der GnRH-Gabe (50 h nach der Entfernung der Spirale)
erhdéhte endogene LH-Konzentrationen. Bei diesen Tieren I6ste die GnRH-Applikation einen
erneuten Anstieg der peripheren LH-Konzentrationen aus. Die LH-Konzentrationsverlaufe
sind in den Abbildungen 19 und 20 dargestellt.

Das mittlere Intervall von der Entnahme der Vaginalspirale bis zum LH-Peak betrug 53,0 h.
Das Konfidenzintervall fiir den Parameter betragt 52,4 h bis 53,6 h. Damit konnte dieses im
Vergleich zu den entsprechenden Intervallen aus den Experimentalabschnitten | und Il
signifikant eingeengt werden. Dementsprechend wirkte sich dies auch auf das Zeitintervall
von der Entnahme der Spiralen bis zu den Ovulationen aus, das nach
Ovulationssynchronisation im Mittel 77,7 h betrug und nur noch ein Konfidenzintervall von
75,2 h bis 80,0 h aufwies. Das mittlere Intervall vom LH-Peak bis zur Ovulation betrug 24,3 h

mit einem Konfidenzintervall von 21,9 h bis 26,8 h.
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Abbildung 19: LH-Konzentrationen nach PRIDa und PGF,, und GnRH
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Abbildung 20: LH-Konzentrationen nach PRIDa und PGF,, und GnRH

4.5.3 Befruchtungserfolg nach Embryonengewinnung

Die brunst- und ovulationssynchronisierten Tiere wurden 13 h nach der Ovulationsinduktion
terminorientiert einmalig besamt. Bei allen Tieren wurde sieben Tage spéter ein aus den
Ovulationen resultierender Gelbkérper palpiert, in einem Fall (Tier 168) zwei. Um den
Befruchtungserfolg zu kontrollieren, wurden die Tiere zur Embryonengewinnung einer
Uterusspllung unterzogen. Dabei wurde von 11 Tieren ein Embryo und von einem Rind eine
Eizelle gewonnen. Das entspricht einer Gewinnungsrate von 66,6 % und einer

Befruchtungsrate von 91,6 %.
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5 Diskussion

Gegenwartig wird in Europa die Mehrzahl aller Rinder, die einer Besamung zugeflhrt
werden, brunstorientiert besamt. Bei einer durchschnittlichen Brunsterkennungsrate von
weniger als 60 % (Olson 1993, Heuwieser und Mansfeld 1995, De Rensis und Peters
1999, Drillich 1999, Kanitz und Becker 2005) in leistungsstarken Milchrindherden scheint
es sowohl sinnvoll, nach alternativen Methoden der Brunsterkennung, als auch nach
Méglichkeiten flr die Festlegung des optimalen Zeitpunktes fir die kiinstliche Besamung zu
suchen.

Neben der konventionellen, visuellen Brunstbeobachtung werden zahlreiche Hilfsmittel zur
Brunsterkennung eingesetzt, die aber bisher die Winsche nach Realisierung einer hohen
Brunsterkennungsrate und Festlegung des Besamungszeitpunktes nur bedingt erfillen
(Diskin et al. 2002, Becker et al. 2004). Die Besamung sollte optimalerweise 8 — 12 h nach
Brunstbeginn durchgefiihrt werden. Da aber die Feststellung des Ereignisses ,Brunstbeginn®
bereits mit Problemen behaftet ist und dartber hinaus interindividuelle Variationen fur das
Intervall Brunstbeginn bis Ovulation die Festsetzung des optimalen Besamungszeitpunktes
erschweren, ist es sinnvoll, den Termin fir die Durchfihrung der kiinstlichen Besamung nicht
am Ereignis ,Brunstbeginn®, sondern am Ereignis ,Ovulation* auszurichten.

Ein geeigneter Parameter, der die Ovulation voraussagt, ist der LH-Peak (Pursley et al.
1995, Bage et al. 2002, Roelofs et al. 2004). Methoden zum Nachweis des LH-Anstiegs
sind jedoch mit hohem Aufwand verbunden und unter Produktionsbedingungen nicht
praktikabel. Eine mdogliche Alternative, den bestmdglichen Besamungstermin zu finden, kann
deshalb die Induktion/Synchronisation des LH-Peaks und damit der Ovulation zum optimalen
Zeitpunkt sein. Dabei sollten die physiologischen Ablaufe von Brunst und Ovulation beachtet
werden. Die aktuell zur Verflgung stehenden Verfahren zur Brunst— und
Ovulationssynchronisation mit terminierter Besamung legen fir die Terminierung der
Besamung meist den Brunstbeginn und nicht das Ereignis Ovulation zu Grunde. Kanitz et
al. (1996) untersuchten das Intervall von einer PGFy-Behandlung bis zum LH-Peak in
Abhéngigkeit vom Zyklusstadium zum Zeitpunkt der PGF,,-Behandlung. Dabei traten
signifikante Mittelwertdifferenzen fur diesen Parameter auf. Gleichzeitig konnte aber auch
gezeigt werden, dass eine GnRH-Applikation 65 h nach der PGF,,-Behandlung zu einer sehr
guten Synchronisation des LH-Peaks fiihrte.

Auf der Basis der genannten Ergebnisse konnten Kanitz und Becker (2005) zeigen, dass
nach Brunst- und Ovulationssynchronisation sowie terminierter Besamung vergleichsweise
héhere Tréachtigkeitsraten als in Kontrollgruppen erzielt wurden. Voraussetzung flr die
erfolgreiche Anwendung des Verfahrens ist jedoch ein aktives Corpus luteum.



80 Diskussion

Da P4 unabhangig vom Zyklusstadium zur Brunstsynchronisation eingesetzt werden kann,
sollte in der eigenen Arbeit das Ovulationsverhalten nach Behandlung mit PRID bzw. PRIDa

untersucht werden.

5.1 Ostrusrate

Nach der Anwendung von P4 oder anderen Gestagenen zur Brunst- und
Ovulationssynchronisation kénnen im Allgemeinen gute Synchronisationseffekte erreicht
werden. Nach Anwendung von P4 enthaltenden Vaginalspiralen wurden bei 70 bis 95 % der
Tiere innerhalb von 5 Tagen Brunstsymptome festgestellt. Die ersten Brunstanzeichen
wurden 30 h bis 90 h nach Entnahme der Spirale gesehen. Die meisten Tiere zeigten erste
Brunstsymptome nach 45 h bis 66 h (Smith et al. 1984, Munro und Moore 1985,
Tjondronegoro und Williamson 1987, Lourens 1988, Broadbent et al. 1993, Smith and
Stevenson 1995, Kuroiwa et al. 2005). Die Ostrusrate der behandelten Tiere in der eigenen
Arbeit betrug 86 %, wovon bei 28 von 31 Tieren erste Brunstanzeichen innerhalb von 66 h
gesehen wurden. In Abhangigkeit von der Behandlungsdauer und der Kombination mit
luteolytisch wirksamen Hormonen kénnen die Ostrusraten und der Brunstbeginn variieren.
Die Jungrinder wurden, zu drei verschiedenen Zyklusstadien beginnend, Uber 9 Tage
behandelt und erhielten am Tag der Entnahme PGF.. Die Ostrusraten zwischen den
Behandlungen PRID (83,3 %) und PRIDa (88,8 %) unterschieden sich nicht signifikant.
Ahnliches stellten Kuroiwa et al. (2005) fest, die Jungrinder 12 Tage lang mit der
PRID-Spirale (83,3 %; n=6) und der PRID-Spirale ohne E2 (80,0%; n=5) behandelt hatten.
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5.2 Follikelanzahl

In den eigenen Untersuchungen wurden Jungrinder an verschiedenen Zyklustagen mit PRID
oder PRIDa (ohne Ostradiol) behandelt. ErwartungsgemaB wurden in den Gruppen 1 und 4
mit Behandlungsbeginn 3./4. ZT bei Einsetzen der Spirale grdBtenteils noch keine
Follikel >10 mm vorgefunden. In den Gruppen 2 und 5 mit Behandlungsbeginn 11./12. ZT
war dagegen die Variation bzgl. des Vorhandensein groBer Follikel zu Behandlungsbeginn
gréBer, Jungrinder aus den Gruppen 3 und 6, die am Ende des Zyklus behandelt wurden,
wiesen einen oder mehr Follikel >10 mm auf. Dies entspricht dem physiologischen Auftreten
dominanter Follikel im Zyklusgeschehen wie es von Ginther et al. (1989, 2001a)
beschrieben wurde. Demnach kdnnen bei Zyklen mit dreiwelligem Verlauf ab Tag 3/4 der
dominante Follikel der ersten Follikelreifungswelle, an Tag 11/12 der zweite dominante
Follikel und an Tag 17/18 der dominante Follikel der dritten Follikelreifungswelle erwartet
werden. Die Selektion zwischen dem kinftigen dominanten und dem zweitgréBten Follikel
erfolgt, wenn diese eine GréBe von 8,3 + 0,2 und 7,8 £ 0,2 mm haben. Die dominanten
Follikel setzen ihr Wachstum nach der Selektion fort und erreichen innerhalb von
3 — 4 Tagen eine GrdBe von 12 — 20 mm (Kanitz et al. 2001). So haben Follikel der Tiere
aus Gruppe 1 und 4 am Behandlungstag 3/4 diese GréBe noch nicht erreicht. Bei
zweiwelligem Zyklusgeschehen wird der dominante Follikel der zweiten Follikelreifungswelle
am Tag 12 erwartet. Dies erklart die Variation im Auftreten groBer Follikel in den Gruppen 2
und 5. Bei Tieren mit Behandlungsbeginn an den Tagen 17/18 kann der dominante Follikel
der dritten oder zweiten Follikelreifungswelle erwartet werden. Es ist zu beachten, dass es
sich bei Follikeln >10 mm nicht automatisch um einen dominanten Follikel handeln muss,
sondern es ebenso der zweitgréBte Follikel einer Follikelanbildungswelle kurz vor oder nach
der Selektion sein kann. Tiere, bei denen die Progesteronbehandlung am gleichen Zyklustag
begonnen wurde, kdnnen sich trotzdem in ihrem ovariellen und endokrinen Status
unterscheiden, v.a. in den Gruppen mit Behandlungsbeginn in der Mitte und am Ende des
Zyklus, je nachdem, ob sie einem zweiwelligem oder dreiwelligen Zyklusgeschehen
unterliegen.

Wird eine Brunstsynchronisation unter Verwendung von P4 durchgefihrt, soll die
Follikelentwicklung in Reifungswellen fortgesetzt werden (Sirois und Fortune 1990, Adams
et al. 1992b). Andererseits ist bekannt, dass es insbesondere beim Fehlen des Gelbkdrpers
als endogener Progesteronquelle, oder wenn die Behandlungen gegen Ende des Zyklus
begonnen werden, zum Persistieren von Follikeln kommen kann (Savio et al. 1993, Stock
und Fortune 1993, Custer et al. 1994, Kinder et al. 1996). Eine Applikation von E2 zu
Beginn der Behandlung soll eine neue Follikelreifungswelle induzieren und damit am Ende
der Behandlung einen wachsenden dominanten Follikel mit vitaler Eizelle garantieren. In der
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eigenen Arbeit wurde das Vorhandensein von Follikeln >10 mm zu verschiedenen Zeiten
diagnostiziert. Dies erméglicht keine vollstdndige Interpretation tUber das Auftreten und die
Anzahl von Follikelreifungswellen, dennoch gibt es diesbezlglich Hinweise. W&hrend in der
Gruppe 1 (PRID) von Beginn der Behandlung bis zum Ende die mittlere Anzahl groBer
Follikel zunahm, wurde dies in der entsprechenden Gruppe 4 (PRIDa) nicht beobachtet. Bei
Tieren der Gruppe 4 wurde am Tag 4 und 7 eine signifikant héhere Anzahl von
Follikeln >10 mm festgestellt als bei Tieren der Gruppe 1. Die Mehrheit der Tiere aus Gruppe
1 wies erst am Tag 7 oder 10 einen groBen Follikel auf.

