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Vorwort

Die Milcherzeugung in Deutschland wird in Zukunft in immer grof3eren Herden durch
spezialisierte Betriebe erfolgen. Eine 6konomisch tragfahige, nachhaltige Milchvieh-
wirtschaft setzt nicht nur metabolisch belastbare Kiihe mit hohem genetischen Leis-
tungspotential voraus, sondern basiert auch entscheidend auf der Fertilitdt der Her-
de. Aktuell sind mehr als 20% der Abgange aus Milchviehherden auf Infertilitdt der
Tiere zuruckzufuhren (Wittrock et al., 2011). Damit bilden Fruchtbarkeitsstérungen
eine wichtige Ursache fir die gegenwartig unbefriedigende Lebensleistung bzw. Nut-

zungsdauer von Milchkihen.

Die Fertilitdt einer Herde wird von einer Vielzahl von Faktoren determiniert. Eine
Vielzahl komplexer Interaktionen zwischen Milchleistung, Metabolismus und Frucht-
barkeit wurde inzwischen nachgewiesen; so sinkt z. B. die Brunstdauer drastisch mit
zunehmender Laktationsleistung (Lopez et al., 2004; Wiltbank et al., 2006). Anderer-
seits gibt es zahlreiche Beispiele fir die Vereinbarkeit von Hochleistung und Fertilitat

— entscheidende Voraussetzung dafir ist ein optimiertes Fruchtbarkeitsmanagement.

Von zentraler Bedeutung sind in diesem Zusammenhang die zuverlassige Erfassung
des Zyklusgeschehens sowie eine belastbare Tréchtigkeitsdiagnostik mdglichst be-
reits innerhalb von drei Wochen nach der Besamung. Entsprechende Optionen sind
in der gegenwartigen Praxis nicht verfigbar. Nach wie vor ist die manuelle transrek-
tale Untersuchung des inneren Genitale das diagnostische Standardverfahren in der
tierarztlichen Routine. Allerdings sind auch bei versierten Untersuchern Sensitivitat
und Spezifitat der Diagnosen bei der Zyklusansprache unbefriedigend; eine belastba-
re Trachtigkeitsdiagnostik ist i. d. R. erst ab dem 35. Tag nach der Besamung mog-
lich (Go6tze, 1940; van der Weijden, 1999; Romano et al., 2007). Die heute bereits
routinemanRig eingesetzte B-Mode Sonographie zur Untersuchung von Ovarien und
Uterus bietet demgegeniber zwar Vorteile, kann jedoch ebenfalls die gestiegenen

Anspriche an die diagnostische Verlasslichkeit nicht erfillen.

Demgegenuber ergeben sich durch die Weiterentwicklung bildgebender Verfahren

wie der Farbdoppler-Sonographie und der Echotexturanalyse Perspektiven, um im-



Vorwort

manente Limitierungen etablierter diagnostischer Verfahren zu tberwinden. Die vor-
liegende Habilitationsschrift umfasst eine zusammenfassende Darstellung von Stu-
dien zur Charakterisierung des Potentials der Farbdoppler-Sonographie und der
Computer-gestiutzten Echotexturanalyse als Verfahren zur Diagnostik des Zyklusge-

schehens sowie der Frithgraviditat bei Rindern.
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1. Einleitung
1.1 Etablierte Methoden zur Diagnostik am Ovar und Uterus
1.1.1 Transrektale Palpation

Die transrektale manuelle Untersuchung des weiblichen Genitale ist im Rahmen der
Zyklus- und Trachtigkeitsdiagnostik sowie der Puerperalkontrolle des Rindes das
noch immer in der tierarztlichen Routine am haufigsten angewandte Verfahren. Die
transrektale Palpation ist ohne grol3en materiellen Aufwand durchfiihrbar und in der
Regel sowohl fur die untersuchende Person als auch flr das untersuchte Tier risiko-
los (Day et al., 1995; Aslan, 2002; Yaniz et al., 2002). Andererseits wird das Risiko
der Entwicklung einer Atresia ani beim Fetus durch die rektale Untersuchung disku-
tiert. Es gibt Hinweise, dass die Palpation des fetalen Amnions zwischen dem 36.
und 42. Tag post inseminationem (p. insem.) eine Stérung der fetalen Durchblutung
im Intestinalbereich induziert und die Organogenese beeinflusst (Johnson, 1986;
Constable et al., 1989; Brenner and Orgad, 2003; Azizi et al., 2010).

1.11.1 Zyklusdiagnostik

Die Intention der Zyklusansprache besteht darin, von der Norm abweichende Befun-
de am inneren Genitale auszuschlie3en und den Zyklustag einzugrenzen. Die rektale
Palpation ist jedoch auch bei erfahrenen Untersuchern mit einer relativ hohen Feh-
lerquote behaftet. Insbesondere wird ein Corpus luteum (CL) wéhrend der Anbil-
dungs- und Ruckbildungsphase haufig nicht erkannt oder falschlich als Follikel ange-
sprochen. Bedenkt man, dass diese Phasen ca. 40% des Zyklus ausmachen, so
werden die Grenzen der diagnostischen Sicherheit dieser Methode sichtbar. Ein po-
sitiver pradiktiver Wert von nur 64% wahrend der lutealen Regressionsphase unter-
streicht die Insuffizienz dieser Methode in diesem Zeitraum. GroRe Follikel und die
Préasenz von mehr als einem CL, die dicht nebeneinander liegen, fuhren zu Fehldi-
agnosen (Guay and Bedoya, 1981). Grundsatzlich ist die Prasenz eines CL leichter

zu diagnostizieren ist als seine Abwesenheit (Hanzen et al., 2000a).
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Lediglich im Didstrus zwischen dem 8. und 16. Zyklustag (,Blitegelbkorper”) sind
Sensitivitat, Spezifitdt und positiver pradiktiver Wert der transrektalen Palpation mit
85%, 95,7% und 89,5% durchaus zufriedenstellend (Ribadu et al., 1994). Die enge
positive Korrelation (r = 0.85) zwischen der Grol3e des CL und der Progesteronkon-
zentration im Plasma (Pieterse et al., 1990; Ribadu et al., 1994) erklart die Notwen-
digkeit einer korrekten CL-Diagnostik.

Nach wie vor ist deshalb die laboranalytische Bestimmung des Progesterongehaltes
im Plasma Goldstandard zur Prifung der Gelbkdrperaktivitdt und konsekutiv zur Be-
stimmung des Zyklusstandes (Kastelic et al., 1990; Kelton et al., 1991; Ribadu et al.,
1994; Tom et al., 1998; Battocchio et al., 1999). Bei Vorliegen eines aktiven CL ist
die Progesteronkonzentration im Plasma héher als 1,0 ng/ml (Battocchio et al., 1999;
Veronesi et al., 2002; Bicalho et al., 2008). Zentrale Nachteile dieser Methode sind
der erhebliche Arbeitsaufwand der Probengewinnung, die hohen Kosten der Analytik
und vor allem die Verzégerung zwischen Probenentnahme und Vorliegen des Er-

gebnisses.

Das Auffinden der Ovulationsgrube mittels rektaler Palpation erfordert Erfahrung und
setzt die Kenntnis der Lokalisation des ovulierten Follikels voraus. Die Charakterisie-
rung der Funktionskorper ist besonders anspruchsvoll, wenn das Ovar mehr als vier
Follikel mit einem Durchmesser von mehr als 10 mm aufweist (Guay and Bedoya,
1981). Ein Follikel wird dann haufig mit einem CL verwechselt. Grol3e flissigkeitsge-
fullte Blasen auf dem Ovar gelten als Hinweis auf das Vorliegen von Ovarialzysten.
Allerdings erlaubt die rektale Untersuchung keine Unterscheidung zwischen Theka-

und Luteinzysten (Guay and Bedoya, 1981; Sprecher et al., 1989).

1.1.1.2 Trachtigkeitsdiagnostik

Die Trachtigkeitsdiagnose mittels rektaler Palpation erfolgt tber GroRe, Symmetrie
und Fallungszustand des Uterus sowie uber das Auffinden eines CL graviditatis. In
den ersten 28 Tagen nach der Besamung kann in der Regel rektal kein Unterschied
zwischen dem trachtigen und dem nicht trachtigen Uterushorn ausgemacht werden.

Erst ab dem 35. Tag nach der Besamung kann je nach Erfahrung des Untersuchers
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eine Trachtigkeit transrektal festgestellt werden (van der Weijden, 1999). Die ,Dop-
pelwandigkeit* der Gebarmutter, hervorgerufen durch die Uteruswand und das anlie-
gende Allantochorion, gilt als erster beweisender Befund fir eine Trachtigkeit (,posi-
tiver Eihautgriff*). Jedoch sind auch bei gelibten Untersuchern die Sensitivitat und
Spezifitat der rektalen Palpation gering (Sensitivitat 67%; Lopes and Rocha, 2006).
Fehldiagnosen werden durch pathologische Flissigkeitsansammlungen im Uterus-
lumen oder durch embryonale Mortalitat hervorgerufen. Insbesondere die Diagnose
»nicht trachtig” ist oftmals nicht sicher zu stellen. Eine Schadigung der Fruchthtllen
(Day et al., 1995) oder des Fetus durch die manuelle Trachtigkeitsuntersuchung mit
konsekutiver Entwicklung einer Atresia ani wird diskutiert (Romano et al., 2007).

1.1.2 Sonographie

Die Sonographie wurde zu Beginn der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts in der
Veterinarmedizin etabliert und diente zunéchst der Darstellung der Reproduktionsor-
gane, insbesondere der physiologischen Prozesse wie z. B. Follikelreifung und Dar-
stellung des Konzeptus (Odde et al., 1980; Roberson et al., 1989; Hussein et al.,
1992; Acosta and Miyamoto, 2004).

1.1.2.1 Zyklusdiagnostik

Durch den Einsatz der Sonographie konnte die diagnostische Sicherheit wesentlich
gegenuber der transrektalen Palpation verbessert werden (Roberson et al., 1989;
Kastelic et al., 1990; Hussein et al., 1992; Acosta and Miyamoto, 2004). Mit Hilfe der
B-Mode Sonographie kann die Grofl3e der Funktionskorper ausgemessen und die
Diagnostik objektiviert werden (Odde et al., 1980; Roberson et al., 1989). Vor allem
die korrekte Identifikation eines CL ermdglicht eine relativ zuverlassige Einschatzung
des Zyklusstadiums. Leider bleibt das Risiko einer Fehldiagnose auch bei erfahrenen
Untersuchern hoch. Ein ovarieller Funktionskdrper wie das CL wird in bis zu 40% der
Untersuchungen Ubersehen oder bei bis zu 44% der Untersuchungen als Follikel an-
gesprochen (EI-Wishy, 1995; Hanzen et al., 2000a; b).
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Zudem kann ein CL in der Anbildungsphase (1.-5. Zyklustag) allein aufgrund der
GroRe nicht von einem CL in der RuUckbildungsphase (16.-21. Zyklustag)
unterschieden werden (Odde et al.,, 1980; Roberson et al., 1989; Lamming and
Darwash, 1998; Sangsritavong et al., 2002; Sartori et al., 2004). Wahrend der Reg-
ressionsphase nimmt die Grol3e des CL langsamer ab als die Progesteronkonzentra-
tion im Plasma. Das CL weist in dieser Phase eine noch beachtliche GréRRe auf, ist
aber funktionell nicht mehr aktiv und die Progesteronkonzentrationen bereits unter
den Schwellenwert von < 1.0 ng/ml abgesunken (Odde et al., 1980; Roberson et al.,
1989; Shelton et al., 1990).

Durch die B-Mode Sonographie ergaben sich im Hinblick auf die Dynamik des Folli-
kelwachstums vollig neue Erkenntnisse. So wurde erstmals festgestellt, dass Kihe
zwei bis vier Follikelwellen pro Zyklus aufweisen (Quirk et al., 1986; Savio et al.,
1988; Lucy et al., 1992). Ferner konnte mittels Sonographie erstmalig zwischen den
beiden unterschiedlichen Typen der Ovarialzysten unterschieden werden, da manuell
die Beschaffenheit einer Zystenwand und damit der Luteinisierungsgrad schwierig zu
erfassen sind. Zysten mit einer dicken Wandstruktur (> 3 mm) werden seitdem als
Follikel-Lutein-Zysten und Zysten mit einer dinnen Wand (< 3 mm) als Follikel-
Theka-Zysten definiert (Farin and Estill, 1993). Allerdings liefert die B-Mode Sono-
graphie keine Befunde, die Uber das Mald der morphologischen Veranderungen hi-
nausgehen. Physiologische Veranderungen sind mit dieser Methode nicht zu erfas-
sen. Aussagen Uber die Qualitat eines dominanten Follikels oder den Funktionszu-
stand eines CL kénnen mit der B-Mode Sonographie nicht hinreichend beurteilt wer-

den.

1.1.2.2 Trachtigkeitsdiagnostik

Die Trachtigkeitsdiagnose kann mittels Sonographie ab dem 24.-26. Tag nach der
Besamung weitgehend korrekt gestellt werden. Als eindeutiger Beweis fir eine
Trachtigkeit gilt die sonographische Darstellung des embryonalen Herzschlages.
Sensitivitat und Spezifitat sind fir diesen Zeitraum mit 95-99% bzw. 75-97% zu-
nachst zufriedenstellend (Taverne et al., 1985; Pieterse et al., 1990). Allerdings sind

die Sensitivitat und auch der Zeitpunkt der sicheren Diagnosestellung entscheidend
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abhangig von der Erfahrung des Anwenders und der Qualitat des verwendeten Ge-
rats (Taverne et al., 1985; Curran et al., 1986a; b; Kastelic et al., 1989; Szenci et al.,
1995; Szenci et al., 1998a; Szenci et al., 1998b; Romano et al., 2006).

1.1.2.3 Pathologische Befunde

Die Diagnose von Puerperalstérungen beruht gegenwartig vornehmlich auf der ma-
nuellen transrektalen Untersuchung des Uterus (Arbeiter, 1973; Grunert, 1993). Auf
Grund der Subjektivitat der Befunde bei der transrektalen Palpation im Hinblick auf
Puerperalstérungen wurde diese Methode in der Vergangenheit kritisch beurteilt
(Okano and Tomizuka, 1987; Sheldon et al., 2006). Es wurden zahlreiche Versuche
unternommen, die Diagnosen zu objektivieren (Pierson and Ginther, 1984; 1987;
1988; Bekana et al., 1994; Sheldon et al., 2006; Lenz et al., 2007). Die Ergebnisse
zeigen, dass pathologische Prozesse wie Retentio secundinarum, Metritis und Pyo-
metra mit Hilfe der Sonographie exakter befundet und diagnostiziert werden kdénnen
(Ginther and Pierson, 1984; Pierson and Ginther, 1988; Bekana et al., 1994; Chebel
et al., 2006; Sheldon et al., 2006).

1.2 Neue Methoden zur Diagnostik

1.2.1 Farbdoppler-Sonographie

Die Farbdoppler-Sonographie ermdglicht eine visuelle Darstellung und konsekutive
Quantifizierung des Blutflusses in einzelnen Blutgefal3en oder der Durchblutung spe-
zifischer Gewebe. |Ihr Einsatz dient derzeit noch vorwiegend der Evaluierung wissen-
schaftlicher Fragestellungen und ist in der taglichen tierarztlichen Routinediagnostik
am Rind bislang nicht etabliert.

1211 Prinzipien und Technik

Ultraschallwellen werden an Grenzflachen von Geweben mit unterschiedlicher akus-

tischer Impedanz m. o. w. reflektiert. Treffen die Ultraschallwellen auf ruhende
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Grenzflachen, so entspricht die Frequenz der reflektierten Echos derjenigen der aus-
gesendeten Schallwellen. Sto3en die Schallwellen dagegen auf sich bewegende
Strukturen, wie z. B. Erythrozyten, so resultiert eine Frequenzverschiebung der re-
flektierten Schallwellen gegeniber den emittierten Wellen (,Dopplerverschiebung®;
.Doppler-Shift*). Bewegen sich die Erythrozyten auf die Sonde zu, so ist die Fre-
guenz der reflektierten Schallwellen héher als die der emittierten Schallwellen und
damit positiv. Entfernen sich die Erythrozyten hingegen von der Sonde, ist die Fre-
quenz der reflektierten Schallwellen im Vergleich zu den ausgesendeten Ultraschall-
wellen erniedrigt und der Doppler-Shift damit negativ. Zur besseren Visualisierung
werden die Doppler-Shifts bei der Farbdoppler-Sonographie farblich kodiert darge-
stellt. Blutflusse, die auf die Sonde zuflie3en, erscheinen rot (positive Frequenzver-
schiebungen) und Bewegungen, die von der Sonde weggehen, blau (negative Fre-
guenzverschiebungen). Die Helligkeit der Farbpixel korreliert wiederum mit der Héhe

der Frequenzverschiebung.
Der Doppler-Shift ist von der Sendefrequenz des Schallkopfes, dem Winkel zwischen
Schallstrahl und Blutflussrichtung, der Geschwindigkeit des Ultraschalls im Korper-

gewebe (ca. 1540 m/s) abhangig und errechnet sich nach folgender Formel:

~ 2[fO [v[cosa

fg =To ~fe = c
fq = Frequenzverschiebung = Dopplershift [Hz]
fo = Sendefrequenz des Schallkopfes [Hz]
fe = Empfangsfrequenz [Hz]
% = Blutflussgeschwindigkeit [m/s]
a = Winkel zwischen Ultraschallwellen und Richtung des Blutflusses
Cc = Ausbreitungsgeschwindigkeit des Ultraschalls im Weichteilgewebe

[1540 m/s]



Einleitung Seite 13

Durch Umstellung dieser Gleichung lasst sich quantitativ die Blutflussgeschwindigkeit
(TAMV = Time Averaged Maximum Frequency Velocity) berechnen:

V= fq [
21, [¢cosa

Zunachst werden die maximale systolische Frequenzverschiebung (S), die minimale
diastolische Frequenzverschiebung (Min) und die mittlere maximale Frequenzver-
schiebung (TAMF = Time Averaged Maximum Frequency Shift) bestimmt. Dabei ist
die TAMF definiert als Integral unter der Hullkurve, die tber die Dopplerwelle eines
Herzzyklus gelegt wird (Abb. 1). Aus diesen Frequenzverschiebungen kénnen dann
mit Hilfe oben genannter Formel die entsprechenden Geschwindigkeiten berechnet
werden. Es sollten nur solche Dopplerwellen ausgewertet werden, bei denen der
Winkel zwischen Blutfluss und Schallwellen unter 60° liegt. Kleine Ungenauigkeiten
verursachen bei einem Winkel Uber 60° einen relativ grof3en Fehler in der Berech-
nung des Kosinus und damit der Gesamtgeschwindigkeit. Unterscheiden sich der
vom Untersucher eingestellte Winkel und der tatsachliche Winkel um 5° bei einem
realen Winkel von kleiner 10° so fuhrt dieses zu e iner Fehlerquote von bis zu 2% bei
der Berechnung der Blutflussgeschwindigkeit. Bei einem realen Winkel von 60° be-
tragt diese Fehlerquote bereits 12% (Dickey, 1997).
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Frequenzverschiebung [Hz]
A

Herzzyklus

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Dopplerwelle in einer Arterie mit der
maximalen systolischen (S), minimalen diastolischen (Min), enddiastoli-
schen (D) und maximalen mittleren (TAMF) Frequenzverschiebung
wahrend eines Herzzyklus (mod. nach Bollwein et al., 2000).

Zusatzlich kann die Frequenzverschiebung in einem Koordinatensystem in Abhan-
gigkeit von der Zeit als Spektralkurve dargestellt werden (Abb. 2). Oberhalb der Null-
linie wird der Blutstrom dargestellt, der zur Sonde hin fliel3t. Von der Sonde wegstro-

mendes Blut wird unterhalb der Nulllinie angezeigt (Dudwiesus, 1993).

Erythrozyten bewegen sich mit dem Blutfluss innerhalb eines Gefal3es im Zentral-
strahl eines Gefalies wesentlich schneller als in randstandigen Bereichen. Entspre-
chend ergibt sich ein ganzes Spektrum unterschiedlicher Dopplerfrequenzen
(,Spektraldoppler”) (Dickey, 1997; Maulik, 1997).
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INVERT AC 44

Abb. 2: Spektraldoppler: Darstellung von Dopplerwellen der A. uterina im Pulse-
Wave-Mode wahrend mehrerer Herzzyklen bei einer Kuh (mod. nach
Bollwein et al., 2000).

Neben der Blutflussgeschwindigkeit kann der Blutfluss quantitativ tber das Blutfluss-
volumen und semiquantitativ Uber den Blutflusswiderstand, die sog. Doppler-Indices
ermittelt werden. Das Blutflussvolumen (BFV) errechnet sich aus der mittleren Blut-
flussgeschwindigkeit (TAMV) und dem GefaRdurchmesser und entspricht der Perfu-
sion des betreffenden Gefal3es oder Parenchyms (Volumen pro Zeiteinheit). Die
Doppler-Indices sind winkelunabh&angig und stellen ein Mal3 fur den in der Peripherie
des untersuchten GefalRes herrschenden Blutflusswiderstand dar. Je héher der Wert
des Index ist, desto grof3er ist der Blutflusswiderstand in dem Organ, das von dem

untersuchten Blutgefal3 versorgt wird.

Als sensitiveres Verfahren zur Darstellung der Durchblutung gilt der so genannte An-
gio-Mode, der sich insbesondere zur Erfassung der Gewebeperfusion eignet (Abb.
3). Dabei wird die Blutflussintensitat, d. h. die Zahl der pro Zeiteinheit durch ein Ge-
fall stromenden zellularen Blutbestandteile detektiert. Es handelt sich somit nicht um
eine Messung der FlieRgeschwindigkeit. Die Erythrozyten werden als farbige Bild-
punkte im B-Mode Bild dargestellt (Dudwiesus, 1995). Dies Verfahren ist der her-
kommlichen Farbdoppler-Technik bei der Darstellung sehr geringer Blutflisse tber-
legen (Bude et al., 1994).
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Abb. 3: Angio-Mode: Darstellung der Durchblutung (gelb-orange Bereiche) des
Corpus luteum einer Kuh im Diostrus.

1.2.1.2 Untersuchungen zum genitalen Blutfluss ind  er Veterindrmedizin

12121 Uteriner Blutfluss

Bollwein et al. (1998; 2000) entwickelten ein Verfahren, mit dem beim Rind nicht-
invasiv mittels transrektaler Doppler-Sonographie die Durchblutung der A. uterina
ermittelt wurde. Dabei wurde eine erhebliche Variabilitat der uterinen Durchblutung
wahrend des Zyklus deutlich: Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit (TAMV) in der A.
uterina war im Proostrus und Ostrus mit ca. 30 cm/sec am hochsten, halbierte sich
wahrend des Didstrus und blieb in dieser Zeit auf einem konstanten Niveau. Die
Zyklus-abhangigen Schwankungen der uterinen Blutflussgeschwindigkeit korrelierten
dabei eng mit der Ostrogenkonzentration im Plasma (r = 0,51). Honnens et al. (2008)
wiesen mit dieser Methode einen Anstieg der uterinen Blutflussgeschwindigkeit bei
trachtigen Kihen zwischen den Tagen 13 und 18 nach der Besamung um 27% nach.
Konnten Bollwein et al. (1998) einen Zusammenhang zwischen dem Blutfluss und
der Ostrogenkonzentration im Plasma feststellen, so war dieser bei Honnens et al.
(2008) nicht nachweisbar. Offensichtlich sind bei der Regulation der uterinen Durch-

blutung neben den Steroidhormonen noch weitere Faktoren beteiligt. So werden
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PGE; (Kimura et al., 1995), Nitritoxid (Jovanovic et al., 1994; Saha et al., 1998), Zy-
tokine (Matsumoto et al., 1992) und weitere endokrine, lokale Blutflussregulatoren
(Krzymowski und Stefanczyk-Krzymowska, 2004) in diesem Zusammenhang disku-
tiert. Ferner wurde der Anstieg der uterinen Durchblutung als lokales Phanomen an-
gesehen, das mit der Lokalisation des Embryos und der Produktion vasoaktiver Sub-
stanzen durch den Embryo und/oder das Endometrium bei verschiedenen Spezies
in Zusammenhang gebracht wurde (Ford et al., 1979a; Ford et al., 1979b; Reynolds
et al., 1984, Silva et al., 2005).