Der Einfluss von E2 und P4 in der frihen Wachstumsphase der ersten Follikelreifungswelle
wurde von Austin et al. (2002) untersucht. Nach Behandlung von Tieren mit
0,75 mg Ostradiolbenzoat und einer PRID-Spirale erreichten diese 12 h friiher als
Kontrolltiere tiefste FSH-Konzentrationen, die um mehr als das Doppelte gesunken waren als
in der Kontrollgruppe. LH-Pulse wurden kaum mehr festgestellt. Dies flhrte zu einem
verzdgerten Wachstum kleiner Follikel, einem spateren Erreichen der Dominanz und einem
kleineren dominanten Follikel im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Bereits Roche et al.
(1999) stellten eine verzégerte Selektion und einen kleineren dominanten Follikel nach
E2- und P4-Behandlung zum Zeitpunkt des Auftretens der ersten Follikelreifungswelle fest.
O’Rourke et al. (1997) untersuchten den Effekt verschiedener E2-Konzentrationen zu
Beginn einer Progesteron-Behandlung in der frihen Zyklusphase. Dazu wurden Jungrinder
entweder mit einer CIDR-Spange behandelt (Kontrolle) oder erhielten zusatzlich 0,75 mg
oder 5 mg Ostradiolbenzoat als Injektion oder 10 mg Ostradiolbenzoat als Kapsel
intravaginal. Nach der vaginalen Applikation wurden die niedrigsten E2-Konzentrationen im
Plasma der Tiere festgestellt. Von den Tieren, die mit E2 behandelt wurden, entwickelte eine
geringere Anzahl einen dominanten Follikel als unbehandelte Kontrolltiere. Bei Tieren, die E2
als Injektion bekamen, wurde haufiger das Auftreten einer neuen Follikelreifungswelle
beobachtet als bei Tieren, die P4 allein oder in Kombination mit einer intravaginalen
Applikation von E2 bekommen hatten.

Auch bei Tieren der Gruppe 2, die an ZT11/12 behandelt wurden, wurden unter der
Behandlung mit PRID am Tag 7 ein niedriger Mittelwert fir die Follikelanzahl >10 mm
festgestellt als in der Gruppe 5 unter der PRIDa- Behandlung. Zum Behandlungsende waren
in beiden Gruppen jedoch wieder groBe Follikel vorhanden. In der Gruppe 5 waren die
mittleren Follikelzahlen >10 mm wahrend der Behandlung gleichbleibend. Dies kdnnte auf
ein mogliches Follikel-Turn-over bei einem Teil der mit E2 behandelten Tiere hinweisen.
Sawyer et al. (1995) beobachteten die Atresie und Anbildung einer neuen
Follikelreifungswelle innerhalb von 6 — 8 Tagen unter der Behandlung mit PRID wahrend der
frihen und spaten Lutealphase. Bei drei Tieren, die ohne E2 in der Mitte bzw. in der spaten
Lutealphase behandelt wurden, blieb der dominante Follikel bestehen oder zeigte ein
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langsames Wachstum von 0,5 mm/Tag. Bei zwei Tieren, die in der frilhen Lutealphase
behandelt wurden, bildete sich der dominante Follikel langsam Uber 9 Tage zuriick und ein
neuer Follikel bildete sich mit einer Wachstumsgeschwindigkeit von 1,0 mm/Tag heran.
Burke et al. 1999 behandelten Jungrinder am 13. Zyklustag mit einer CIDR-Spange
(1,9 g Progesteron) allein oder mit einer angefiigten, 10 mg Ostradiolbenzoat enthaltenden
Kapsel. Tiere, die mit E2 behandelt wurden, zeigten eine Atresie des dominanten Follikels
und entwickelten einen neuen dominanten Follikel am 17. Zyklustag. Grundsatzlich wird die
Effektivitat einer Ostradiolbehandlung auf die Hemmung der Gonadotropine FSH und LH von
dem verwendeten Ostradiol, der Dosis und der Applikationsform beeinflusst. (O"Rourke et
al. 2000, Diskin et al. 2002, Martinez et al. 2005).

O'Rourke et al. (2000) verglichen die Effektivitdt einer intramuskuldaren mit einer
intravaginalen Applikation von Ostradiolbenzoat und erreichten mit der intramuskularen
Anwendung von 0,5 mg Ostradiolbenzoat vergleichbare E2-Konzentrationen im Plasma wie
mit 5 bzw. 10 mg Ostradiolbenzoat intravaginal verabreicht. Méglicherweise bestehen auch
interindividuelle  Unterschiede im Hinblick auf die Effektivitdt einer vaginalen
Ostradiolapplikation. Nach Diskin et al. 2002 ist eine zuverlassige Synchronisation einer
neuen Follikelreifungswelle erst ab einer E2-Konzentration von 5 — 15 pg/ml im Plasma
erfolgreich méglich. Die E2-Konzentrationen wahrend einer PRID-Behandlung mit 10 mg
Ostradiol-178 von ovarektomierten Jungrindern lagen 150 Minuten nach Einsetzen bei
Hochstwerten von 6 — 7 pg/ml (Uehlinger et al. 1995). Mdglicherweise ist auch bei intakten
Tieren die erreichte E2-Konzentration nicht ausreichend, um die aktuelle
Follikelreifungswelle zu beenden und eine neue zu starten. Bo et al. (1996) erreichten mit
einer intramuskularen Injektion von E2 ein effektiveres und synchroneres Auftreten einer
neuen Follikelreifungswelle als nach vaginaler Verabreichung.

Bei den am 17. Zyklustag behandelten Tieren wurde in der eigenen Arbeit kein Unterschied
zwischen den Follikelzahlen zu den unterschiedlichen Untersuchungszeiten festgestellt. Dies
wirde dafir sprechen, dass der dominante Follikel unabhéangig von einer
Ostradiolbehandlung bestehen geblieben ist. Sirois und Fortune (1990) behandelten
Jungrinder mit einer CIDR-Spange am 14. Zyklustag Uber 14 Tage und beobachteten
ebenfalls einen dominanten Follikel bis zum Ende der Behandlung. Custer et al. (1994)
stellten hingegen bei 25 von 26 Tieren die Atresie des dominanten Follikels und die
Anbildung eines neuen Follikels fest, nachdem Jungrinder an Tag 17 fir 7 Tage mit einer
PRID-Spirale ohne Ostradiolkapsel (1,55 g Progesteron, Sanofi Animal Health) behandelt
wurden. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist der Behandlungsbeginn zu unterschiedlichen
Zyklustagen, an denen unterschiedliche P4-Konzentrationen vorliegen und Unterschiede im
Follikelstatus bestehen kénnen. In den Untersuchungen von Sirois und Fortune (1990)
wurden am 14. Zyklustag wider Erwarten nur P4-Konzentrationen von 0,9 bis 2,1 ng/ml
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festgestellt, wahrend Custer et al. (1994) nach Einsetzen der Spirale am 17. Zyklustag
Werte Uber 2,0 ng/ml flr die nachsten drei Tage festgestellt hatten. Unter diesen geringen
P4-Konzentrationen steigt die LH-Pulsfrequenz und dies flhrt zum Persistieren des Follikels.
Dies wurde auch beobachtet, wenn bei Behandlungsbeginn bzw. innerhalb von 48 h nach
Ostradiolbenzoat bereits die endogene Luteolyse eingetreten war und somit nur noch die
exogen zugefuhrte Progesteronquelle zur Verfigung stand (Burke et al. 1997, Martinez et
al. 2005).

5.3 Progesteronkonzentrationen

In mehreren Arbeiten wurden die Plasmaprogesteronkonzentrationen wahrend und nach
einer PRID-Behandlung bei Jungrindern und Kidhen bestimmt. Wurde in friheren Arbeiten
von Konzentrationen tber 6 ng/ml berichtet, werden in neueren Arbeiten nach Anwendung
einer PRID-Spirale Konzentrationen zwischen 2 — 3 ng/ml angegeben (Kojima et al. 1992,
Wehrmann et al. 1993, Rathbone et al. 1998). Ein Vergleich der absoluten P4-
Konzentrationen aus friheren Arbeiten ist aufgrund zahlreicher anderer Faktoren nur bedingt
maoglich. Neben der Anwendung unterschiedlicher Analyseverfahren als Ursache fir die
unterschiedlichen Ergebnisse missen auch andere auBere Faktoren bedacht werden. Die
P4-Konzentration im Blut kann prinzipiell durch die P4-Synthese und —Sektretion, dessen
Verstoffwechslung oder Ausscheidung beeinflusst werden. Dementsprechend haben auch
Faktoren wie Alter, Rasse oder Nutzung, Leistung oder auch die Futterung wesentlichen
Einfluss auf die Steroidhormonkonzentrationen (Royal 2000, Sartori et al. 2002, 2004,).
Deswegen ist es generell schwierig die absoluten Hormonkonzentrationen zwischen
mehreren Arbeiten zu vergleichen.

Entsprechend den P4-Konzentrationen im Zyklusgeschehen hatten Tiere in den Gruppen 1
und 4, die am Anfang des Zyklus behandelt wurden, und Tiere aus den Gruppen 3 und 6, die
am Ende des Zyklus behandelt wurden, zu Behandlungsbeginn niedrigere Konzentrationen
als Tiere in den Gruppen 2 und 5. Dementsprechend unterschieden sich auch die
Konzentrationsverlaufe wahrend der Behandlung. Nach Einsetzen der Spiralen wurde in
allen Gruppen ein Anstieg von 1 — 2 ng/ml beobachtet. Dies entspricht zahlreichen anderen
Arbeiten (Roche und Ireland 1981, Robinson et al. 1989, Kojima et al. 1992, Uehlinger et
al. 1995, Martinez et al. 2002). In den Gruppen 1 und 4 stiegen die Konzentrationen bis zu
3 ng/ml an und wurden beibehalten, wahrend in den Gruppen 2 und 5 nach einem Anstieg
bis zu 5 ng/ml die Werte bis Behandlungsende stetig gesunken sind. In den Gruppen 3 und 6
fielen die Konzentrationen von anfangs 3 ng/ml auf 1,5 ng/ml bis zum Ende der Behandlung.
In der eigenen Arbeit waren die P4-Konzentrationen am Ende der Behandlung in Gruppe 1
héher als in Gruppe 2 und 3. In den Gruppen, die ohne E2 behandelt wurden, konnte kein
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Einfluss des Zyklustages zu Beginn der Behandlung auf die Hormonkonzentration
festgestellt werden.