Panarace et al. (2006) untersuchten die uterine Durchblutung vom zweiten bis zum
neunten Trachtigkeitsmonat bei Fleischrindern. Sie beobachteten einen vierfachen
Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit in der A. uterina auf der trachtigen Seite Uber
die gesamte Trachtigkeit von 46 auf 197 cm/sec. Das Blutflussvolumen stieg in die-
sem Gefald in den letzten zwei Dritteln der Trachtigkeit exponentiell. Die Autoren
stellten eine positive Korrelation zwischen dem Geburtsgewicht der Kalber und der

uterinen Durchblutung fest.

Untersuchungen wahrend des Puerperiums zeigten charakteristische Veranderungen
des Blutflussvolumens und des Blutflusswiderstandes. Das Blutflussvolumen redu-
zierte sich innerhalb der ersten sieben Tage post partum (p.p.) von 4,3 I/min auf
1,4 I/min (Krueger et al., 2009) und bis zum 28. Tag p.p. weiter auf 0,2 I/min. Danach
konnte keine weitere Abnahme beobachtet werden. Die Verdnderungen des Blut-
flussvolumens spiegelten die Vorgange der uterinen Involution wieder, die am Tag 28
bei allen untersuchten Tieren abgeschlossen war (Kontrolle durch rektale und so-

nographische Untersuchung).

1.2.1.2.2 Ovarieller Blutfluss

Die transrektale Farbdoppler-Sonographie wurde in den letzten Jahren ferner zur
Untersuchung der ovariellen Durchblutung genutzt. Hier standen die follikulare sowie
die luteale Durchblutung im Fokus (Acosta et al., 2002; Acosta et al., 2003; Acosta et
al., 2005; Miyamoto et al., 2005; Miyamoto et al., 2006).
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Acosta et al. (2003) erfassten erstmalig quantitativ die lokale Durchblutung der Theca
externa der Follikel bei Kiihen. Ihre Untersuchungen stellten den ersten Hinweis dar,
dass der Blutfluss in der Wand des dominant werdenden Follikels zum Zeitpunkt der
Follikeldeviation stieg und in den atresierenden Follikeln konsekutiv abnahm (Acosta
et al., 2003). Weiterhin ergaben sich Unterschiede zwischen dem Blutfluss im prao-
vulatorischen Follikel bei einer Spontanovulation und einer durch GnRH-Injektion in-
duzierten Ovulation. Die Durchblutung stieg innerhalb von 6 Stunden nach dem en-
dogenen LH-Peak, wahrend der Blutfluss bei der durch GnRH-Injektion induzierten
Ovulation bereits 0,5 Stunden post injectionem und damit synchron mit dem Beginn
des LH-Peaks anstieg. Die komplexen strukturellen und funktionellen Anderungen in
einem reifen Follikel - induziert durch den LH-Peak — scheinen eng mit Veranderun-

gen in der praovulatorischen Follikelwand assoziiert zu sein (Miyamoto et al., 2006).

Auch eine Verkirzung der praovulatorischen Follikelphase in einem OvSynch Proto-
koll durch eine zweite GnNRH Injektion 40 h nach der PGF,,.-Applikation hat Auswir-
kungen auf den ovariellen Blutfluss (Bollwein et al., 2010). Die Ovulationsfollikel wa-
ren kleiner, weniger durchblutet und die sich daraus entwickelnden CL kleiner als bei
einer GnNRH Injektion erst 60 h nach der PGF,,-Applikation. Folglich kdnnten die er-
hohten Trachtigkeitsraten bei OvSynch-Programmen, bei denen die praovulatorische
Follikelentwicklung durch eine spéatere Injektion von GnRH verlangert wird, auf eine
positive Beeinflussung der follikularen und lutealen Entwicklung zurtickzuftihren sein.
Untersuchungen von Siddiqui et al. (2009) bestétigen diese Hypothese. Sie unter-
suchten die Durchblutung des préaovulatorischen Follikels bei Farsen vor der kinstli-
chen Besamung. Dabei war ein positiver Zusammenhang zwischen der follikularen
Durchblutung und der Graviditatsrate nachweisbar. Es wird ein “cross-talk” zwischen
den Endothelzellen und follikularen Steroidhormonen vermutet, der die lokalen Ver-
anderungen im Ovulationsfollikel beeinflusst (Acosta et al., 2003; Acosta und Miya-
moto, 2004).

Die Farbdoppler-Sonographie wurde vereinzelt auch zur Untersuchung der Durch-
blutung des Corpus luteum angewandt. Da das CL wahrend des Zyklus fir eine kur-
ze Zeit das Organ im Korper ist, welches pro Gewichtseinheit am starksten durchblu-
tet ist (Wiltbank et al., 1988), eignet es sich besonders flur Doppler-sonographische

Untersuchungen. Wahrend der Luteolyse erfolgt ein initialer Anstieg der lutealen
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Durchblutung gefolgt von einem stetigen Abfall (Acosta et al., 2002). Diese Ergebnis-
se liel3en auf eine erhebliche Zunahme der lutealen Durchblutung noch vor Abnahme
der Progesteronkonzentration im Plasma schliel3en. Der Blutflussanstieg wurde als
maoglicher Trigger fur die luteolytische Kaskade diskutiert, der erst die funktionelle,
dann die strukturelle Luteolyse einleitet (Miyamoto et al., 2005). So ging der Blut-
flussanstieg mit einer erhdhten Konzentration von Stickstoffmonoxid im Plasma ein-
her, das mdglicherweise die initiale Vasodilatation ausloste (Acosta et al., 2002).
Versuche, die Luteolyse eines Anbildungsgelbkorpers experimentell zu induzieren,
zeigten, dass sowohl der initiale Blutflussanstieg als auch die Luteolyse unter diesen
Bedingungen ausblieben (Acosta und Miyamoto, 2004). Nach experimenteller Induk-
tion der Luteolyse eines Blitegelbkorpers stieg hingegen die Durchblutung bereits
30 min nach einer PGF,,-Applikation fur zwei Stunden an, und es erfolgte die Luteo-
lyse. Die initiale Vasodilatation im CL fuhrte zur parakrinen Freisetzung von Endothe-
lin 1 (ET-1) und Angiotensin Il (Ang II) (Ohtani et al., 1998; Levy et al., 2000). Diese
vasoaktiven Substanzen induzierten schlie3lich eine Vasokonstriktion und konsekutiv
eine verminderte luteale Durchblutung. Diese Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese,
dass ein initialer Blutflussanstieg als Trigger zur Freisetzung von vasoaktiven Sub-
stanzen aus den lutealen Endothelzellen und damit zur Einleitung der Luteolyse not-

wendig sei.

1.3 Computer-gestitzte Auswertung des Blutflusses

Zur off-line Auswertung des Blutflusses wird meist das Programm PixelFlux® verwen-
det. Dieses Programm wurde zur Computer-gestitzten Analyse der Organ- und Ge-
websperfusion beim Menschen mit Hilfe von Doppler-Ultraschallvideos entwickelt
(Scholbach et al., 2004a; Scholbach et al., 2004b). Mit PixelFlux® werden anhand
von Videodateien durch den Benutzer festegelegte Regions of Interest (ROI) analy-
siert. PixelFlux® wird sowohl in der Nephrologie sowie in der Gynakologie eingesetzt
(Abb. 4).
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Exemplarische Darstellung des Blutflusses in der Niere. In dem Farb-

doppler-Bild wird manuell eine Region of Interest festgelegt. Die drei

Diagramme demonstrieren die relevanten Perfusionsparameter wéhrend

eines Herzzyklus: (1) oben links: Anderungen der mittleren Flussge-
schwindigkeit; (2) unten links: Anderungen der durchbluteten Flache; (3)

unten rechts: spezifischer Fluss, der sich aus der durchbluteten Flache

und der mittleren Flussgeschwindigkeit errechnet.

Echotexturanalyse

Die Echotexturanalyse hat sich in den letzten beiden Jahrzehnten als eine spezifi-

sche guantitative Form der Auswertung sonographischer B-Mode Bilder zur Analyse

der Gewebestruktur innerer Organe entwickelt. Sie wurde insbesondere in der Hu-

manmedizin vor allem in der Leber- und Tumordiagnostik eingesetzt (Garra et al.,
1987a; Garra et al., 1987b; Valckx et al., 2000). In der Veterindrmedizin fand die

Echotexturanalyse bislang in der Leberdiagnostik der Milchkuh Anwendung (Acorda,
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1994; Bobe et al., 2004; Bobe et al., 2008; Thijssen et al., 2008; Starke et al., 2010);
wenige Studien wurden in dem Bereich der Gynakologie durchgefuhrt (Singh et al.,
1997; Tom et al., 1998; Schmauder, 2003).

15 Prinzip und Technik

Ein B-Mode-Ultraschallbild besteht aus Pixeln und verfiigt Gber bis zu 256 verschie-
dene Grautdne (Delorme und Zuna, 1995). Das menschliche Auge vermag nur 20,
im Extremfall 60, dieser 256 Graustufen zu differenzieren (Zink, 1996). Zwangslaufig
fuhrt die visuelle Auswertung von Ultraschallbildern durch den menschlichen
Betrachter somit zu einem Informationsverlust (Delorme und Zuna, 1995). Um den
Informationsgewinn basierend auf sonographischen Untersuchungen zu erhdhen,
wird bei der Computer-gestutzten Grauwertanalyse der Grauwert jedes einzelnen
Pixels exakt Uber eine Zahl kodiert. Die Auswertung der Daten erfolgt durch quantita-
tive statistische Verfahren, so dass eine Objektivierung der Ergebnisse gewahrleistet
ist (Ginther, 1995).

Die Echotexturanalyse von B-Mode-Bildern basiert zum einen auf der quantitativen
Beschreibung der Helligkeit und zum anderen auf der Analyse der raumlichen An-
ordnung der Pixel in der untersuchten Bildregion. Zur Analyse der Helligkeit eines B-
Mode-Bildes wird fur die zu analysierende Region (,Region of interest“, ROI) ein ein-
dimensionales Grauwerthistogramm angefertigt (Abb. 5). Dieses schlusselt die Hau-
figkeit des Vorkommens der einzelnen Grauwerte auf, ohne deren rdumliche Bezie-
hung zueinander zu beriicksichtigen. Zwei Bilder, die in ihrer Textur vollig unter-
schiedlich sind, kdbnnen demnach identische Grauwertverteilungen bzw. Histogram-
me haben. Beschrieben wird lediglich die Gesamthelligkeit des sonographischen Bil-
des. Dieses Verfahren wird Grauwertanalyse erster Ordnung genannt (Abb. 5). Auch
der mittlere Grauwert zéhlt zu dieser Kategorie, da er die mittlere Helligkeit der ROI
definiert (Raeth et al., 1985; Haberkorn, 1991; Delorme and Zuna, 1995; Bleck et al.,
2000).
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Abb. 5: Darstellung der eindimensionalen Histogramme (z.B. mittlerer Grauwert)
zweier unterschiedlicher Schwarz-Wei3-Bilder (modifiziert nach Hermes
et al.,, 1997). Der mittlere Grauwert unterscheidet sich in beiden Bildern
nicht.