Roche und Ireland (1981) behandelten Jungrinder mit der PRID-Spirale Gber sieben Tage
und stellten héhere P4-Konzentrationen nach Behandlungsbeginn am Tag 8 — 10 fest als
nach Behandlungsbeginn am Tag 17 — 18. Da sich die P4-Konzentrationen wahrend einer
Synchronisationsbehandlung aus dem vorhandenen Gelbkérper als endogener
Progesteronquelle und der exogen zugeflhrten Progesteronquelle zusammensetzen, sind
die niedrigeren Konzentrationen mit dem Verlust des Gelbkdrpers als endogener Quelle zu
erklaren. In der eigenen Arbeit waren zwischen den Gruppen 2 und 3 keine
zyklusabhangigen Unterschiede feststellbar, ebenso wenig zwischen den Gruppen 4 bis 6.
Roche und Ireland (1981) und Martinez et al. (2002) berichten, dass ab dem
7. Behandlungstag P4-Konzentrationen von 1 — 2 ng nachgewiesen wurden, die denen von
ovarektomierten Tieren nach Anwendung von Spiralen entsprechen (Uehlinger et al. 1995).
Das heiB3t, dass nach dieser Zeit die endogene Progesteronquelle weitestgehend inaktiv ist.
Da in der eigenen Arbeit die Tiere Uber 9 Tage behandelt wurden, ist es moglich, dass
P4-Konzentrationen ebenfalls nur noch aus der exogenen Quelle resultierten und deshalb in
den Gruppen 2 bis 5 kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde. Die
P4-Konzentrationen der Gruppen, die am Zyklustag 11 behandelt wurden, sind am
Untersuchungstag 6 in der eigenen Arbeit ebenfalls hdéher als bei Tieren, die am Zyklustag
17 behandelt wurden. Dies entspricht den Darstellungen bei Roche und Ireland (1981). Die
P4-Konzentrationen am Ende der Behandlung sind in Gruppe 1 mit Behandlungsbeginn am
Zyklustag 3 dennoch héher als in allen anderen Gruppen. Darlber hinaus sind sie am
Tag 10 auch héher als in der entsprechenden Gruppe 4, die ohne E2 behandelt wurde. Dies
kann daran liegen, dass die Gelbkdrperfunktion nicht nur durch die Progesteronapplikation,
sondern auch durch weitere Hormone, wie z.B. das Ostradiol-17p beeinflusst werden kann.
Robinson et al. (1989) und Kojima et al. (1992) stellten bei Tieren, die mit einer
PRID-Spirale behandelt wurden, niedrigere Konzentrationen fest als bei unbehandelten
Kontrolltieren. Robinson et al. (1989) stellten fest, dass exogen zugeflihrtes P4 die
endogene Produktion hemmt, v.a. dann, wenn es in der zweiten Halfte des Zyklus
angewendet wird. Die Hemmung der endogenen P4-Konzentration nach Anwendung in der
frihen Zyklusphase sei nicht so effektiv, da weniger LH-Rezeptoren vorhanden sind, die die
endogene P4-Konzentration regulieren. Damit ist auch die Zufuhr exogenen Progesterons
nicht so effektiv. Tiere, die am Tag 11 bzw. 17 behandelt wurden, unterlagen wahrend der
Behandlungsdauer von 9 Tagen der endogenen Luteolyse und P4-Konzentrationen
resultierten dann vor allem aus der exogenen Quelle, wahrend die P4-Konzentrationen bei
Tieren, die zu Beginn des Zyklus behandelt wurden, v.a.aus der endogenen P4-Quelle

resultierten.
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E2 soll vor allem bei Anwendung in der Lutealphase luteolytische Wirkung haben. Burke et
al. (1999) berichten Uber niedrigere P4-Konzentrationen innerhalb von 2 Tagen nach CIDR-
Behandlung mit Ostradiolkapsel als nach alleiniger CIDR-Behandlung, wenn der
Behandlungsbeginn am Zyklustag 13 war. Munro und Moore (1985) stellten diesen Effekt
nach Behandlung mit einer PRID-Spirale (2,25 g) und einer intramuskularen Injektion von
5 mg Ostradiolbenzoat aber erst nach 2 — 7 Tagen fest. Zuvor hatten Tiere, die am Zyklustag
3 und 10 behandelt wurden, zunachst héhere P4-Konzentrationen als Tiere, die zu den
entsprechenden Zeiten ohne E2 behandelt wurden. Bei den am Tag 17 behandelten Tieren
stelten Munro und Moore (1985) sofort nach Injektion von E2 geringere
P4-Konzentrationen fest als bei Tieren, die nur mit der PRID-Spirale behandelt wurden.
Dieser unterschiedliche Effekt des E2 auf die P4-Konzentrationen scheint vom
Zyklusstadium zum Behandlungszeitpunkt beeinflusst zu werden. Mdglicherweise lassen
sich die héheren P4-Konzentrationen der Gruppe 1 am Ende der Behandlung dadurch
erklaren, dass der hemmende Effekt des exogenen Progesterons und Ostradiols zu
Zyklusbeginn nicht so effektiv ist.

Es muss allerdings beachtet werden, dass die Effektivitat eines Ostradiolesters nach
Injektion gréBer ist als nach Applikation des Ostradiols mittels einer an die Spirale
angefligten Kapsel (O'Rourke et al. 2000, Diskin et al. 2002).

So verwendeten Kuroiwa et al. (2005) die PRID-Spirale (1,55 Progesteron) mit oder ohne
Ostradiolkapsel (10 mg Ostradiolbenzoat) fir 12 Tage mit Behandlungsbeginn am Tag 2 des
Zyklus und stellten keinen Unterschied bzgl. der P4-Konzentration zwischen den
Behandlungen fest.

Nach der Behandlung wurden in der eigenen Arbeit in allen Gruppen
P4-Konzentrationen < 1 ng/ml festgestellt, die eine erfolgreiche Luteolyse belegen.

5.4 Ostradiolkonzentrationen nach der PRID-Behandlung

Die E2-Konzentrationen nach der Behandlung unterschieden sich abhangig vom Zyklustag
zu Beginn der Behandlung nicht. In den Gruppen 1 bis 5 wurden hdchste
E2-Konzentrationen von ca. 9 — 16 pg/ml an den Untersuchungstagen 11 und 12 festgestellt.
Auch in Abhangigkeit von der Behandlung PRID und PRIDa waren in den Gruppen 1 und 4
und 2 und 5 keine Unterschiede zwischen den E2-Konzentrationen nach der Behandlung
festzustellen. In Gruppe 6 wurden signifikant héhere E2-Konzentrationen festgestellt als in
Gruppe 3. Dabei wurde der héchste Mittelwert von 19 pg/ml am Tag 11 festgestellt. In allen
Gruppen bestatigen die vorliegenden E2-Konzentrationen bei gleichzeitig niedrigen
P4-Konzentrationen eine bestehende Brunst nach der Behandlung.
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Der dominante Follikel im Prodstrus produziert Ostradiol-178, welches im Blutplasma
gemessen werden kann. Zum Brunstbeginn erfolgt ein Anstieg der E2-Konzentrationen, der
dem Anstieg der LH-Konzentrationen zeitlich vorausgeht. Die E2-Konzentrationen
korrellieren positiv mit dem praovulatorischen LH-Anstieg (Rajamahendran und Taylor
1991, Wolfenson et al. 2004, Saumande und Humblot 2005). So wiesen Tiere aus Gruppe
6 entsprechend héhere LH-Konzentrationen auf als Tiere aus den anderen Gruppen.

Die E2-Konzentrationen nach einer Progesteronbehandlung werden von den
P4-Konzentrationen wahrend der Behandlung beeinflusst. Die E2-Konzentrationen am Ende
der Behandlung sind héher, wenn wahrend der Behandlung niedrige P4-Konzentrationen
vorliegen. Dies kann vom Zyklusstadium zu Beginn der Behandlung abhangen oder von der
Dosis der exogen zugefihrten Progesteronquelle. So waren die E2-Konzentrationen von
Tieren, die in der Follikelphase behandelt wurden, héher als von Tieren, die in der
Lutealphase behandelt wurden (Roche und Ireland 1981, Rajamahendran und Taylor
1991). Tiere, die in Abwesenheit eines Corpus luteum mit einer PRID-Spirale behandelt
wurden, hatten héhere Konzentrationen als Tiere mit Corpus luteum. Erhielten Rinder am
Zyklustag 4 — 6 eine PGFy4-Injektion mit der PRID-Spirale (1,55g Progesteron), waren die
E2-Konzentrationen am Tag der Entnahme hdéher (8,4pg/ml) als bei Rindern, die nur die
PRID-Spirale (7,7 pg/ml) fir sieben Tage erhalten hatten (Smith und Stevenson 1995).
Ebenso hatten Tiere, die nach einer Luteolyseinduktion mit nur einer PRID-Spirale behandelt
wurden, hdhere Konzentrationen als Tiere, die mit zwei Spiralen behandelt wurden
(Roberson et al. 1989, Kojima et al. 1992, Wehrmann et al. 1993).

Die inverse Beziehung der Steroidkonzentrationen ist also unabhangig davon, ob P4 aus
einer exogenen oder endogenen Quelle stammt (Bergfeld et al. 1995). In Gruppe 6 wurden
nach der Behandlung signifikant héhere E2-Konzentrationen festgestellt als in Gruppe 3.
Dennoch unterschieden sich die P4-Konzentrationen zum Ende der Behandlung nicht. Uber
die gesamte Behandlungsdauer betrachtet hatten aber Tiere mit Behandlungsbeginn am
Zyklustag 17 tendenziell niedrigere P4-Konzentrationen als Tiere mit Behandlungsbeginn am
Zyklustag 3 oder 11. Diese hatten entweder zum Ende der Behandlung (Behandlungsbeginn
ZT 3) oder zu Beginn der Behandlung (Behandlungsbeginn ZT 11) aufgrund der endogenen
P4-Quelle aus dem Gelbkérper zeitweise héhere P4-Konzentrationen. Es ist anzunehmen,
dass sich unter der Behandlung mit PRIDa am Zyklustag 17 unter den niedrigen
P4-Konzentrationen Uber die gesamte Behandlungsdauer von 9 Tagen groBe Follikel
entwickelt haben, die eine erhdhte steroidogene Kapazitat haben und somit mehr E2
produzieren als Follikel am Ende der Behandlung in allen anderen Gruppen. Auch Austin et
al. (1999) berichten Uber doppelt so hohe E2-Konzentrationen im Plasma, wenn die
dominanten Follikel im Prodstrus lber 4 — 8 Tage bestehen blieben.
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5.5 Intervalle Entnahme bis LH-Peak bzw. bis zur Ovulation

Die Intervalle von der Entnahme der Spiralen bis zum LH-Peak bzw. bis zur Ovulation waren
fur die Gruppen 1 bis 3 sowie flr die Gruppen 4 bis 6 gleich und damit unabhangig vom
Zyklusstand zu Beginn der Behandlung. Auch zwischen den Behandlungen PRID und PRIDa
wurden keine Unterschiede bezlglich dieser Intervalle festgestellt. Fir das Intervall
Entnahme bis LH-Peak wurden Mittelwerte zwischen 50,6 h und 61,0 h festgestellt, fir das
Intervall Entnahme bis Ovulation Mittelwerte zwischen 74,0 h und 82,5 h. Aufféllig sind die
groBen Konfidenzintervalle, die eine erfolgreiche terminorientierte Besamung nach alleiniger
Progesteron- und PGFy-Behandlung nicht zulassen. Fir das Intervall Entnahme bis
LH-Peak lagen diese zwischen 39 h und 72 h, fir das Intervall bis zur Ovulation zwischen
64 h und 93 h.