Der rdumliche Bezug der einzelnen Pixel wird Uber die Grauwertanalyse zweiter
Ordnung (,co-occurrence matrix*) erfasst (Delorme and Zuna, 1995). Fiur die Be-
rechnung der Parameter der zweiten Ordnung muss eine so genannte Grauwertab-
hangigkeitsmatrix der ROI erstellt werden. Dabei handelt es sich um ein zweidimen-
sionales Histogramm (Scatterplot), in dem die Haufigkeit bestimmter Kombinationen
von Grauwerten berechnet wird. Durch die schrittweise Erfassung und Registrierung
von Pixelpaaren in der ROI ergibt sich in der Matrix eine Haufigkeitsverteilung der
Grauwertkombinationen (Delorme und Zuna, 1995; Valckx und Thijssen, 1997). Im
Anschluss wird die Matrix statistisch ausgewertet und somit werden die Parameter
der zweiten Ordnung, wie beispielsweise Homogenitat und Heterogenitat, ermittelt
(Raeth et al., 1985; Haberkorn, 1991; Zuna, 1991; Huber und Luscher, 1994; Delor-
me und Zuna, 1995; Huber et al., 2000). Anhand dieser Parameter wird die Gleich-
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formigkeit der vorkommenden Pixelpaare beurteilt (Gertsch, 1997). Sie werden be-
stimmt durch die Anzahl der unterschiedlichen Grauwertkombinationen und deren
Haufigkeit. Die Homogenitat ist grol3, wenn es wenige verschiedene Grauwertkombi-

nationen in der Matrix gibt und diese sich haufig wiederholen (Abb. 6).

Abb. 6: Schematische Darstellung eines homogenen (links) bzw. heterogenen
Bildes (rechts). Das homogene Bild enthalt weniger unterschiedliche
Graustufen (Pfeile) als das heterogene Bild (modifiziert nach Meyer-
Scheel, 2005).

Alle bislang verfuigbaren Auswertungsprogramme wurden jedoch fir die Computer-
tomographie entwickelt und an die Auswertung sonographischer Bilder adaptiert. Bis-
lang existieren noch keine speziell an die Sonographie adaptierten Programme, die
vor allem eine gerateunabhangige Bildauswertung ermoéglichen. Das ist mit einem
zentralen Nachteil verbunden: Sonographie-spezifische Artefakte (,Speckles”, Rand-
schatten, Schallschatten, Kometenschweife) flie3en in die Bildauswertung mit ein.
Artefakte entstehen durch die Uberlagerung mehrerer Ultraschallwellen und haben
keinen Bezug zu dem anatomischen Korrelat (Bleck, 1998). Sie erscheinen im B-
Mode-Bild als dunkle oder helle Flecken (Delorme und Zuna, 1995). In der Human-
medizin wird deshalb in der Tumordiagnostik die Computer-gestitzte Grauwertanaly-
se erster und zweiter Ordnung mit der Auswertung von ,Speckle“-Informationen
kombiniert, um die Belastbarkeit von Aussagen basierend auf der Computer-

gestlitzten Echotexturanalyse zu erhéhen (Thijssen, 2000; Chang et al., 2003).
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1.6 Anwendungsgebiete der Echotexturanalyse in der Gynékologie

Mittels Echotexturanalyse wurden bereits Strukturveranderungen des Endometriums
beim zyklischen Rind untersucht (Schmauder, 2003). Dabei war eine positive Korre-
lation zwischen der Progesteronkonzentration im Plasma und dem mittleren Grau-
wert des Endometriums nachweisbar (r = 0,48). Die Homogenitat der Grauwerte war
dagegen negativ mit der Progesteronkonzentration korreliert, d. h. im Didstrus waren
mehr verschiedene Grauwerte nachweisbar. Dabei fiel die subjektive Beurteilung der

Homogenitat umgekehrt zu der digital ermittelten aus.

Zusatzlich wurden mittels Echotexturanalyse akute inflammatorische Prozesse am
Endometrium des Rindes untersucht. Hierzu wurde den Tieren Policresulen (Lota-
gen®) intrauterin verabreicht. Innerhalb von 72 Stunden post infusionem erhéhte sich
die Variabilitat der Grauwerte; dies erscheint plausibel aufgrund der durch die Infusi-

on induzierten Odematisierung des Endometriums (Schmauder, 2003).

Die Echotexturanalyse wurde schlie3lich als Grauwertanalyse erster Ordnung ge-
nutzt, um Informationen Uber den morphologischen und funktionellen Status des CL
zu erhalten. Charakteristische zyklische Verdnderungen zwischen dem mittleren
Grauwert und den histomorphologischen Charakteristika eines Gelbkorpers waren
sowohl in vitro als auch in vivo nachweisbar (Singh et al., 1997; Tom et al., 1998).
Der mittlere Grauwert korrelierte in vitro negativ mit der Dichte der Luteinzellen und
positiv mit der Dichte des Bindegewebes. Obwohl die Pixelwerte der Ultraschallbilder
sowohl mit der lutealen Progesteronkonzentration (r = —0.72) als auch der Plasma-
konzentration des Progesterons (r = —0.71) korrelierten, war eine Differenzierung der
unterschiedlichen Stadien eines CL und damit der Zyklusstadien anhand des Grau-
wertes nicht moglich (Singh et al., 1997). In den beschriebenen Studien blieb die

diagnostische Aussagekraft dieser Untersuchungsmethode bislang begrenzt.
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1.7 Konzeption und Fragestellung

Mittels Farbdoppler-Sonographie und Echotexturanalyse wurden Untersuchungen
am Genitale des Rindes wahrend des Zyklus und der Trachtigkeit durchgefuhrt. An-
hand von Verlaufsuntersuchungen wurde gepruft, ob mit Hilfe dieser Untersuchungs-
verfahren zusatzliche funktionelle Erkenntnisse Uber die Physiologie des Zyklusge-
schehens als auch der Graviditat gewonnen werden kénnen, die tber die morpholo-
gischen Veranderungen von Uterus und Ovar hinausgehen. Diese nicht-invasiven
Untersuchungsverfahren sind schonend fir das Tier und zudem ggf. auch bei vielen
Tieren in kurzer Zeit durchfihrbar. Es wurden folgende Problemstellungen bearbei-
tet:
» Bestimmung des pradiktiven Werts des lutealen Blutflusses zur Charak-
terisierung der Funktion des CL;
» Charakterisierung der Veranderungen des CL wahrend des Zyklus an-
hand der Echotexturanalyse;
» Etablierung eines neuen, spezifischen Programms zur Analyse der lu-
tealen Echotextur des Rindes;
* Induzierung der Luteolyse an unterschiedlichen Zeitpunkten der Lu-
tealphase und Effekte auf den Ovulationsfollikel;
» Charakterisierung lutealer Veranderungen nach experimenteller Ent-
zuindung durch Lipopolysaccharide bei Kiihen im Didstrus;
» Etablierung einer Methode zur Trachtigkeitsdiagnostik anhand der lu-
tealen Durchblutung bereits in der dritten Woche der Graviditat;
» Charakterisierung des uterinen Blutflusses in der zweiten Halfte der
Graviditat bei Milchkiihen mit Hilfe der Farbdoppler-Sonographie und

Ableitung von Determinanten des Blutflusses.

Zukunftige Herausforderungen ergeben sich zusatzlich bei der Diagnostik pathologi-

scher Zustande und der Uberprifung von Erfolgen therapeutischer Interventionen.
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2. Ergebnisse

2.1 Der luteale Blutfluss wahrend des Zyklus be i Rindern

Herzog, K., M. Brockhan-Lidemann, M. Kaske, N. Beindorff, V. Paul, H. Niemann, H.
Bollwein (2009). Luteal blood flow is a more appropriate indicator for luteal function
during the bovine estrous cycle than luteal size. Theriogenology 73, 691-7.

Ziel dieser Studie war es, (a) die luteale Durchblutung mittels Farbdoppler-
Sonographie wahrend eines physiologischen Zyklus zu quantifizieren und (b) die lu-
teale Durchblutung mit der Plasmakonzentration des Progesterons sowie der Grolie
des CL (bestimmt durch B-Mode-Sonographie) zu korrelieren. Dazu wurde der Zyk-
lus von zehn Deutschen Holstein Kilhen zunachst synchronisiert. Wahrend des fol-
genden Zyklus (Tag 1 entspricht dem sonographisch nachgewiesenen Tag der Ovu-
lation) wurden die Kiihe an den Tagen 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, -5, -4, -3, -2, -1
transrektal sonographisch untersucht; an jedem Untersuchungstag wurde zudem ei-
ne vendse Blutprobe zur Bestimmung der Plasmakonzentration des Progesterons
entnommen und mittels Enzymimmunoassay (Immulite®) analysiert. Die Bestimmung
der Grol3e des CL erfolgte mittels B-Mode-Sonographie aus dem maximalen Quer-
schnitt des CL. Die luteale Durchblutung wurde mittels Farbdoppler-Sonographie an-
hand der maximal durchbluteten Flache des CL bestimmt. Die Grol3e des CL ver-
doppelte sich wahrend der Anbildungsphase zwischen Tag 4 und 7, blieb wahrend
der Blitephase (Tag 8 bis 16) auf konstant hohem Niveau und nahm danach wah-
rend der Regressionsphase (Tag -5 bis -1) langsam ab. Die luteale Durchblutung
verdoppelte sich wahrend der Anbildungsphase, verdoppelte sich wiederum wahrend
der Blutephase und nahm wahrend der Regressionsphase rapide ab. Die Progeste-
ronkonzentration verhielt sich tber den Zyklus ahnlich wie die luteale Durchblutung.
Diese ermdglichte einen validen Nachweis einer hohen Progesteronkonzentration im
Plasma (> 1,0 ng/ml; ,aktives CL"); dazu musste die luteale Durchblutung nur 35%
ihrer Maximalwerte erreichen. Die Grol3e des CL erwies sich als weniger sensitiv; die
GroRe musste 60% des Maximalwerts Uberschreiten, um zuverlassig auf eine Plas-
makonzentration des Progresterons von > 1 ng/ml hinzuweisen. Die luteale Durch-

blutung erwies sich damit insbesondere wahrend der Regressionsphase als probater



Ergebnisse Seite 27

Parameter zur Beurteilung der CL-Funktion und besser geeignet als die luteale Gro-
Re. Die Nutzung dieses Parameters erscheint heute auch fur die Routinepraxis mog-
lich, da tragbare, batteriebetriebene Ultraschallgerate mit Farbdopplerfunktion bereits
okonomisch vertretbar sind. Die Erfassung der lutealen Durchblutung erdéffnet somit
neue Optionen flur zootechnische MalRhahmen im Rahmen des FertilitAtsmanage-
ments beim Rind.
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2.2 Echotexturanalyse des Corpus luteum im Zyk  lus bei Rindern

Herzog, K., E. Kiossis, H. Bollwein (2008). Examination of cyclic changes in bovine
luteal echotexture using computer-assisted statistical pattern recognition techniques.
Animal Reproduction Science 106, 289-297.

Die B-Mode-Sonographie reprasentiert ein etabliertes, diagnostisches Verfahren zur
Zyklusbestimmung beim Rind. Ziel dieser Studie war es zu prifen, ob die Computer-
gestltzte Analyse von B-Mode-Ultraschallbildern des Corpus luteum (CL) im Rah-
men einer Echotexturanalyse zusatzliche Informationen tber das Zyklusgeschehen
der Milchkuh vermittelt. Dazu wurden vier Kilhe (Deutsches Fleckvieh) in zwei auf-
einander folgenden Zyklen beginnend am Tag 1 (Ovulation = Tag 0) jeden zweiten
Tag bis Tag 13 im Di6strus und taglich von Tag -5 bis zur folgenden Ovulation trans-
rektal sonographisch untersucht. Wahrend jeder Untersuchung wurden jeweils drei
B-Mode-Bilder des CL gespeichert; diese wurden digitalisiert und spater off-line mit
einem Computer-gestiitzten Analyseprogramm (Pepe®, Deutsches Krebsforschungs-
zentrum Heidelberg) ausgewertet. Dabei wurden die Querschnittsflache des CL (A),
Mean grey level (MGL) (,Echotexturparameter 1. Ordnung®) sowie Correlation
(CORR), Run percentage (RPERC) und Long-run emphasis (LREM) (,Echotextur-
parameter 2. Ordnung“) ausgewertet; zusatzlich wurden bei jeder Untersuchung
Blutproben zur Bestimmung der Plasmakonzentration des Progesterons (P4) mittels
Enzymimmunoassay gewonnen. Alle erfassten Parameter der Echotextur zeigten
charakteristische Veranderungen im Verlauf des Zyklus. Eine Varianzkomponenten-
schatzung wurde durchgefuhrt, um den Effekt des Zyklustages zu ermitteln; dieser
lag fur A, MGL, CORR, RPERC und LREM bei 56,6%, 64,6%, 77,6%, 89,9% bzw.
86,0%. Der Effekt des Individuums auf die untersuchten Parameter A, MGL, CORR,
RPERC und LREM war mit Werten von 20,6%, 24,5%, 7,2%, 0,0% und 14,0% ge-
ringer. Die Ergebnisse zeigten, dass die Veranderungen der lutealen Echotextur
primar durch das Zyklusstadium und kaum durch die interindividuelle Streuung be-
einflusst wurden. Auch der Einfluss der zwei unterschiedlichen Zyklen auf die unter-
suchten Echotexturparameter fiel mit 22,8%, 10,9%, 15,2%, 10,1% und 0,0% relativ
gering aus; die zyklischen Veranderungen der Parameter A und P4, waren ahnlich. Im

Gegensatz zu P4, dessen Konzentration bereits zwischen den Tagen -5 und -3 deut-
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lich abnahm, blieb A bis Tag -3 auf konstant hohem Niveau. Der MGL war an den
Tagen 7, 9 und 13 des Zyklus deutlich hoher (p < 0,05) verglichen mit den Tagen 3
und -3. Der Parameter CORR wies in den ersten Tagen nach der Ovulation konstant
hohe Werte auf (p > 0,05) und nahm zwischen den Tagen 5 und 13 kontinuierlich ab
(p < 0,05). Danach blieben die Werte bis zur nachsten Ovulation, mit Ausnahme von
Tag -3 (p < 0,05) auf niedrigem Niveau (p < 0,05). Der Parameter RPERC stieg zwi-
schen den Tagen 1 und 9 an (p < 0,0001), blieb zwischen Tag 9 und 15 auf hohem
Niveau (p > 0,05) und nahm anschlieRend bis Tag -1 bis auf das Basalniveau ab
(p < 0,05). Der Parameter LREM stieg steil auf Maximalwerte zwischen den Tagen 1
und 5 (p < 0,0001) an. Von Tag 7 bis -3 blieb dieser Parameter auf einem konstant
hohen Level nahe des Maximums (p > 0,05); an Tag -1 war er bis auf den Basalwert
abgesunken. Die Ergebnisse zeigen, dass die Computer-gestitzte Analyse von B-
Mode-Ultraschallbildern zusatzliche Informationen tber die Morphologie des CL lie-
fert und eine bessere Differenzierung zwischen den einzelnen Zyklusstadien ermég-
lichte. Allerdings erwies sich die Unterscheidung eines CL wahrend der An- und
Ruckbildungsphase, die eine erhebliche Relevanz fir tierarztliche Interventionen hat,
mit dem hier eingesetzten kommerziell verfiigbaren Bildanalyseprogramm schwierig,

bzw. nicht moglich.
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2.3 Aussagen zur lutealen Funktion anhand Compute  r-gestltzter Ana-
lyse von B-Mode-Bildern des Corpus luteum im Zyklu s bei Rindern

Thijssen, J.M., K. Herzog, G. Weijers, M. Brockhan-Luedemann, A. Starke, H. Nie-
mann, H. Bollwein, C. L. de Korte (2011). Quantitative ultrasound image analysis of-
fers the possibility to predict plasma progesterone concentrations in the estrous cycle
in cows: a feasibility study. Animal Reproduction Science 127, 7-15.

In den vergangenen Jahren wurden mehrfach Versuche unternommen, den Funkti-
onszustand eines Corpus luteum (CL) anhand seiner sonographischen Echotextur zu
charakterisieren. In diesen Studien waren die Ergebnisse der Echotexturanalyse we-
sentlich von der Art und Einstellung des verwendeten Ultraschallgerats bzw. der zur
Analyse benutzten Computerprogramme abhangig. Ziel dieser Studie war es zu un-
tersuchen, ob die quantitative Analyse von Ultraschallbildern des CL nach Kalibrie-
rung der Ultraschallgeréate eine valide Abschéatzung der peripheren Plasmaprogeste-
ronkonzentration (P4) erméglicht. Zehn Deutsche Holstein Kihe wurden taglich an
den Tagen 4 bis 8, 10 bis 16 und -5 bis -1 (Tag 1 = Ovulation) des Zyklus so-
nographisch (B-Mode) untersucht. Zusatzlich wurde den Tieren bei jeder Untersu-
chung eine vendse Blutprobe zur Bestimmung der Plasmakonzentration des Pro-
gesterons entnommen. Die Ultraschallbilder wurden mit dem durch die Autoren ent-
wickelten Analyseprogramm CAUS ausgewertet. Zusatzlich zur Gro3e des CL (Total
Area, TotA; Tissue Area interactive, TisAi; Tissue Area Automatic, TisAa) wurden
anhand des Grauwert-Histogramms und der Speckle-GroRe bestimmt: Mean, Stan-
dard Deviation (SD), Signal-to-Noise Ratio (SNR = Mean/SD) der Echolevel und Re-
sidual Attenuation (ResAtt) sowie Axial und Lateral speckle size (Ax and Lat). Die
interindividuelle Variabilitdt der P4-Konzentration, gemittelt Gber alle Untersuchungs-
tage, wurde durch den Variationskoeffizient (VK) abgeschatzt. Der VK der Pg4-
Plasmakonzentration war mit 0,65 hoch. Deshalb wurde exemplarisch wahrend des
Didstrus die relative P4,-Konzentration am Tag 16 mit 100% als Referenzwert genutzt
(P4 _rel_D16). Fur diesen Zyklustag wurden zwischen der relativen P4-Konzentration
und den Ultraschallparametern die héchsten Korrelationen errechnet. Die Korrelatio-
nen zwischen P4 _rel D16 und TotA, TisAa (CL GroRRe nach automatischer Gréf3en-
bestimmung) sowie ResAtt waren mit r = 0,68, 0,74 und -0,42 am héchsten. Eine

multiple Regressionsanalyse unter Einbeziehung aller sonographischen Parameter
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ergab P4_rel_D16pq=-0,315+0,225TisAa-0,023ResAtt (r*=0,59; p < 0,001). Anhand
dieser Formel wurde die Plasmakonzentration des Progesterons P4_rel_D16 mit Hil-
fe der sonographischen Parameter fir jeden Untersuchungstag berechnet. Die Kor-
relation zwischen der errechneten und gemessenen Progesteronkonzentration
P4 rel_D16 war hoch (r = 0,77). Die Klassifizierung eines mit CAUS analysierten
sonographischen Bildes in Abhangigkeit zum prognostizierten P4-Wert mittels ROC-
Kurve erwies sich fur den Di6strus (Tag 10 bis 16) mit ROC > 0.80 als zufriedenstel-
lend. Die Flachenberechnung ergab fir die Echotexturparameter TisAa and ResAtt
Werte von 0.88. Zusammenfassend erwies sich damit die quantitative Analyse von
kalibrierten Ultraschallbildern mit CAUS als geeignet, die zyklischen Veranderungen
der P4-Konzentration mit hinreichender Sicherheit abzuschatzen und damit das Zyk-
lusstadium vorherzusagen. Eine Integration derartiger Computer-gesttitzter Auswer-
tungsprogramme in Ultraschallgerate erscheint heute durchaus umsetzbar. Die damit
erzielbare zuverlassigere Interpretation sonographischer Befunde ertffnet dem Tier-

arzt zusatzliche Optionen im Reproduktionsmanagement von Milchviehherden.



Ergebnisse Seite 32

2.4 Untersuchung zur Follikeldurchblutung nach Ein leitung der Luteo-
lyse bei Rindern

Jordan, A., K. Herzog, S.E. Ulbrich, N. Beindorff, A. Honnens, L. Kriiger, A. Miyamo-
to, H. Bollwein (2009). Genital blood flow and endometrial gene expression during
the preovulatory period after PGF,.-induced luteolysis in different luteal phases in
cows. Journal of Reproduction and Development 55, 309-15.

Ziel dieser Studie war es zu prifen, ob sich die follikulare und uterine Durchblutung
sowie die endometriale Genexpression bei Kihen nach Induktion der Luteolyse
wahrend der ersten oder zweiten Follikelwelle eines Zyklus unterscheiden. Zusatz-
lich wurden die Tiere in einem unbeeinflussten Zyklus untersucht (Kontrollzyklus).
Neun Klinisch gesunde, nicht laktierende Deutsche Holstein Kilhe wurden tber drei
Brunstzyklen untersucht. Der Tag der Ovulation wurde als Tag 1 festgelegt; an die-
sem Tag war der Ovulationsfollikel erstmals nicht mittels B-Mode-Sonographie auf
dem Ovar nachweisbar. Jedes Tier wurde uber einen Zyklus verfolgt, in dem kein
hormonelles Eingreifen erfolgte (spontane Ovulation; Kontrolle), zusatzlich wurde in
zwei Zyklen entweder am Tag 7 (erste Follikelwelle) oder am Tag 11 (zweite Folli-
kelwelle) ein Prostaglandin-Analogon (PGFy,) zur Luteolyse verabreicht. Die expe-
rimentelle Abfolge wurde randomisiert. Wahrend des Kontrollzyklus wurden die Tiere
beginnend mit Tag 18 post ovulationem (p. ovul.) taglich transrektal farbdopplerso-
nographisch bis zur folgenden Ovulation untersucht. Nach experimenteller PGF5,-
Applikation erfolgten die farbdopplersonographischen Untersuchungen taglich bis
zur folgenden Ovulation. Nach jeder sonographischen Untersuchung wurde den Tie-
ren eine Blutprobe aus der Vena coccygealis zur Bestimmung der Ostrogen- und
Progesteronkonzentration im Plasma entnommen. Der follikulare Blutfluss (FBF)
wurde anhand der maximalen Anzahl der Farbpixel auf den digitalisierten Ultra-
schallbildern der Follikel ermittelt. Der uterine Blutfluss wurde durch die uterine
Time-averaged maximum velocity (UTAMV) und den Pulsatility index (PI) in beiden
Aa. uterinae quantifiziert. Im Rahmen der standardisierten Auswertung wurden ledig-
lich die Ergebnisse der Blutflussmessung an den beiden Vortagen der folgenden
Ovulation (d. h. Tag -1 und 0) beriicksichtigt. Am Tag der Ovulation wurden Biopsien

vom Endometrium des Corpus uteri entnommen, um die Genexpression der Ostro-
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gen-, Progesteron-, Oxytozin-, Vasoendothelin-growth-factor-Rezeptoren sowie der
eNOS (endothelial nitric oxide synthase) - und INOS (inducible NOS) -Rezeptoren
mittels gRT-PCR zu untersuchen. Das Intervall zwischen PGF,,-Injektion und Ovu-
lation war bei Kiuihen, die am Tag 7 wahrend der ersten Follikelwelle behandelt wur-
den, ca. 1,7 Tage kurzer als bei Kihen, die am Tag 11 wéhrend der zweiten Folli-
kelwelle PGF,, erhielten (p < 0,05). Bei den am Tag 7 behandelten Kiihen war der
FBF an Tag -1 und O hdher als bei den am Tag 11 behandelten Kiihen (p < 0,05).
Die UTAMV war an Tag -1 ebenfalls gro3er bei Kihen, die am Tag 7 behandelt
wurden als bei Kiihen, die PGF,, am Tag 11 erhielten (p < 0,05); es bestanden je-
doch keine Unterschiede in FBF und UTAMV zwischen Kihen, die PGF,, am Tag
11 erhielten und Kihen im unbeeinflussten Zyklus (p > 0,05). Die Genexpressionen
und die Plasmakonzentrationen von Ostrogen und Progesteron unterschieden sich
zwischen den Zyklen nicht (p > 0,05). Die Ergebnisse zeigten, dass die Induktion
der Luteolyse zu einem friheren Zeitpunkt des Zyklus (erste Follikelwelle) sowohl
mit einer besseren Durchblutung des Ovulationsfollikels als auch der A. uterina ein-
hergeht. Aus 6konomischer Sicht erwies sich die friihere Induktion der Luteolyse als

sinnvoll, da diese Tiere im Schnitt 1,7 Tage friiher ovulierten.
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2.5 Einfluss von E. coli Lipopolysacchariden auf das Corpus luteum
bei Rindern im Didstrus

Herzog, K., K. Strueve, J.P. Kastelic, M. Piechotta, S. Ulbrich, C. Pfarrer, T. Shimizu,
A. Miyamoto, K. Shirasuna, H. Bollwein. E. coli lipopolysaccharide transiently sup-

presses luteal function in diestrus cows. Submitted for publication in Reproduction.