Die zeitlichen Zusammenhange Ulber das Auftreten der Ovulation nach PRID-Behandlung
entsprechen den Angaben aus anderen Arbeiten (vgl. Kapitel 2.3.3.;Tab. 4 und 5).

Das Intervall LH-Peak bis Ovulation ist mit Mittelwerten von 20 h bis 23 h vergleichbar mit
den Werten aus zahlreichen anderen Arbeiten und sehr konstant (Rajamahendran et al.
1989, Becker et al. 2004, Starbuck et al. 2006, Roelofs et al. 2004). Allein Saumande und
Humblot (2005) stellten ein etwas héheres mittleres Intervall von 29 h zwischen LH-Peak
und Ovulation bei Kihen fest. Dies wird mit einem veranderten Leistungsanspruch und den
sich daraus ergebenden Veranderungen im Steroidmetabolismus und den Ovarfunktionen
erklart.

Das Auftreten des LH-Peaks nach Progesteronbehandlung wurde bereits in friheren
Arbeiten untersucht und zeigt eine groBe Variation. Das Einsetzen der Brunst oder das
Auftreten des LH-Peaks nach Synchronisationsverfahren erfordert einen dominanten Follikel
zum Ende der Behandlung und eine vollstdndige Luteolyse. Das zeitliche Auftreten des
LH-Peaks kann durch den Entwicklungsstatus des dominanten Follikels zum Ende der
Behandlung direkt beeinflusst werden (Becker 1995).

Die Wirksamkeit der verwendeten luteolytischen Komponenten E2 und PGF,, kann je nach
Zyklustag zu Beginn der Behandlung und Behandlungsdauer variieren. Ein friheres und
einheitlicheres Auftreten des LH-Peaks wurde von Smith et al. (1984) und Fogwell et al.
(1986) beobachtet, wenn die PGF,,-Applikation bereits einen oder mehrere Tage vor
Entnahme der Spirale erfolgte. Fogwell et al. (1986) erreichten ein friheres und
einheitlicheres Auftreten des LH-Peaks nach PRID-Behandlung Uber 10 Tage mit einer
PGFo.-Injektion am 7. Tag als nach PRID-Behandlung Uber 7 Tage und einer PGFo,-Injektion
am 7. Tag bei Behandlungsbeginn zwischen dem 5. und 15. Zyklustag. Tiere, bei denen die
Luteolyse bereits drei Tage vor Entnahme der Spirale ausgelést wurde, hatten bereits im
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Mittel 32 h nach Entnahme der Spirale einen LH-Peak, Tiere aus der anderen Gruppe nach
59 h.

Smith et al. (1984) stellten nach einer 7-tagigen Behandlung mit der PRID-Spirale und einer
PGFo.-Injektion an Tag 6 ebenfalls ein kirzeres und einheitlicheres Intervall fest als nach
Kombination mit der PGF,,-Injektion am Tag der Entnahme der Spirale (51 h = 2 h bzw.
66 h £ 2 h). Durch die vorgezogene PGF.-Injektion kommt es zur friiheren Luteolyse des
evil. noch bestehenden Gelbkdrpers, sodass bei Entfernen der Spirale kein endogenes P4
mehr vorhanden ist. Eine groBe Variation im Auftreten des LH-Peaks trotz vorgezogener
PGFo.-Injektion stellten Peters et al. (1981) fest. Sie untersuchten das Auftreten des
LH-Peaks bei Kihen nach PRID-Behandlung Uber 9 Tage mit einer PGFy,-Injektion am
8. Tag unabhéangig vom Zyklusstadium zu Beginn der Behandlung. Bei 4 Kihen wurde
dieser zwischen 35 h und 68 h festgestellt. Bei einem Tier wurde er 123 h nach Entnahme
festgestellt und bei einem Tier wurde kein LH-Peak festgestellt. Hittinger et al. (2004)
stellten keinen Effekt auf das Auftreten der Brunst und Ovulation fest, wenn die
PGF,.-Injektion 24 h vor der Entnahme der Progesteronquelle oder gleichzeitig mit dieser
erfolgte. In Gruppen mit einer PGF,,-Injektion 24 h vor der Entnahme der CIDR-Spange
waren die P4-Konzentrationen zwar unter 2,0 ng/ml gesunken, aber erst nach Entnahme der
CIDR-Spange wurden Konzentrationen unter 1 ng/ml erreicht, vergleichbar mit anderen
Gruppen, die PGF,, bei Entnahme der CIDR-Spange erhielten.

Unter Beachtung der Kenntnisse Uber die Follikelentwicklung bei zyklischen Tieren hangt der
Brunsteintritt vom funktionellen Zustand des dominanten Follikels bei der Luteolyse ab
(Sirois und Fortune 1988, Savio et al. 1993). Ist am Ende der Behandlung eine
vollstandige Luteolyse gewahrleistet, missen sich die zeitlichen Variationen im Auftreten des
LH-Peaks aus dem Entwicklungsstatus des dominanten Follikels ableiten.

Becker et al. (2004) untersuchten das Auftreten des LH-Peaks nach Luteolyseinduktion mit
PGF., und stellten fest, dass der LH-Anstieg in Abh&ngigkeit vom Zyklusstadium zum
Zeitpunkt der Luteolyse variierte.

Diese Variation im Auftreten von LH-Peak und Ovulation nach Behandlung zu verschiedenen
Zyklustagen steht in direkter Beziehung zum Entwicklungsstatus des dominanten Follikels.
Bei Luteolyse in einer frilhen Zyklusphase werden dominante Follikel der ersten
Follikelreifungswelle indirekt beeinflusst. Das Intervall von der PGF,.-Applikation bis zum
LH-Peak ist bei solchen Tieren kirzer. Die Kapazitat zur Steroidsynthese der Follikel der
ersten Follikelreifungswelle ist zu diesem Zeitpunkt hoch und Uber den positiven
Ostrogenbedingten Feedbackmechanismus erfolgt innerhalb eines signifikant kirzeren
Intervalls der LH-Peak. Luteolyseinduktion zwischen dem 11. bis 14. Zyklustag flihrt zu
einem langeren Intervall von der PGF,.-Applikation bis zum LH-Peak. In der Regel ist zu
diesem Zeitpunkt ein Follikel der zweiten Follikelreifungswelle anzutreffen, der einen
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langeren Zeitraum bendtigt, die funktionelle Dominanz zu erlangen und somit das langere
Intervall erklart (Becker 1995). Diese Follikel bendétigen eine vergleichsweise langere Zeit,
um Ostradiol-17B in solchen Konzentrationen zu synthetisieren, die zur Auslésung des
LH-Peaks erforderlich sind. Solche Follikel ovulieren im Regelfall spater. Sind hingegen
schon gereifte Follikel der zweiten Follikelreifungswelle vorhanden (Zyklustag 14), die bereits
zu einer gesteigerten Steroidsynthese beféhigt sind, wird auch der LH-Peak eher stattfinden.
Bei alleiniger Progesteronbehandlung wird das Follikelwachstum durch die erreichten
P4-Konzentrationen beeinflusst. Diese kdnnen je nach Zyklusstand zu Beginn der
Behandlung, Behandlungsdauer und dem verwendeten exogenen P4 variieren. Unterschiede
in den P4-Konzentrationen fihrten zu unterschiedlichem Auftreten des LH-Peaks.

Roche und Ireland (1981) untersuchten das Auftreten des LH-Peaks nach Anwenden der
PRID-Spirale an den Zyklustagen 8 bis 10 oder 17 und 18. Diese enthielt entweder
2 % (entsprechen 1,16 g Progesteron; Fogwell et al. 1986) oder 6,75 % Progesteron. Die
Behandlung erfolgte Uber 7 Tage mit einer PGFy,-Injektion am 6. Tag. Tiere, die in der
Follikelphase (17./18. Zyklustag) behandelt wurden und die PRID-Spirale mit dem
niedrigeren  Progesterongehalt  erhielten, hatten = dementsprechend  niedrigere
P4-Konzentrationen im Blut. Bei diesen Tieren trat der préovulatorische LH-Peak im Mittel
24 h nach Entnahme der Spirale auf mit einer Variation von 20 h bis 38 h. Dies war deutlich
friher als in den Gruppen, die in der Lutealphase behandelt wurden oder die die Spirale mit
dem héheren Progesterongehalt erhalten hatten. In diesen Gruppen wurde der LH-Peak
nach 45 h bis 51 h erreicht, mit einer Variation von 28 h bis 72 h nach Entnahme der Spirale.
In einem zweiten Experiment untersuchten Roche und Ireland (1981) den Effekt
verschiedener P4-Konzentrationen Uber eine Behandlungsdauer von 12 oder 14 Tagen.
Dazu erhielten die Tiere zu Behandlungsbeginn eine PGF,4-Injektion, um die Beeinflussung
durch die endogene Progesteronquelle auszuschlieBen. Das kleinste Intervall Entnahme bis
LH-Peak wurde dann nach Anwendung der PRID-Spirale mit dem niedrigeren
Progesterongehalt Uber 14 Tage festgestellt gegeniber der Behandlung mit der
PRID-Spirale mit hdherem Progesterongehalt (27 h und 39 h).

In einem weiteren Experiment erhielten acht Rinder eine PRID-Spirale (4 %) mit angeflgter
Ostradiolkapsel. Die Behandlungsdauer betrug 12 Tage. Bei diesen Tieren wurde ein
gréBeres Intervall (30h) bis zum LH-Peak festgestellt als in der Gruppe, die zu Beginn PGFy,
erhalten hatte und fir 14 Tage behandelt wurde.

Auch Kojima et al. (1992) stellten einen frilheren Anstieg der LH-Konzentrationen nach
Anwendung einer PRID-Spirale (51 h) fest als nach der Anwendung von zwei Spiralen
(65 h), wenn zu Beginn der Behandlung eine Luteolyse durch PGF,, ausgel6st worden war.
Sanchez et al. (1995) stellten ebenfalls ein kiirzeres Intervall nach Progesteronbehandlung
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(Norgestomet) bis zum LH-Peak fest, wenn die P4-Konzentrationen vor Entnahme niedriger
waren.

Roberson et al. (1989) stellten nach einer niedrig dosierten Progesteronbehandlung héhere
E2-Konzentrationen fest, als nach einer héher dosierten Progesteronbehandlung. Diese
héheren E2-Konzentrationen wahrend und nach der Behandlung fUhrten zu einem friheren
Anstieg der praovulatorischen LH-Konzentration. Dies wurde von Bergfeld et al. (1995)
bestatigt.

In der eigenen Arbeit wurden in Gruppe 1 zum Ende der Behandlung und in Gruppe 2 und 5
wahrend der Behandlung héhere P4-Konzentrationen festgestellt. Dies hatte jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die E2-Konzentrationen nach der Behandlung oder auf das
Auftreten des LH-Peaks und der Ovulation. Aufféllig sind allein die hdéheren
E2-Konzentrationen in Gruppe 6 nach der Behandlung, die entsprechenden
P4-Konzentrationen unterscheiden sich jedoch nicht signifikant von den anderen Gruppen.
Auch die Intervalle von der Entnahme bis zum LH-Peak und der Ovulation unterschieden
sich nicht signifikant von denen in den anderen Gruppen. Dennoch wurde in dieser Gruppe
mit 50,67 h der geringste Mittelwert fir das Intervall Entnahme bis LH-Peak festgestellt.
Saumande und Humblot (2005) vermuten, dass die préaovulatorisch erreichten E2-
Konzentrationen und die zeitlichen Ereignisse des Brunsteintritts und des LH-Peaks sowie
der Ovulation positiv korrellieren. Hohe E2-Konzentrationen flihren zu einem schnelleren
Brunsteintritt und Erreichen des LH-Peaks als niedrige E2-Konzentrationen. Jungrinder, bei
denen ein praovulatorischer Follikel Gber mehr als vier Tage beobachtet wurde, hatten am
Ende einer Progesteronbehandlung héhere E2-Konzentrationen und einen um 6 — 12 h
friheren Brunstbeginn als Jungrinder, bei denen die Dominanzphase des préaovulatorische
Follikels kirzer war (Austin et al. 1999). Unter der PRIDa-Behandlung mit PGF,, bei
Entnahme der Spirale Uber neun Tage mit Behandlungsbeginn zu unterschiedlichen
Zyklustagen unterschieden sich die Steroidhormonkonzentrationen nur geringfligig. Dies
hatte keine Auswirkung auf die Intervalle Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis
Ovulation.