Es war das Ziel dieser Studie, die Effekte von intravends verabreichtem E. coli Endo-
toxin (LPS) auf die Grol3e des Gelbkérpers (LS), die luteale Durchblutung (LBF), die
Plasmakonzentrationen von Progesteron (P,4), 13,14-dihydro-15-keto-PGF,q (PGFM)
und Prostaglandin E; (PGE) sowie die Genexpression des lutealen Gewebes bei
Milchkiihen naher zu charakterisieren. Dazu wurde zunachst der Zyklus von sieben
nicht-laktierenden, primiparen (N=5) bzw. pluriparen (N=2) Deutsche Holstein Kiihen
(Alter: 5,1 + 0,8 Jahre [Mittelwert £ SEM], die vor > 4 Monaten gekalbt hatten, syn-
chronisiert (OvSynch) und der Tag der Ovulation als Tag O definiert. Im folgenden
Zyklus wurde den Kihen an Tag 9 post ovulationem (p. ovul.) intravenés 10 ml
Kochsalzlosung (0,9%) verabreicht (Kontrollzyklus). Im sich anschlieRenden Zyklus
wurden am Tag 9 p. ovul. 10 ml Kochsalzlésung (0,9%) mit 0,5 pug/kg LPS (Escheri-
chia coli, O55:B5) intravends verabreicht. Das Corpus luteum (CL) wurde eine Stun-
de vor und 3, 6, 9 sowie 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Injektion der Kochsalz-
bzw. LPS-Ldsung transrektal Farbdoppler-sonographisch (10,0-MHz Linearscanner)
untersucht. Blutproben zur Bestimmung der Plasmakonzentration von P4, PGFM so-
wie PGE wurden eine und 0,5 Stunden vor der Injektion sowie 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 9,
12, 24, 48, 72 Stunden nach der Injektion aus der V. jugularis externa enthommen.
Ferner wurden 12 Stunden nach der Kochsalz- bzw. LPS-Injektion sowie an Tag 9
p. ovul. des folgenden Zyklus unter transvaginaler sonographischer Kontrolle Biop-
sien aus dem CL genommen. Die Art der Injektionslésung (Kochsalzlésung vs. LPS)
hatte keinen Einfluss auf die Zykluslange (p = 0,138). Nach Injektion von LPS nahm
die LS innerhalb von 24 Stunden deutlich ab (von 5,2 auf 3,8 cm2: p < 0,05) und blieb
bis zum Ende des Untersuchungszeitraums kleiner als nach der Injektion von Koch-
salzlédsung. Die LS verédnderte sich nach der Kochsalz-Injektion bis zum Ende des
Untersuchungszeitraums nicht. Der LBF verringerte sich innerhalb von drei Stunden
nach Injektion der LPS-Lésung um 34% (p < 0,05) und blieb bis zum Ende des Un-
tersuchungszeitraums niedriger als nach Injektion der Kochsalzlésung (p < 0,05). Die
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Plasma Ps-Konzentration war wahrend der ersten drei Stunden nach der LPS-
Injektion zunachst hoher als nach Kochsalz-Injektion (p < 0,05); neun Stunden post
injectionem war P, nach LPS-Injektion bis zum Ende des Untersuchungszeitraums
niedriger als nach Verabreichung von Kochsalzlésung (p < 0,05). Die PGFM-
Konzentration im Plasma stieg nach LPS-Injektion innerhalb von 30 min um das 12-
fache (9.2 vs. 0.8 ng/ml; p < 0,05) und blieb tber weitere 6 Stunden erhoht im Ver-
gleich zu den Tieren nach Kochsalz-Injektion (p < 0,05). Die PGE Konzentration ver-
doppelte sich innerhalb der ersten Stunde nach LPS-Injektion (p < 0,05) und nahm
wéahrend der folgenden drei Stunden wieder auf Basalwerte ab. Die mMRNA-Gehalte
fur das an der Progesteron-Produktion beteiligte Steroidogenic Acute Regulatory
Protein waren 12 Stunden nach LPS-Injektion niedriger und fir das Enzym Caspa-
se3 als Apoptose-Marker hoher im Vergleich zu den Tieren nach Injektion von Koch-
salzldsung und im Vergleich zu Tag 9 des folgenden Zyklus (p < 0,05). In dem Zyk-
lus, der auf den LPS beeinflussten Zyklus folgte, ergaben sich durch die LPS- bzw.
Kochsalzlésung keine Einflisse auf LS, Plasmakonzentration des P, und die Ge-
nexpression (p > 0,05). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass erhthte LPS-
Konzentrationen im Didstrus zu einer transienten Beeinflussung des CL fuhrten, aber
keine Auswirkung auf das CL des folgenden Zyklus hatten. Das LPS-Modell wird
derzeit bei frihtrachtigen Kiihen zwischen dem 33. und 38. Trachtigkeitstag mit dem
Ziel angewandt, die Verbindung zwischen der temporaren morphologischen und
funktionellen CL-Depression und der embryonalen Mortalitdt zu prifen. Vorlaufige
Ergebnisse zeigen, dass trotz der Beeintrachtigung des CL kein Fruchttod ausgeldst
wird. Offensichtlich ist diesem Stadium das CL nicht entscheidend fur das Absterben

des Embryos.
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2.6 Der luteale Blutfluss wahrend der Fruhgravidita  t bei Rindern

Herzog, K., C. Voss, J. P. Kastelic, N. Beindorff, V. Paul, H. Niemann, H. Bollwein
(2011). Luteal blood flow increases during the first three weeks of pregnancy in lac-

tating dairy cows. Theriogenology 75, 549-54.

Ziel dieser Studie war es, (a) die Durchblutung des Gelbkdrpers (CL) bei zyklischen
und trachtigen Kihen zu messen und (b) zu prifen, ob die Erfassung der Durchblu-
tung des CL eine praktikable Methode zum Nachweis einer Frihtrachtigkeit darstellt.
Insgesamt 54 laktierende Deutsche Holstein Kuhe (Alter: 5,2 + 0,2 Jahre [Mittelwert +
SEM]; 2,4 + 0,2 Laktationen) wurden ab der sechsten Woche post partum in die Stu-
die einbezogen. Dreimal taglich wurden Brunstkontrollen durchgefihrt. Der Tag, an
dem der Duldungsreflex beobachtet wurde und die Tiere besamt wurden, wurde als
Tag O festgelegt. Insgesamt wurden 40 Tiere besamt. Die Ubrigen 14 Tiere wurden
nicht besamt und als Kontrolltiere genutzt. An den Tagen 3, 6, 9, 11, 13, 15, 18 und
21 des folgenden Zyklus wurde das CL transrektal mittels Farbdoppler-Sonographie
(10,0 MHz Linearscanner) untersucht. Die besamten Tiere wurden am Tag 25 post
inseminationem [p. insem.] untersucht und als trachtig (Herzschlag des Embryos
nachweisbar; N=18), nicht-trachtig (Interéstrus-Interval 15-21 Tage; N=18) oder als
Tiere mit embryonaler Mortalitat (Interostrus-Interval > 25 Tage; N=4) klassifiziert.
Am Tag 3 p. insem. betrug die durchblutete Flache des CL fur alle Tiere im Mittel
1,10 + 0,08 cm?; diese Flache stieg linear bis Tag 13 p. insem. auf 2,00 = 0,08 cm=2.
Der Anstieg war unabhangig vom Erfolg der Besamung bei allen Tieren nachweisbar.
Danach war die luteale Durchblutung tendenziell héher bei trachtigen Kihen. Sie
blieb bei Kiihen mit embryonaler Mortalitdt auf einem vergleichbar hohen Niveau. Bei
nicht-trachtigen Tieren nahm die luteale Durchblutung tendenziell zwischen den Ta-
gen 15 und 18 p. insem. ab. Die luteale Durchblutung erhéhte sich weiter bei den
trachtigen Tieren (Tag 15 p. insem.: 2,50 £ 0,16; Tag 18 p. insem.: 2,40 £ 0,19 cm?),
wahrend sie bei den besamten, nicht-trachtigen Kihen abnahm (Tag 15: 2,01 + 0,16;
Tag 18: 1,45 £ 0.19 cm?, p < 0,05). Die Werte entsprachen dabei weitgehend denen
der nicht besamten, zyklischen Tiere (Tag 15: 2,00 + 0,18; Tag 18: 0,95 £ 0,21 cm? p
< 0,05, n=14). Bei Kihen mit frithembryonaler Mortalitét lag die luteale Durchblutung
am Tagen 15 p. insem. tendenziell niedriger als bei trachtigen Kihen (Tag 15: 2,00
0,34; Tag 18: 2,05 + 0,39 cm?). Obwohl die luteale Durchblutung bei trachtigen Ki-
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hen an den Tagen 15 und 18 p. insem. héher war als bei nicht-trachtigen Kihen, er-
wies sich die Farbdoppler-Sonographie insbesondere aufgrund einer hohen interindi-

viduellen Varianz als ungeeignete Methode zur Diagnostik einer Frihtrachtigkeit.
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2.7 Untersuchungen zum uterinen Blutfluss in der zw eiten Tréachtig-

keitshalfte bei Rindern mit Hilfe der Farbdoppler-S  onographie

Herzog, K., J. Korte, G. Flachowsky, H. Bollwein (2011). Variability of uterine blood
flow in lactating cows during the second half of gestation. Theriogenology 75, 1688-
94.

Es war das Ziel dieser Studie, (a) die uterine Durchblutung mit Hilfe des uterinen
Blutflussvolumens (BFV) bei Kihen (Deutsche Holstein) wahrend der zweiten Trach-
tigkeitshalfte zu quantifizieren, (b) die individuellen Anderungen der uterinen Durch-
blutung zu bestimmen und (c) mdgliche Zusammenhange zwischen uterinem Blut-
fluss (UBFV) und dem Gewicht des Muttertieres sowie dem Geburtsgewicht der Kal-
ber zu prifen. Das Gewicht des Muttertieres wurde in der 21. Trachtigkeitswoche
und einen Tag post partum erfasst und aus beiden Werten der Mittelwert gebildet.
Der Blutfluss der beiden Aa. uterinae wurde mittels Farbdoppler sonographisch bei
44 Kihen in der 21., 25., 29., 33., 37. und 39. Trachtigkeitswoche untersucht. Wah-
rend des Untersuchungszeitraums stieg das uBFV linear von 3.053 %= 1.143 ml/min
(Mittelwert + SD) auf 16.912 + 5.793 ml/min und damit im Mittel um 5,5% pro Trach-
tigkeitswoche. Die interindividuelle Varianz war in den ausgewerteten Trachtigkeits-
wochen durch Variationskoeffizienten von 0,34 bis 0,37 charakterisiert. Eine mode-
rate Korrelation zwischen uBFV and dem Geburtsgewicht der Kalber war bereits in
den Wochen 21 bis 37 nachweisbar (r = 0.30-0.49; p < 0,05); in der 39. Trachtig-
keitswoche war die Korrelation enger (r = 0.60; p < 0,001). Das uBFV war beginnend
mit der 21. Woche bei schweren Kilhen (> 575 kg Lebendmasse [LM]; N = 24) etwa
30% hoher als bei leichten Kihen (< 575 kg LM; N = 20) (3.394 + 1.119 ml/min vs.
2.658 + 1.064 ml/min in der 21. Woche; p < 0,01). In der 21. Woche unterschied sich
das uBFV nicht zwischen Kihen, die spater ein schweres Kalb (> 42 kg Geburtsge-
wicht [GG]; N = 19) bzw. ein leichtes Kalb (< 42 kg GG; N = 22) gebaren (3.351 +
1.130 vs. 2.796 = 1.115 ml/min; p > 0,05). Allerdings wiesen Kihe mit Kalbern mit
hohem GG ab der 21. Woche bis zum Partus eine um 43% hohere Steigung (p <
0,0001) im uBFV pro Woche auf als Kuhe, deren Kélber ein niedriges GG hatten.
Das uBFV erwies sich als signifikant abhangig vom GG des Kalbes, wahrend die LM
des Muttertieres keinen entscheidenden Einflussfaktor darstellte.
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3. Ubergreifende Diskussion

3.1 Methodik der Zyklusansprache bei Rindern

Beide in dieser Arbeit dargestellten Verfahren der bildgebenden Diagnostik sind ge-
eignet, die herkdbmmlichen Untersuchungsverfahren der Zyklusdiagnostik bzgl. der
Belastbarkeit der Diagnosen wesentlich zu erweitern (Studie 1, 2, 3). Die korrekte
Einschéatzung des Zyklusstandes basierend auf der manuellen transrektalen Palpati-
on des Uterus und der Ovarien hangt wesentlich von der Erfahrung des Untersu-
chers ab. Die Werte fur Sensitivitat und Spezifitat zeigen, dass diese Methode mit

einer hohen Fehlerquote verbunden ist.