Wurden in anderen Arbeiten die Progesteronbehandlungen an unterschiedlichen
Zyklustagen begonnen, liegen meist nur Angaben Uber das Eintreten der Brunst und
Ovulation vor, jedoch nicht tber das Auftreten des LH-Peaks. Munro und Moore (1985)
behandelten 19 Jungrinder an den Zyklustagen 3, 10 und 17 mit einer PRID-Spirale fiir
14 Tage, die Hélfte der Tiere erhielt E2 bei Einsetzen der Spirale. Davon zeigten 62 % der
Tiere im Mittel 48 h nach Entfernen der Spirale Brunstanzeichen unabhangig vom
Zyklusstand zu Beginn der Behandlung. Allerdings sind aufgrund der Behandlungsdauer von
14 Tagen keine Unterschiede zu erwarten, da eine unvollstdndige Luteolyse nach
Behandlung ausgeschlossen werden kann. Lane et al. (2001) behandelten insgesamt
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134 Jungrinder mit einer PRID-Spirale. Eine Gruppe erhielt GnRH zu Beginn der
Behandlung, die beiden anderen Ostradiolbenzoat. Die Behandlungsdauer betrug entweder
8 Tage mit einer PGFy,-Injektion an Tag 7 oder 10 Tage ohne Luteolyseinduktion. Das
mittlere Intervall von der Entnahme bis zum Brunsteintritt unterschied sich nicht fir Tiere mit
Behandlungsbeginn an den Zyklustagen 2, 10 und 13 in den Gruppen, die mit
Ostradiolbenzoat behandelt wurden (37 h bis 41 h fiir 10 Tage, 49 h fir 8 Tage). Fir
Jungrinder, die am Zyklustag 5 behandelt wurden, war das Intervall signifikant I&anger, sowohl
in der Gruppe mit 8 Tagen (57 h) als auch in der Gruppe mit 10 Tagen (69 h)
Behandlungsdauer. Vermutlich wird durch die Ostradiolbehandlung an Tag 5 das
Follikelwachstum dahingehend beeinflusst, dass zum Ende der Behandlung ein noch junger
praovulatorischer Follikel vorliegt. Des weiteren berichten Cumming et al. (1982), dass die
Brunst und Ovulation nach Progesteronbehandlung im Metdstrus 33 h spater eintritt als nach
Behandlung in spateren Zyklusstadien. Die Tiere wurden Uber 14 Tage mit einer PRID-
Spirale ohne luteolytische Komponente behandelt. Hier kann eine unvollstédndige Luteolyse
des endogenen Gelbkdrpers vermutet werden. Hittinger et al. (2004) und Stevenson (2008)
behandelten Tiere Uber sieben bzw. acht Tage mit einer CIDR-Spange und mit einer PGFy,-
Injektion 24 h vor bzw. gleichzeitig mit Enthahme der Progesteronquelle. Auch hier wurde die
Brunst spéter festgestellt, wenn der Behandlungsbeginn im Metéstrus bzw. an Zyklustag 5
war. Die P4-Konzentrationen nach der Behandlung belegen eine vollstandige Luteolyse,
sodass sich Verzdégerungen im Auftreten des Ostrus méglicherweise vom
Entwicklungsstatus des Follikels bei Entnahme der Spange ableiten lassen. Tiere, die an
Zyklustag 5 (11,7 £ 0,4 mm) behandelt wurden hatten 9 Tage spater durchschnittlich kleinere
Follikeldurchmesser als Tiere mit Behandlungsbeginn am Zyklustag 2 (13,5mm),
10 (13,3 mm) oder18 (14,6 mm) (Stevenson 2008).

5.6 Behandlung mit Ovulationsinduktion

Eine terminorientierte Besamung innerhalb von Tiergruppen kann nur erfolgreich sein, wenn
ein gezieltes synchrones Auslésen des LH-Peaks mdglich ist, d.h. die Varianz beziglich
dieses Ereignisses mdoglichst gering ist. Die groBen Konfidenzintervalle fir die Parameter
Entnahme bis LH-Peak und Entnahme bis Ovulation nach alleiniger Behandlung mit
PRID/PGF,, und PRIDa/PGF,, lassen eine erfolgreiche terminorientierte Besamung nicht zu.
Deshalb sollte im dritten Versuchsabschnitt durch eine GnRH-Applikation 50 h nach
Entnahme der Spirale das Auftreten des LH-Peaks und damit der Ovulation eingegrenzt
werden. Die Konfidenzintervalle nach PRIDa/PGF,, und zusétzlicher Ovulationsinduktion
betrugen fir den Parameter Entnahme bis LH-Peak 52,4 h bis 53,6 h und fir den Parameter
Entnahme bis Ovulation 75,2 h bis 80,0 h und konnten somit deutlich eingeengt werden.
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5.6.1 Zeitpunkt der Ovulationsinduktion

GnRH oder Analoga induzieren 2 — 3 h nach Verabreichung einen LH-Anstieg (Chenault et
al. 1990), der bei Prasenz eines praovulatorischen Follikels die Ovulation auslést.

Mit Entwicklung des OvSynch-Verfahrens zahlten Pursley et al. (1995) zu den ersten, die
mit einer zusatzlichen GnRH-Applikation nach der PGFy.-Injektion das Auftreten der
Ovulationen nach Behandlungen zur Brunstsynchronisation auf ein 8 h - Intervall reduzierten.
Bei Kiihen erfolgte die zweite GnRH-Injektion 48 h nach der Luteolyse. Da Jungrinder bereits
36 h nach PGF.-Injektion erste Brunstanzeichen zeigten, erfolgte die GnRH-Applikation bei
diesen bereits 24 h nach der PGFy-Injektion, um die Anzahl der Tiere mit vorzeitigem
endogenem LH-Anstieg zu minimieren. Die Ovulationen erfolgten in beiden Fallen 24 h bis
32 h nach der GnRH-Applikation. In einem weiteren Experiment wurde GnRH 48 h, 24 h
nach oder zeitgleich mit der Luteolyseinduktion verabreicht. Um einen mdglichst einheitlichen
Entwicklungsstatus des praovulatorischen Follikels zu gewahrleisten, wurde die
PGFo.-Injektion entsprechend 7 Tage, 8 Tage bzw. 9 Tage nach der ersten GnRH-
Applikation gegeben. Mit einer kinstlichen Besamung 24 h nach PGF,, waren die
Konzeptionsraten nach Anwendung von GnRH 48 h und 24 h nach Luteolyse ahnlich (55 %
und 46 %), aber deutlich héher als nach zeitgleicher Anwendung (11 %). Fir Tiere, die
PGF,, und GnRH gleichzeitig bekommen hatten, erfolgte die Besamung in Relation zur
Ovulation vermutlich zu spat.

Peters und Pursley (2003) stellten eine positive Korrelation zwischen dem Intervall
PGF../GnRH-Injektion und der Trachtigkeitsrate und eine positive Korrelation zwischen der
FollikelgroBe bei GnRH-Applikation und Trachtigkeitsrate fest. Dazu wurde Kihen die zweite
GnRH-Injektion 36 h, 24 h, 12 h oder zeitgleich mit PGF,, appliziert. Die erste
GnRH-Injektion erfolgte fur alle Tiere 7 Tage vor der Luteolyse. Alle Kihe wurden 16 h nach
der letzten GnRH-Injektion besamt. Erfolgte die zweite GnRH-Applikation friher als 36 h
nach PGF,,, war dies mit verminderten Trachtigkeitserfolgen verbunden.

Zudem wurden bei Tieren mit GnRH-Applikation 36 h nach PGF,, durchschnittlich gréBere
Follikel vorgefunden. Erfolgt die GnRH-Applikation friiher als 36 h nach PGF,, sind die dort
anzutreffenden Follikel kleiner und noch ,unreif“. Nach gehauftem Auftreten verkurzter
Zyklen bei Tieren mit kleinem Follikel wird von den Autoren eine ungenligende
Gelbkdrperfunktion vermutet.

Um einen guten Synchronisationserfolg der Ovulationen zu erreichen, muss der LH-Peak vor
oder in zeitlicher Nahe zum endogenen LH-Peak induziert werden. Nach Luteolyseinduktion
mittels PGF,, wurden erste Brunstanzeichen friihestens nach 36 h, im Mittel nach 48 h
beobachtet (Walker et al. 1990, Twagiramungu et al. 1992). Das Intervall von der
PGFo.-Applikation bis zur Brunst wurde auch durch eine vorherige GnRH-Injektion nicht
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beeinflusst (51,3 h mit GnRH, 54,2 h ohne GnRH) (Twagiramungu et al. 1992). Durch eine
vorherige GnRH-Applikation wurde aber eine bessere Brunstsynchronitat erreicht (Pursley
et al. 1995, Wolfenson et al. 1994). Damit schien der optimale Zeitpunkt fir die zweite
GnRH-Injektion zwischen 36 h bis 48 h nach PGF,,-Gabe zu sein. Dagegen untersuchten
Peters et al. (1999) den Synchronisationserfolg nach Anwendung von GnRH in einem
Zeitraum zwischen 48 h bis 72 h. Die Autoren erreichten die besten
Synchronisationsergebnisse mit einer GnRH-Injektion 56 h bis 60 h nach der Luteolyse.
Allen Arbeiten ist gemeinsam, dass der Bezugspunkt zur Festlegung des Zeitpunktes fur die
Ovulationsinduktion bis dahin nicht der LH-Anstieg war, sondern der Brunstbeginn. Becker
et al. (2004) stellten zyklusabhangig durchschnittliche Zeitintervalle von 57 h bis 76 h fir das
Intervall Luteolyseinduktion bis LH-Peak fest. Das kirzeste durchschnittliche Zeitintervall von
57 h wurde bei Tieren beobachtet, die am Zyklustag 5 behandelt wurden. Da in dieser
Gruppe nur 40 % der Tiere mit einer vollstandigen Luteolyse reagierten, ist dieses
Zyklusstadium fur eine Synchronisation mit alleiniger PGF,.-Anwendung nicht geeignet.
Tiere, die am Zyklustag 8 behandelt wurden, hatten durchschnittlich 62,7 h nach
Luteolyseinduktion einen LH-Peak. Tiere, die an Tag 11 behandelt wurden hatten 76,3 h und
Tiere, die an Tag 14 behandelt wurden, 69,5 h nach Luteolyseinduktion einen LH-Peak. In
diesen Gruppen wurde der LH-Peak mit einer GnRH-Applikation 65 h nach PGF,, innerhalb
von 2 h induziert. Die Ovulationen traten 21 bis 23 h nach dem LH-Peak auf und die
Trachtigkeitsraten mit klnstlicher Besamung 13 h nach GnRH-Applikation waren
tendenziell héher als bei Tieren, die nach Brunstbeobachtung besamt wurden.
Synchronisationsprogramme auf der Grundlage von Progesteron, die eine einmalig
terminorientierte Besamung beinhalten, beziehen sich bei der Festsetzung des
Besamungszeitpunktes ebenfalls auf den Brunstbeginn und nicht auf den LH-Peak nach
Behandlung. Besamungen im Zeitraum von 56 h bis 60 h nach Entnahme der Spirale in
Kombination mit einer Luteolyse werden bei einer Behandlungsdauer von sieben bis neun
Tagen in der Literatur empfohlen, ausgehend davon, dass Tiere 36 h bis 60 h nach
Entnahme des Progesterons in Brunst kommen (Roche 1976, Smith et al. 1984, Diskin et
al. 2002, Deletang et al. 2006). Synchronisationsprogramme auf der Grundlage von P4 mit
anschlieBender Ovulationsinduktion verwenden GnRH, in Anlehnung an OvSynch, 48 h nach
Entfernung der Progesteronquelle (Peeler et al. 2004, Kim et al. 2005). Haufiger wurde P4
lediglich in das OvSynch-Verfahren integriert, um das Auftreten fertiler Ostren wahrend der
Behandlung zu verhindern. (Lamb et al. 2001, Larson et al. 2006).

Lamb et al. 2006 untersuchten an Jungrindern, ob mittels einer terminierten Besamung nach
einer 7-tdgigen Behandlung mit CIDR in Kombination mit PGF,, gleiche Trachtigkeitsraten
erreicht werden kénnen wie mit brunstorientierter Besamung und ob eine GnRH-Injektion bei
Einsetzen der Spange eine Verbesserung der Trachtigkeitsraten verursacht. Die
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Ovulationsinduktion erfolgte zeitgleich mit der Besamung 60 h nach der Entnahme der
CIDR-Spangen. Die Trachtigkeitsraten waren nach brunstorientierter Besamung héher als
nach terminorientierter Besamung (56 % vs. 51 %), eine GnRH-Injektion bei Einsetzen der
CIDR-Spangen verbesserte die Trachtigkeitsraten nicht (55 % vs. 52 %).

Es ist zu beachten, dass das Intervall von der Entnahme der Spirale bis zum LH-Peak bei
Synchronisationsbehandlungen mit P4 und PGF,, je nach Behandlungsdauer und Zeitpunkt
der PGF,.-Applikation aufgrund der unterschiedlichen Follikelreifung variieren kann (Smith
et al. 1984, Fogwell et al. 1986, Hittinger et al. 2004). Dementsprechend variiert auch der
bestmdgliche Zeitpunkt fir eine Ovulationsinduktion.

In der eigenen Arbeit wurden flir das Auftreten des LH-Peaks durchschnittliche Mittelwerte
von 50,7 h bis 61,0 h ermittelt, die sich zyklusabh&ngig nicht unterschieden. Mit einer
GnRH-Applikation 50 h nach der Entnahme der Spirale und der PGF,,-Injektion wurde der
LH-Peak bei 2/3 der behandelten Tiere innerhalb von 2 h nach der GnRH-Injektion ausgeldst
(52,4 h bis 53,6 h nach Entnahme). Sechs Tiere hatten vor der GnRH-Injektion bereits einen
endogenen Peak, dieser wurde bei je zwei Tieren 10 h, 8 h und 6 h vor der Behandlung
beobachtet und lag somit in zeitlicher Nahe zum induzierten LH-Peak der anderen Tiere.
Unter Berlcksichtigung der physiologischen Ablaufe der Ovulation sowie der
Kapazitierungszeit der Spermien und Dauer der Befruchtungsféahigkeit der Spermien wurde
13 h nach der GnRH-Injektion eine Besamung durchgefihrt. Demnach wird nach
Anwendung dieses Behandlungsverfahrens eine Besamung 63 h nach Entnahme der Spirale

vorgenommen.

5.6.2 Gelbkérperfunktion nach der Behandlung

Um die Gelbkdrperaktivitdt nach Behandlung mit einer PRID-Spirale zu definieren, wurden
die Plasmaprogesteronkonzentrationen vom 7. Tag nach dem Ostrus bestimmt.

In Versuchsabschnitt | und Il wurden in allen Gruppen mittlere P4-Konzentrationen >1ng/ml
erreicht. Diese unterschieden sich unabhangig vom Zyklustag zu Beginn der Behandlung
nicht signifikant. Auch zwischen den Behandlungsvarianten bestanden keine signifikanten
Unterschiede. Munro und Moore (1985) stellten einen Anstieg der P4-Konzentrationen
sechs Tage nach dem Ende einer PRID-Behandlung fest. Tiere, die am Zyklustag 3 mit der
Spirale Uber 14 Tage behandelt wurden, hatten in den folgenden 20 Tagen durchschnittlich
geringere P4-Konzentrationen als Tiere, die am Zyklustag 10 oder 17 behandelt wurden.
Kojima et al. (1992) stellten in Abhangigkeit von der erreichten P4-Konzentration wahrend
einer 9-tdgigen Behandlung unterschiedliche P4-Konzentrationen im darauffolgenden Zyklus
fest. Dazu wurden nach der Behandlung taglich 26 Tage lang Proben zur
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Progesteronanalyse entnommen. Kihe, die mit einer PRID-Spirale behandelt wurden, hatten
im folgenden Zyklus durchschnittlich niedrigere Konzentrationen als Tiere, die am
5. Behandlungstag eine zweite Spirale bekommen hatten und niedrigere Konzentrationen als
unbehandelte Kontrolltiere. Die Zykluslange wurde durch die Progesteronbehandlung nicht
beeinflusst. Demgegenulber stellten Wehrmann et al. (1993) fest, dass die Konzentrationen
sechs Tage nach Behandlung mit einer PRID-Spirale héher als nach Behandlung mit zwei
Spiralen waren. Die Konzentrationen wurden Uber die folgenden 16 Tage beibehalten. Die
P4-Konzentrationen wahrend der Behandlung lassen keine direkten Rickschlisse auf die
Lutealfunktion nach der Behandlung zu.

Aussagekraftiger fur die Gelbkdrperfunktion nach einer Synchronisationsbehandlung ist das
Reifungsstadium der praovulatorischen Follikel zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion. Es
wurde eine positive Korrelation zwischen der Follikelgr6Be und den P4-Konzentrationen
nach der Ovulation nachgewiesen. Dies wurde sowohl nach Ovulationsinduktion mit E2
(Burke et al. 2001, Cavalieri et al. 2002) als auch nach Ovulationsinduktion mit GnRH
(Vasconscelos et al. 2001) festgestellt. Wurden am Ende einer
Synchronisationsbehandlung Follikel < 10 mm diagnostiziert, blieben die Ovulationen aus
(Vasconscelos et al. 2001, Cavaliere et al. 2002).

In der eigenen Arbeit wurden am Tag der Entnahme der Spiralen in allen Gruppen
Follikel >10 mm festgestellt und alle Tiere ovulierten.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Lutealfunktion nach Behandlung ist die GnRH-Injektion zur
Ovulationsauslésung. Diesbeziiglich wurden sowohl positive, negative oder keine Effekte auf
die P4-Konzentrationen nach Behandlung beobachtet (Mee et al. 1993, Ryan et al. 1994,
Kaim et al. 2003). Nach Progesteronbehandlung im Metdstrus wurden teilweise verkirzte
Zyklen mit verminderten Konzeptionsraten nach Besamung beobachtet. Diese negativen
Auswirkungen auf die Zyklusldange und die Trachtigkeitsraten konnten mit einer
GnRH-Applikation 12 bis 13 Tage nach Entnahme des progesteronhaltigen Tragers bzw.
gleichzeitig mit dieser verbessert werden (Lynch et al. 1999).

In der eigenen Arbeit unterschieden sich die P4-Konzentrationen sieben Tage nach der
Brunst im Versuchsabschnitt 1ll (Behandlung mit Ovulationsinduktion) nicht von denen aus
Versuchsabschnitt | und Il.

5.6.3 Befruchtungserfolg nach Terminorientierter Besamung

Um den Befruchtungserfolg zu kontrollieren, wurden die Tiere zur Embryonengewinnung
einer Uterusspllung unterzogen. Dabei wurde von 11 Tieren ein Embryo und von einem

Rind eine Eizelle gewonnen. Das entspricht einer Gewinnungsrate von 66,6 % und einer
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Befruchtungsrate von 91,6 %. Dieses Ergebnis belegt, dass durch die
Progesteronbehandlung mit anschlieBender Ovulationsinduktion das Auftreten der
Ovulationen unabhangig vom Zyklusstadium zu Behandlungsbeginn erfolgreich auf ein
enges Intervall konzentriert werden kann. In der Literatur sind bisher keine anderen Angaben
zum Befruchtungserfolg nach Progesteronbehandlung mit Ovulationsinduktion vorhanden.
Es bleibt offen, in welchem MaBe die nicht aufgefundenen Embryonen das
Befruchtungsergebnis beeinflusst hatten. Zudem bedarf es einer weiteren Klarung, ob dieser
gute Befruchtungserfolg auch hohe Trachtigkeitsraten erwarten lassen darf. Die
Trachtigkeitsrate kann durch eine ungentgende Gelbkdrperfunktion nach der Besamung
und/oder  durch embryonale Mortalitdt negativ beeinflusst werden. Unter diesem
Gesichtspunkt sollte der Entwicklungsstatus der Follikel zum Zeitpunkt der
Ovulationsinduktion und deren Auswirkung auf die Lutealfunktion naher charakterisiert

werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten die biologischen Vorgange wahrend und nach einer Progesteron- und
PGF,-Behandlung mit oder ohne Ostradiolkapsel in Abhéngigkeit vom Zyklusstadium zu
Beginn der Behandlung untersucht werden. Dabei wurden die Follikelentwicklung, die
Steroidhormonkonzentrationen und die zeitlichen Zusammenhange von der Entnahme bis
zum Auftreten des LH-Peaks bzw. bis zur Ovulation berlcksichtigt. Im Folgenden sollte
gepruft werden, ob eine erfolgreiche Ovulationssynchronisation im Hinblick auf eine einmalig
terminorientierte Besamung mdglich ist.

In den Versuchsabschnitten | (Gruppe 1 — 3) und Il (Gruppe 4 — 6) wurden je Gruppe
6 Jungrinder der Rasse Fleckvieh, beginnend an den Zyklustagen 3/4, 11/12 oder 17/18 mit
einer PRID-Spirale fir neun Tage behandelt. Bei Entnahme der Spirale wurde ein
PGF.,—Analogon verabreicht. Im Versuchsabschnitt || wurde anstelle der urspringlichen
PRID-Spirale PRIDa verwendet. Wahrend der Behandlung erfolgten Blutentnahmen zur
Bestimmung der P4-Konzentration, nach der Entnahme zur Bestimmung der P4- und E2-
Konzentration.

Zur Ovardiagnostik wurden transrektale Ultraschalluntersuchungen durchgefihrt. Die
Blutentnahmen zur Bestimmung des LH-Peaks erfolgten ab 40 h nach Entnahme der
Spiralen im 2 h-Intervall bis zur Ovulationsfestestellung. Die Untersuchungen zur
Ovulationsdiagnostik begannen 66 h nach Entnahme der Spiralen und wurden im 6 h -
Intervall bis zur Ovulationsfeststellung durchgefiihrt. Sieben Tage nach dem Ostrus wurde
eine Blutprobe zur Bestimmung der P4-Konzentration entnommen.