Die Farbdoppler-Sonographie ist demgegenuber eine objektive und einfach durchzu-
fuhrende Technik. Bereits die Etablierung der B-Mode Sonographie zeigte Anfang
der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts, dass Funktionskorper auf den Ovarien dar-
gestellt und differenziert werden konnten. Der Stellenwert der Sonographie in der
Gynakologie des Rindes wurde schon vor 17 Jahren mit folgendem Statement zutref-
fend eingeordnet: ,Die real-time B-Mode Sonographie stellt im Bereich der Gynéko-
logie den bedeutendsten technologischen Fortschritt seit Einfilhrung der Hormonana-
lytik dar. Sie ist ein nicht-invasives Untersuchungsmedium, das verlassliche Informa-
tionen Uber die Reproduktionsorgane liefert.” (Ginther, 1995). Entscheidend ist dabei
aber nicht nur die korrekte Position des Schallkopfes, um aussagekraftige Bilder zu
generieren, sondern ebenso viel Bedeutung ist der korrekten Bildinterpretation
beizumessen. Die mittels B-Mode Sonographie erfasste Grof3e des CL wurde zu-
nachst in wissenschaftlichem Kontext, inzwischen aber auch in der tierarztlichen
Routinepraxis genutzt, um Aussagen uber die Progesteronproduktion und damit den
funktionellen Status eines CL zu machen (Bicalho et al., 2008). Die unbefriedigende
Spezifitat zwischen 38 und 51% ist dabei Ausdruck des zentralen Nachteils dieses
Parameters: eine zuverlassige Erkennung eines Regressionsgelbkorpers ist anhand
der Grol3e des CL nicht méglich (Abb. 7). In der Regressionsphase ist das CL noch
relativ grol3, sezerniert jedoch so wenig Progesteron, dass die Plasmakonzentration
des Progesterons bereits unter dem Schwellenwert von 1 ng/ml liegt. Daraus ergibt

sich die Limitierung der Bedeutung der GroRRe des CL fur die Zyklusdiagnostik.






CAUS

Pepe®

Farbdoppler

B-Mode

Manuelle Palpation

Progesteron

Zyklustage

Abb. 7:

1 2 3 4 5 6 7 8 9110|1112 (13| 14| 15|16 (17 |18 |19 ] 20| 21

Darstellung verschiedener Methoden zur Ansprache des Corpus luteum im Rahmen der

Zyklusdiagnostik beim Rind (Tag 1 = Tag der Ovulation). Zyklustage, die mit hoher diagnostischer
Sicherheit anhand der dargestellten Methoden bestimmt werden kdnnen, sind dunkelgriin gekennzeichnet.
Tage, mit geringer diagnostischer Sicherheit sind hellgriin und Tage, an denen keine valide Diagnose
maoglich ist, sind orange dargestellt.

CAUS (Computer-Aided Ultrasound Diagnosis) — durch die eigene Arbeitsgruppe entwickeltes
Analyseprogramm zur Computer-gestitzten Auswertung von B-Mode-Ultraschallbildern des Corpus luteum;
Pepe® — kommerziell erhaltliches Analyseprogramm zur Computer-gestiitzten Auswertung von B-Mode-
Ultraschallbildern des Corpus luteum;

Farbdoppler — Farbdoppler-Sonographie zur Erfassung der Durchblutung des Corpus luteum;

B-Mode — Brightness-Mode-Sonographie zur Darstellung des Corpus luteum;

Manuelle Palpation — Erfassung des Corpus luteum wahrend der transrektalen, manuellen

Untersuchung;

Progesteron — Progesteronbestimmung in Blut oder Milch gilt als Goldstandard zum Nachweis der
sekretorischen Funktion des Corpus luteum.
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Um diese diagnostische Licke zu umgehen, blieb bislang nur die Bestimmung der
Progesteronkonzentration im Plasma oder der Milch (Abb. 7). Sie gilt nach wie vor
als Goldstandard zur Verifizierung der lutealen Funktion (Short, 1967; Hafs und Arm-
strong, 1968; Kelton et al., 1991). Trotz allem ist anhand einer einmaligen Progeste-
ronbestimmung ohne zusatzliche Untersuchung des Tieres keine exakte Bestim-
mung des Zyklustages maoglich. Die zeitliche Verzdgerung zwischen Blutenthahme
und der Verfugbarkeit des Ergebnisses sowie der mit dem Einsenden der Blut- oder
Milchprobe verbundene logistische und finanzielle Aufwand haben dazu gefihrt,
dass sich diese Hormonanalytik in der Routinepraxis nicht durchgesetzt hat. Seit we-
nigen Jahren sind portable Gerate erhaltlich, mit denen der Nachweis von Progeste-
ron in der Milch innerhalb von ca. 20 min gelingen soll und durch den Landwirt selbst
durchgefiihrt wird. Jedoch charakterisieren eine nicht zufriedenstellende Reprodu-
zierbarkeit, fehlende Kontroll-, und Thermoregulationsfunktionen die Schwachstellen
dieser Methodik. Demgegenuber erwies sich die Farbdoppler-Sonographie als ge-
eignet, Uber den Blutfluss im CL belastbare Aussagen Uber die Hormonkonzentration
wahrend des Zyklus zu machen (Herzog et al., 2010). Dabei verhielten sich die Ver-
anderungen des LBF analog zu denen der Plasmaprogesteronkonzentration tber
den Zyklus und es konnte erstmals demonstriert werden, dass die Uber Farbdoppler-
Sonographie ermittelte luteale Durchblutung pradestiniert ist, die luteale Funktion im
Hinblick auf die Hormonproduktion zu erfassen. Die luteale Durchblutung veranderte
sich im Zyklusverlauf wesentlich starker als die GréRe des CL. Die Werte fur die lu-
teale Durchblutung vervierfachten sich von der Anbildungsphase (Tag 4) bis zur Mitte
des Diostrus (Tag 14), wahrend die luteale Grof3e in diesem Intervall lediglich um das
2,5-fache zunahm. Entsprechend war eine Plasmakonzentration des Progesterons
von mehr als 1 ng/ml bereits zu erwarten, wenn die luteale Durchblutung 30% der
Maximalwerte erreichte — wahrend das CL mindestens 60% der maximalen Grof3e
erreichen musste, um es korrekt als aktiv ansprechen zu kénnen. Dieses Ergebnis
Uberrascht insofern nicht, als der Anteil Hormon-produzierender Zellen an dem ge-
samten CL vergleichsweise niedrig ist. Andererseits ist es naheliegend, die Durchblu-
tung als funktionell entscheidend fur die Hormonproduktion anzusehen. Die zuver-
lassige Erkennung von Regressionsgelbkérpern mittels Erfassung der lutealen
Durchblutung basiert auf dem rapiden Rickgang der Durchblutung wéhrend der lu-
tealen Ruckbildungsphase, wéahrend die Gesamtgrol3e des Gelbkdrpers wahrend

dieses mehrtagigen Intervalls nur sehr allmahlich abnimmt (Herzog et al., 2010).
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Es lasst sich schlussfolgern, dass die mittels Farbdoppler-Sonographie bestimmte
luteale Durchblutung geeignet ist, den Funktionszustand eines CL und damit das
Zyklusstadium einer Kuh methodisch einfach und diagnostisch sicher zu erfassen.
Die bereits intensive Durchblutung eines Anbildungsgelbkdrpers und die reduzierte
Durchblutung bei noch erheblicher Gréf3e eines Regressionsgelbkorpers, erlauben
sogar eine exaktere Erfassung des Zyklustages als mit Hilfe der Progesteronbestim-
mung mdoglich ist. Somit ist diese Methode nicht nur der B-Mode-Sonographie, son-

dern auch dem Goldstandard in der Zyklusdiagnostik Gberlegen.

Neben der Charakterisierung physiologischer Anderungen der Durchblutung des
Gelbkoérpers wurde die Farbdoppler-Sonographie eingesetzt, um die Durchblutung
des Ovulationsfollikels nach Induktion der Luteolyse zu untersuchen (Jordan et al.,
2009). Die Methode erwies sich als geeignet, Unterschiede in der Durchblutung von
Follikeln darzustellen. Wurde die Luteolyse zu einem friheren Zeitpunkt im Zyklus
eingeleitet und kamen Follikel der ersten Follikelwelle zur Ovulation, so waren diese
starker durchblutet als Follikel, die dem Einfluss der Luteolyse zu einem spateren
Zeitpunkt ausgesetzt waren und bereits Follikel der zweiten Follikelwelle waren. Der
hohere Blutfluss in der Wand der dominanten Follikel der ersten Follikelwelle konnte
dem hormonalen Milieu der Follikel zugeordnet werden. Follikel der ersten Follikel-
welle weisen héhere Ostrogenkonzentrationen im Vergleich zu Follikeln der zweiten
Welle auf (Wolfenson et al., 1999). Die vasodilatative Wirkung des Ostrogens und die
damit verbundene Steigerung der Durchblutung wurden bereits vor Jahrzehnten be-
schrieben (Killam et al., 1973; Ford, 1982; Naden und Rosenfeld, 1985). Trotzdem
scheint Ostrogen nur einer von zahlreichen Faktoren zu sein, die die follikulare
Durchblutung determinieren. Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass LH den folliku-
laren Blutfluss steigert, indem der GefaRwiderstand im Ovar abnimmt (Varga et al.,
1985). Ferner gibt es Hinweise auf einen ,cross-talk“ zwischen vaskularen Kompo-
nenten der Endothelzellen und Hormon-produzierenden Zellen der Follikel (Acosta et
al., 1998; Acosta et al., 1999), der Einfluss auf lokale Verdnderungen des Blutflusses
der Ovulationsfollikel hat (Acosta et al., 2003).

Schlussfolgernd lasst sich festhalten, dass die Induktion der Luteolyse wéhrend der
frihen Zyklusphase einen positiven Effekt auf die Follikeldurchblutung hat. Daraus

l&sst sich die fur die Praxis besonders relevante Frage ableiten, ob die mittels Farb-
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doppler-Sonographie problemlos erfassbare Durchblutung der Follikelwand ggf.
prognostische Bedeutung fur die Einschatzung des Erfolgs einer konsekutiven Be-
samung hat (Siddiqui et al. 2009). Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden
inzwischen entsprechende experimentelle Studien konzipiert, die gegenwartig in der

eigenen Arbeitsgruppe gepruft werden.