Im Versuchsabschnitt Il wurden 18 Jungrinder unabhangig vom Zyklusstadium mit PRIDa
und einem PGF,-Analogon behandelt und erhielten 50 h nach Entnahme der Spirale eine
GnRH-Injektion. Weitere 13 h danach erfolgte die Kiinstliche Besamung. Proben zur
Bestimmung der P4-Konzentrationen wurden wie in Abschnitt | und Il enthommen.
Probenentnahmen zur Bestimmung der LH-Konzentrationen begannen 40 h nach Entnahme
der Spiralen bis 2 h nach der GnRH-Applikation. Die Ovulationsdiagnostik begann 72 h nach
Entnahme der Spiralen bis zur Ovulationsfeststellung. Der Befruchtungserfolg wurde an Tag
7 des Zyklus durch eine Spulung des ipsilateralen Uterushorns kontrolliert.

Die Ostrusraten unterschieden sich zwischen den Behandlungen nicht (83,3 % fiir PRID,
88,8 % fur PRIDa).

Die Anzahl von Follikeln >10 mm war bei Einsetzen der Spirale fir Tiere der Gruppe 1
niedriger als bei Tieren der Gruppe 2 und 3. In den Gruppen 4 bis 6 wurde zu
Behandlungsbeginn kein Unterschied festgestellt. Tiere der Gruppe 1 hatten am Tag 4 eine
signifikant geringere Anzahl Follikel >10 mm als am Tag 7 und 10, in Gruppe 2 war diese am
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Tag 7 signifikant geringer als am Tag 10. In Gruppe 5 war die Follikelzahl am Tag 7
signifikant héher als am Tag 1. Ein Vergleich der Follikelzahlen >10 mm zwischen den
Behandlungsvarianten zeigte, dass in der Gruppe 1 an den Tagen 4 und 7 eine signifikant
geringere Follikelzahl als in der Gruppe 4 vorhanden war, in der Gruppe 2 am Tag 7 eine
geringere Anzahl als in Gruppe 5 vorhanden war. Am Ende der Behandlung wiesen alle
Tiere unabhangig vom Zyklusstadium zu Behandlungsbeginn und unabhéngig von einer
Ostradiolbehandlung einen oder mehrere Follikel >10 mm auf.

Die P4-Konzentrationen bei Einsetzen der Spirale wurden signifikant vom Zyklustag zu
Beginn der Behandlung beeinflusst. Tiere der Gruppe 2 hatten signifikant hdhere
Konzentrationen als Tiere der Gruppe 1 und 3, Tiere der Gruppe 5 signifikant hdhere
Konzentrationen als Jungrinder in Gruppe 4. Tiere der Gruppe 2 hatten wahrend der
Behandlung héhere P4-Konzentrationen als Tiere der Gruppen 1 und 3. Am Ende der
Behandlung waren die P4-Konzentrationen der Tiere in Gruppe 1 héher als in den Gruppen
2 und 3. In Abhangigkeit von der Behandlungsvariante wurden am Tag 10 fur Tiere der
Gruppe 1 héhere P4-Konzentrationen als in Gruppe 4 ermittelt. Nach Entnahme der Spiralen
wurden in allen Gruppen unabhangig von der Behandlung und vom Zyklusstadium zu
Behandlungsbeginn P4-Konzentrationen <1,0 ng/ml erreicht. Fir den siebten Tag nach der
Behandlung wurde in allen Gruppen ein Anstieg der P4-Konzentrationen nachgewiesen.

Die E2-Konzentrationen deuten in allen Gruppen nach beiden Behandlungsverfahren auf
eine bestehende Brunst nach Behandlungsende hin. Die E2-Konzentrationen in Gruppe 6
waren signifikant héher als in Gruppe 3.

Die Mittelwerte flr das Intervall Entnahme der Spiralen bis LH-Peak lagen fir die Gruppen 1
bis 6 zwischen 50,6 h und 61,0 h, die Konfidenzintervalle zwischen 39 h und 72 h. Fir das
Intervall Entnahme der Spiralen bis Ovulation wurden Mittelwerte zwischen 74,0 h und 82,5 h
festgestellt. Die Konfidenzintervalle lagen zwischen 64 h und 93 h. Das Intervall LH-Peak bis
Ovulation war in den Gruppen 1 bis 6 mit Mittelwerten zwischen 23 h bis 25 h sehr konstant.

Im Versuchsabschnitt Ill betrug das mittlere Intervall von der Entnahme der Spiralen bis zum
LH-Peak nach Ovulationsinduktion 53,0 h, mit einem Konfidenzintervall von 52,4 h bis
53,6 h. Das mittlere Intervall bis zur Ovulation betrug 77,7 h mit einem Konfidenzintervall von
75,2 h bis 80,0 h. Eine Besamung 13 h nach Ovulationsinduktion ergab nach Uterusspuilung
zur Embryonengewinnung eine Befruchtungsrate von 91 %.
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7 Summary

Evaluation of follicular development, occurence of ovulation and time of ovulation

after progesterone and PGF,, treatment to heifers.

The aim of this study was to evaluate the influence of the estrous cycle stage at the
beginning of treatment with a progesterone releasing intravaginally device (PRID), with and
without estradiol (PRIDa), and PGF,,. To determine the effect of the treatment, different
parameters were evaluated including follicle growth and serum steroid concentrations. In
addition, the intervalls between insert removal and LH-surge and insert removal and
ovulation were measured. Finally, the efficacy of this treatment regime was evaluated in view
of synchrony of ovulations and a successful single fixed-timed insemination.

In experiment | six Fleckvieh heifers per group were treated with the PRID insert on day 3/4
(group 1), day 11/12 (group 2) or day 17/18 (group 3) of the cycle. After 9 days the PRID was
removed and PGF,, was administered. In experiment Il heifers were used as in experiment |
(group 4 — 6), but the PRID was used without the estradiol capsule (PRIDa). In all groups
blood samples were taken at the beginning, during and after the treatment to assess the
serum progesterone concentrations. After this treatment the blood estradiol concentrations
were determined. Ultrasonography was used for ovary diagnostic on day 1, 4, 7 and 10 of
the experiment to determine the presence or absence of follicles and corpora lutea.

In order to detect the LH-surge, serum samples were taken in all groups every two hours
starting 40 h after insert removal until the diagnosis of ovulation could be reached via
ultrasonography, which was carried out every six hours starting 66 h after insert removal.
Seven days following the estrous a blood sample to assess progesterone levels was taken.
In experiment Il eightteen heifers were treated irrespectively of their stage of cycle with
PRIDa and PGF,,. 50 h after removal of PRIDa, GnRH was injected intramuscularly and
after 13 h artificial insemination was performed. Blood samples to assess progesterone
levels were taken as in experiment | and II.

In order to detect the LH-surge serum samples were taken 40 h after removal of the PRIDa
until two hours after the GnRH-application. Ovary ultrasonography was performed 72 h after
insert removal to determine the onset of ovulation. The succes of conception was tested by
flushing the ipsilateral uterus horn on day seven of the cycle.

There was no significant difference between the number of succesfully induced estrous in
experiment | (83.3 % PRID) and experiment Il (88.8 % PRIDa).

The numbers of follicles >10 mm at the start of treatment were smaller for heifers in group 1
compared with heifers in group 2 or 3. There was no difference regarding the numbers of
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follicles >10 mm between groups 4 — 6. At day four of the treatment heifers in group 1 had a
significant smaller number of follicles >10 mm than at day 7 and 10. In group 2, the number
of follicles >10 mm were smaller on day 7 compared to day 10.

In group 5, the number of follicles was significant higher on day 7 than on day 1. The
comparison of the number of follicles >10 mm between the treatments with PRID or PRIDa
showed fewer follicles on day 4 and 7 in group 1 compared to group 4. On day 7, there were
fewer follicles in group 2 than in group 5. At the end of the treatment with PRIDa, every heifer
showed one or more follicles >10 mm regardless of the stage of cycle at treatment begin and
regardless of using estradiol or not.

The progesterone (P4) concentrations, measured at the time of insert of the device were
affected by the day of cycle when treatment was started. Heifers in group 2 had significantly
higher concentrations of P4 than heifers in group 1 and 3, heifers in group 5 had signifciantly
higher concentrations of P4 than heifers in group 4. Heifers in group 2 had higher
concentrations of P4 during the treatment than heifers in group 1 and 3. At the end of the
treatment the P4-concentrations were higher for group 1 than compared with group 2 and 3.
Comparing PRID devices with or without estradiol, heifers in group 1 had higher
P4-concentrations compared to heifers in group 4. After removal of the devices, the
P4-concentrations were < 1 ng/ml regardless of the stage of the cycle at treatment begin and
regardless of using estradiol or not. Seven days after the treatment with PRID/ PRIDa and
PGF,, the P4-concentrations started to rise in every group.

The concentrations of estradiol after the treatment with PRID/ PRIDa and PGF,, confirmed
the occurrence of estrous in all groups. The concentrations of estradiol in group 6 were
higher compared to group 3.

The mean time intervalls between removal of the device and the LH-surge were between
50.6 h and 61.0 h for the six groups (Range 39 to 72 hours). The mean time intervalls
between removal and ovulation were between 74.0 h and 82.5 h (Range 64 to 93 hours).
The time intervall between LH-Peak and ovulation was similar in all the groups (mean 23 h to
25 h).

In experiment |l the mean value between the intervall removal of the device and the
LH-Peak was 53.0 hours (Range 52.4 - 53.6 hours) following induction of the ovulation. The
mean time intervall between the removal and ovulation was 77.7 hours

(Range 75.2 - 80.0 hours). Timed artificial insemination performed 13 h following the
induction of ovulation with GnRH resulted in a conception rate of 91 %.
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8 Abkirzungsverzeichnis

Abb.:
ACTH:
bFGF:
BOB:
BVD/MD:
bzgl.
cAMP:
CAP:
CIDR:
CL:
COX:
DNA:
E2 :
E17p3:
EB:
ecG:
ECLIA:
ECP:
EDTA:
EGF:
ER:
ET:
EV:
evil.
FSH:
GDF-9:
GnRH:

hcG:
HDL.:
HPLC:
3B-HSD:
HVL:

Abbildung

Adrenokortikotropes Hormon

basic Fibroblast Growth Factor
Brunstorientierte Besamung
Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal Disease
bezuglich

cyclisches Adenosinmonophosphat
Chlormadinone acetate

controlled internal drug release
Corpus luteum

Cyclooxygenase
Desoxyribonucleinsaure

Ostradiol

Estradiol-17-8

Estradiol benzoat

equine chorionic Gonadotropin
Elektrochemilumineszenz-lmmunoassay
Estradiol cypionate
Ethylendiamintetraacetat
Epidermal Growth Factor
Ostrogenrezeptoren

Endothelin

Estradiol valerate

eventuell

Follikelstimulierendes Hormon
Growth Differentiating Factor 9
Gonadotropin-Releasing-Hormon
Stunden

human Chorion Gonadotropin
High-density lipoprotein

High performance liquid chromatography
3B-hydroxysteroid-dehydrogenase
Hypophysenvorderlappen

Immunoassay
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IGF:
IGFBP:
JR:

K:

LDL:
LH:
mRNA:
NaCl:
OR:
OTR:
P4:
P450arom:
P450scc:
PGFaq:
PGG2:
PGH2:
PGE2:
PLA2:
PKA:
PRID:
RIA:
StAR-Protein
Tab.:
TNF:
TOB:
TR:
v.a.
vgl.
VK:
VT:
ZT:

Insulin like Growth-Factor

Insulin like Growth-Factor-Binding protein
Jungrinder

Kihe

Low-density lipoprotein
Luteinisierendes Hormon
mitochondriale Ribonucleinsaure
Natriumchlorid

Ostrusraten

Oxytocinrezeptoren

Progesteron

Aromatase

Cytochrom P450 side-chain-cleavage
Prostaglandin Fyq

Vorstufe des PGFy,

Vorstufe des PGFy,

Vorstufe des PGFy,

Phospholipase A2

Proteinkinase A

progesterone releasing intravaginal device

Radioimmunoassay
steroidogenic acute regulatory protein
Tabelle

Tumornekrosefaktor
Terminorientierte Besamung
Tréachigkeitsraten

vor allem

vergleichend
Variationskoeffizient
Versuchstag

Zyklustag
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10 Anhang

Tab. 31: LH-Konzentrationen in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 1

Zeit h nach Entf Tier 213 Tier 245 Tier 249 Tier 214 Tier 209 Tier 202
06:00 38 0,96 1,82 1,7 2,18 2,09 0,86
08:00 40 0,74 1,11 2,37 1,33 1,62 0,53
10:00 42 2,44 2,28 1,36 1,96 1,71 1,08
12:00 44 1,58 1,36 2,6 1,77 1,75 0,92
14:00 46 1,42 0,81 1,5 1,95 1,37 0,63
16:00 48 0,51 2,06 2,75 9,04 2 1,03
18:00 50 0,12 1,32 1,58 15,25 1,43 0,52
20:00 52 1,46 2,53 2,35 13,75 2,14 1,08
22:00 54 0,63 1,24 2,9 8,26 3,96 1,22
00:00 56 5,2 1,82 2,67 4,25 23 1,63
02:00 58 13,03 2,28 1,66 1,66 21,4 0,82
04:00 60 14,6 2,22 3,04 0,55 8,79 0,44
06:00 62 7,4 2,18 1,9 0,06 2,52 0,5
08:00 64 2,56 2,39 1,74 0,06 1,55 1,07
10:00 66 1,09 1,93 2,18 0,06 0,66 0,24
12:00 68 0,13 2,68 2,13 0,06 0,21 0,69

Tab. 32: LH-Konzentrationen in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 2

Zeit h nach Entf Tier 232 Tier 237 Tier 242 Tier 272 Tier 274 Tier 217
08:00 40
10:00 42
12:00 44 1,48 0,55 0,91 0,36 1,46 0,98
14:00 46 9,94 0,97 4,91 1,28 1,78 2,48
16:00 48 13,03 1,67 27,89 2,7 1,85 2,33
18:00 50 12,05 1,57 26,28 8,77 19,52 1,38
20:00 52 4,16 2,4 24,87 11,54 25,95 1,23
22:00 54 1,24 1,59 13,83 11,29 27,4 1,47
00:00 56 0,55 2,81 3,36 9,51 21,82 1,83
02:00 58 0,24 2,81 0,88 2,15 5,75 1,11
04:00 60 0,12 0,92 0,41 0,51 1,36 3,28
06:00 62 0,07 1,32 0,27 0,2 0,53 13,76
08:00 64 0,06 1,92 0,24 0,13 0,23 19,91
10:00 66 0,04 2,08 0,09 0,08 0,11 18,27
12:00 68 0,03 11 0,03 0,02 0,07 11,24
14:00 70 0,05 16,97 0,03 0,04 0,03 3,49
16:00 72 0,03 19,09 0,02 0,04 0,08 1,73
18:00 74 18,9 0,04 0,02 0,06 0,94
20:00 76 9,67 0,02 0,02 0,06 0,41
22:00 78 3,24 0,04 0,02 0,06 0,34
00:00 80 1,34 0,59
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Tab. 33: LH-Konzentrationen in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 3

Zeit h nach Entf Tier 154 Tier 137 Tier 294 Tier 208 Tier 168 Tier 238
08:00 40

10:00 42

12:00 44 13,14 0,3 0,41 1,15 2,74 1,38
14:00 46 4,67 0,56 4,75 0,73 0,51 1,03
16:00 48 1,04 0,48 35,01 1,69 1,48 1,16
18:00 50 0,8 1,22 33,1 1,27 0,38 0,72
20:00 52 0,81 1,39 32,18 3,26 5,1 3,34
22:00 54 0,21 0,66 12,96 6,62 4,77 2,27
00:00 56 0,26 0,88 2,77 9,06 6,82 4,43
02:00 58 0,12 1,38 0,86 5) 2,9 6,86
04:00 60 0,05 0,35 0,75 1,47 3,08 28,26
06:00 62 0,04 0,43 0,31 0,37 2,23 26,34
08:00 64 0,09 1,15 0,34 0,42 1,19 10,01
10:00 66 0,03 0,45 0,12 0,31 1,31 3,78
12:00 68 0,02 1,49 0,22 0,09 1 0,73
14:00 70 0,02 8,57 0,04 0,09 0,93 0,32
16:00 72 0,02 18,61 0,03 0,29 1,85 0,25
18:00 74 0,04 19,21 0,09 0,04 1,17 0,2
20:00 76 0,35 14,42 0,04 0,05 1,21 0,07
22:00 78 0,05 5,06 0,02 0,07 0,85 0,1
00:00 80 1,12 0,02 0,08 9,15 0,19
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Tab. 34: LH-Konzentration in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 4
Zeit h nach Entf Tier 208 Tier 209 Tier 294 Tier 168 Tier 242 Tier 272
08:00 40 11,6 11,8
12:00 44 4,1 9,6 1,55 2,14
14:00 46 1,2 16,9 3,59 0,73
16:00 48 0,9 12,2 1,98 0,24
18:00 50 0,6 6,5 1,79 0,13
20:00 52 0,2 3,0 3,1 1,5 0,12
22:00 54 0,02 1,5 5,3 1,75 0,06
00:00 56 0,04 1,0 3,4 1,83 0,06
02:00 58 0,04 1,7 0,8 5,0 2,61 0,06
04:00 60 1,8 7,4 1,16 0,06
06:00 62 0,8 29,6 0,89 0,06
08:00 64 2,4 28,3 6,25 0,06
10:00 66 3,6 14,6 2,02 0,06
12:00 68 9,5 6,5 1,08 0,06
14:00 70 11,2 1,8 3,6 0,06
16:00 72 9,5 2,28 0,06
18:00 74 4,6 1,47 0,06
20:00 76 1,8 2,09 0,06
22:00 78 0,88
00:00 80
02:00 82 0,73
04:00 84 0,86
06:00 86 0,78
08:00 88 2,58
10:00 90 5,68
12:00 92 12,03
14:00 94 14,72
16:00 96 9,89
18:00 98 4,51
20:00 100 1,77
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Tab. 35: LH-Konzentrationen in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 5

Zeit h nach Entf Tier 393 Tier 398 Tier 202 Tier 213 Tier 232 Tier 154
08:00 40 2,2
12:00 44 2,3 0,06 0,06 0,26
14:00 46 2,2 1,2 0,06 0,23 0,78
16:00 48 4,2 2,1 11,54 16,31 0,72
18:00 50 24,7 2,8 23,8 32,05 0,07
20:00 52 47,4 3,6 17 15,04 0,22 0,2
22:00 54 33,0 9,9 8,2 5,56 0,55 0.9
00:00 56 14,4 22,7 2,78 1,45 0,77 1,3
02:00 58 4,7 16,6 1,04 0,27 0,85 1,0
04:00 60 6,6 0,15 0,08 0,67 10,7
06:00 62 2,2 0,06 0,06 0,1 25,2
08:00 64 0,6 0,15 16,2
10:00 66 1,21 8,0
12:00 68 0,51 2,4
14:00 70 0,2 1,8
16:00 72 0,73
18:00 74 1,18
20:00 76 1,19
22:00 78 0,38

80 0,39

82 0,91

84 0,53

86 0,45

88 0,94

90 2,89

92 2,04

94 3,8

96 10,1

98 7,56

100 5,65

102 2,71
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Tab. 36: LH-Konzentrationen in ng/ml der Einzeltiere in Gruppe 6

Zeit h nach Entf Tier 249 Tier 137 Tier 238 Tier 214 Tier 237 Tier 274
08:00 40 1,5 1,6 3,1

12:00 44 13,0 1,4 13,3 1,48 0,42 1,65
14:00 46 52,3 2,1 41,6 1,63 0,98 2,93
16:00 48 22,3 3,7 28,9 1,56 4,08 32,75
18:00 50 8,8 3,0 13,5 3,57 32,5 30,36
20:00 52 2,8 17,4 4,0 2,43 19,3 23,99
22:00 54 0,6 48,5 1,4 4,7 10,31 12,84
00:00 56 0,4 53,9 0,7 19,7 3,4 4,11
02:00 58 0,08 20,0 0,6 23,3 1,58 0,67
04:00 60 20,4 0,55 0,41
06:00 62 9,34 0,15 0,19
08:00 64 3,81 0,06 0,06
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Tab. 37: Darstellung der verschiedenen Intervalle fiir die Einzeltiere in den Gruppen

Gruppe 1 PRID

Behandlungsbeginn ZT 3/4
Tier Nr. 202 249 214 209 213 245
PRID — LH-Peak (h)+1 50 56 60
PRID — Ovulation (h)£3 | 130 130 75 81 81 104
LH-Peak bis Ovulation |(h) 25 25 21
Gruppe 2 PRID Behandlungsbeginn ZT 11/12
Tier Nr. 232 237 242 217 272 274
PRID — LH-Peak (h)+1 |48 72 48 64 52 54
PRID — Ovulation (h)£3 |69 99 75 87 75 75
LH-Peak bis Ovulation |(h) 21 27 27 23 23 21
Gruppe 3 PRID Behandlungsbeginn ZT 17/18
Tier Nr. 154 238 294 168 137 208
PRID — LH-Peak (h)+1 <44 60 48 54 74 56
PRID — Ovulation (h)+3 |69 81 75 75 100 75
LH-Peak bis Ovulation |(h) 25 21 27 21 27 19
Gruppe 4 PRIDa Behandlungsbeginn ZT 3/4
Tier Nr. 272 242 208 209 294 168
PRID — LH-Peak (h)+1 |44 94 <40 70 46 62
PRID - Ovulation (h) +3 | <66 117 <66 93 <66 87
LH-Peak bis Ovulation |(h) 22 23 26 23 20 25
Gruppe 5 PRIDa Behandlungsbeginn ZT 11/12
Tier Nr. 213 232 202 |393 398 154
PRID — LH-Peak (h)£1 |50 96 50 52 56 62
PRID - Ovulation (h)+3 |81 142(x6) |75 75 81 87
LH-Peak bis Ovulation |(h) 31 25 23 25 25
Gruppe 6 PRIDa Behandlungsbeginn ZT 17/18
Tier Nr. 274 237 214 249 137 238
PRID — LH-Peak (h)+1 |48 50 58 46 56 46
PRID - Ovulation (h)+3 |69 75 81 75 75 69
LH-Peak bis Ovulation |(h) 21 25 23 29 19 23
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