Bereits abgeschlossen wurden Untersuchungen zur Beurteilung der lutealen Durch-
blutung nach experimentell induzierter Entziindung bei zyklischen Tieren im Digstrus
(Studie 5). Nach einer Infusion von Lipopolysacchariden (LPS) reduzierte sich der
Blutfluss innerhalb von drei Stunden um 34% und erreichte wéhrend der folgenden
72 Stunden nicht mehr das Ausgangsniveau. Der Abfall der lutealen Durchblutung ist
Ausdruck der luteolytischer Veranderungen. Auch nach Induktion der Luteolyse
durch PGF,, reduzierte sich der luteale Blutfluss in wenigen Stunden, wobei zu-
nachst ein initialer Anstieg innerhalb von 30 Minuten nach der PGF,,-Applikation be-
obachtet wurde (Acosta und Miyamoto, 2004). Ob ein entsprechender initialer An-
stieg der lutealen Durchblutung auch nach der LPS Injektion auftrat, ist unklar; der
maogliche initiale Anstieg konnte hier nicht nachgewiesen werden, da das Verhalten
der Tiere in der eigenen Studie zu diesem Zeitpunkt von einem gestérten Allgemein-
befinden als Ausdruck der Septikdmie und Hypoxie gepragt war; eine sonographi-

sche Untersuchung war deshalb nicht moglich.

Analog zu den Untersuchungen zur lutealen Durchblutung wahrend des Zyklus
(Herzog et al., 2010) fiel auch in dieser Studie ein enger Zusammenhang zwischen
der lutealen Durchblutung und der Plasmakonzentration des Progesterons auf. Die
Abnahme der Progesteronkonzentration im Plasma Gber mehrere Tage nach lokaler,
intrauteriner Applikation von LPS (Williams et al., 2008) unterstreicht die Hypothese,
dass Lipopolysaccharide auch die Ovarfunktion beeintrachtigen. Trotz der systemi-
schen Effekte des LPS in der eigenen Studie kam es bei keinem der untersuchten
Tiere zu einer vorzeitigen Luteolyse; bei zwei Tieren war der Zyklus verlangert auf 28
bis 38 Tage. Die LPS Injektion wirkte sich auch auf die Morphologie des CL aus: die
luteale Gréf3e verringerte sich innerhalb von 24 h nach der LPS Administration um
30% und blieb bis zum Ende der Untersuchungen auf diesem Niveau. Das Phano-
men, dass Entzindungen einen Einfluss auf die luteale GroR3e besitzen, beobachte-

ten auch (Williams et al., 2007). Hier wiesen Kihe, die an einer Metritis erkrankt wa-
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ren und eine hohere Anzahl an pathogenen Keimen intrauterin aufwiesen, im ersten
Zyklus post partum kleinere CL im Vergleich zu Kilhen auf, bei denen eine geringere
Anzahl an pathogenen Keimen intrauterin festgestellt wurde. Basierend auf diesen
Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass Entziindungen, lokal oder syste-
misch, einen Einfluss auf die Funktion des Ovars besitzen und die Fertilitdt beein-

flussen koénnen.

Es lasst sich zusammenfassen, dass anhand der B-Mode- und der Farbdoppler-
Sonographie eine temporare Depression der lutealen Morphologie und Funktion in-
folge einer experimentellen Entzindung nachgewiesen und quantifiziert werden
konnte. Flr das Reproduktionsmanagement ergibt sich die Frage, welche zeitliche
Latenz zwischen Entzindungsgeschehen und Effekten auf Funktionskérper am Ovar

bedeutungsvoll ist; dies gilt es in weiterflihrenden Studien zu prifen.

Das zweite nicht-invasive Untersuchungsverfahren, die Computer-gestitzte Analyse
von B-Mode Ultraschallbildern, erwies sich wie die Farbdoppler-Sonographie als po-
tentiell geeignete Methode fir die spezifische Zyklusdiagnostik (Abb. 7; Herzog et al.,
2008; Thijssen et al., 2011). Mit dem etablierten Analyseprogramm (Pepe®) konnten
zwar zunachst charakteristische Veranderungen der lutealen Mikrotextur tGber den
Zyklus nachgewiesen werden, aber eine valide Differenzierung aller Zyklusstadien
und eine Korrelation zur Plasmaprogesteronkonzentration blieben aus. Damit war die
Aussagekraft der Echotexturparameter der ersten Ordnung (Mean grey level; vgl. S.
21) begrenzt (Herzog et al., 2008). Auch Tom et al. (1998) konnten keinen Zusam-
menhang zwischen Mean grey level und der Progesteronsekretion des CL nachwei-
sen. Eine auf der Histologie von exenterierten Ovarien basierenden Studie von Singh
et al. (1997) belegte, dass Veranderungen des Mean grey level nicht nur auf Ande-
rungen der Dichte der Lutealzellen, sondern auch auf Anderungen des Bindegewe-
bes sowie auf Anderungen des angiogenetischen Gewebes zurtickzufiihren sind. Mit
den Echotexturparametern der zweiten Ordnung (CORR, LREM, RPERC; vgl. S. 22)
gelang zwar eine Differenzierung zwischen einem CL im Didstrus und der Anbil-
dungs- sowie Ruckbildungsphase, aber die Unterscheidung zwischen einem Anbil-
dungs- und Ruckbildungsgelbkorper blieb auch mit dieser Methode problematisch
(Herzog et al., 2008).
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Es wurde deshalb ein auf die Verhaltnisse am CL zugeschnittenes Analyseprogramm
entwickelt. Ziel war es, die Progesteronkonzentration im Plasma mit Hilfe der B-
Mode-Bilder valide prognostizieren zu kénnen (Abb. 7; Thijssen et al., 2011). In Ko-
operation mit einer Arbeitsgruppe aus den Niederlanden wurde dazu das Analyse-
programm CAUS (Computer-Aided Ultrasound Diagnosis) entwickelt. Die Grundla-
gen ergaben sich aus einem Auswertungsprotokoll zur Evaluierung des Leberfettge-
haltes von Milchkiihen mittels B-Mode-Sonographie (Thijssen et al., 2008; Weijers et
al., 2010). Bei der Charakterisierung des CL ergab sich aus der geringen Gréf3e des
Organs eine besondere Herausforderung. Zunachst wurde das Ultraschallgerét in-
klusive des Schallkopfes mit Hilfe eines Phantoms kalibriert (,Pre-processing“). An-
schlieRend wurden die Ultraschallbilder durch Bildkorrekturschritte mit Hilfe des
CAUS-Programm ausgewertet (,Post-processing“; Abb. 8). Diese beiden Schritte
demonstrieren den Vorteil des CAUS Programms, da durch seine Anwendung die
Bildwerte gerateunabhangig werden. Ein Schwerpunkt bei der Entwicklung dieses
Programms bestand in der automatischen Erkennung von Artefakten wie den intralu-
tealen Hohlrdumen sowie BlutgefalRen, um ein Maximum an Objektivitdt bei der

Auswertung zu gewabhrleisten (Weijers et al., 2010).

Die Berechnung der Plasmakonzentration des Progesterons Uber den Zyklusverlauf
mit Hilfe des Programms wurde durch die erhebliche interindividuelle Varianz der
Progesteronkonzentration erschwert. Es wurde deshalb stets der relative Progeste-
ronwert wahrend der stabilen Lutealphase im Didstrus (Tag 16 p. ovul.) ermittelt und
als Bezugswert (d. h. 100%) genutzt. Die Progesteronkonzentrationen anderer Zyk-
lustage wurden dann als Relativwerte berechnet. Eine ROC-Analyse wurde durchge-
fuhrt, um den Zusammenhang zwischen dem mit CAUS ausgewerteten Ultraschall-
bild wahrend des Didstrus und der Plasmakonzentration des Progesterons zu prufen.
Bei zwei spezifischen, im Rahmen der CAUS-Analyse berechneten Parametern (Ti-
sAa und ResAtt; vgl. S. 30) war die engste Korrelation zu der Plasmakonzentration
des Progesterons gegeben, d. h. in 90% der gepruften Félle wurde das Ultraschall-
bild im Didstrus korrekt berechnet. Ergebnisse auf3erhalb dieser stabilen CL Phase
erforderten jedoch eine zweite Untersuchung, um den ersten Wert dazu in Relation
zu setzen und abschlie3end beurteilen zu kénnen, ob sich das CL in der Anbildungs-
oder Regressionsphase befand. Auf Grundlage dieser eigenen Ergebnisse (Herzog

et al., 2008; Thijssen et al., 2011) ist der Weg Uber das ,Pre-Processing” und die Ka-
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librierungsschritte vor der Bildauswertung unerlasslich, um B-Mode-Bilder einer so

kleinen Struktur wie der des CL korrekt Computer-gestitzt auszuwerten.
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Abb. 8:

Darstellung der Benutzermaske des CAUS-Programms: Bild nach Bild-
korrektur (,backscan conversion®), bei dem aus dem Konvexbild zu-
nachst ein rechteckiges Bild erzeugt wird, in dem dann die zu analysie-
rende Region of interest (ROI) festgelegt wird. Grol3ere Blutgefale wer-
den in der spezifischen ROI automatisch erkannt und blieben bei der
Auswertung unbertcksichtigt. Unten links: Darstellung einer allgemeinen
Korrekturmaske. Unten rechts: Darstellung eines Grauwert-Histogramms
der einzelnen Pixel (dB) in der ROI. Angezeigt werden Mittelwert und

Standardabweichung.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass sich das CAUS-Programm als

praxisgerechtere Methode verglichen mit kommerziellen Analyseprogrammen erwies,

um nicht—invasiv die Progesteronproduktion eines CL und damit den Zyklusstand

einer Kuh abschatzen zu kénnen. Eine gesicherte Diagnose ergab sich allerdings
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auch mit dem CAUS-Programm haufig erst nach zweimaliger Untersuchung des CL
wéahrend eines Zyklus. Zukunftsweisend ist neben einer Verbesserung des Analyse-
programms die Integration von CAUS in handelsiubliche Ultraschallgerate zur routi-
nemafigen Anwendung in der taglichen tierarztlichen Diagnostik. Andererseits aber
werden durch die Computer-gestltzte Bildauswertung primar die morphologischen
Veranderungen charakterisiert, die nicht so eng mit der Progesteronsekretion des CL
korrelieren wie der dynamischere LBF, der mittels Farbdoppler-Sonographie erfass-

bar ist und offenbar die sensiblere Methode reprasentiert.

3.2 Methodik der Trachtigkeitsdiagnostik bei Rinder n

Die Trachtigkeitsdiagnostik, die tblicherweise beim Rind mittels transrektaler manu-
eller Palpation ab Tag 35 post inseminationem (p. insem.) durchgefthrt wird, ist pri-
mar von der Erfahrung des Untersuchers abhéngig (Abb. 9). Auch die Paritat des
Muttertieres ist von Bedeutung: so ist bei Farsen die Uteruswand weniger fibrotisch
als bei pluriparen Kihen; dies erleichtert die gesamte Palpation und im Besonderen
die Durchfuhrung des Eihautgriffs. Haufig wird zudem in der Routinepraxis auf die
Kontrolle der Ovarien und das Aufsuchen eines CL verzichtet und damit ein Hinweis
auf Vorliegen einer Trachtigkeit bei Nachweis eines Corpus luteum graviditatis tber-

sehen.

Um die Belastbarkeit der transrektalen manuellen Diagnostik zu verbessern, wird
zunehmend erganzend eine Blutprobe zur Bestimmung trachtigkeitsassoziierter Gly-
coproteine (PAG) entnommen. Im Endokrinologischen Labor der Klinik fir Rinder
werden seit Etablierung der PAG-Diagnostik mittels ELISA vor zwei Jahren etwa
1.000 Proben pro Jahr untersucht. Der friheste Zeitpunkt fiir eine aussagekraftige
PAG-Bestimmung ist bei Erstkalbinnen Tag 28 p. insem. (Abb. 9). Die Methode ist
jedoch bei pluriparen Kihen erst 60 bis 90 Tage post partum einsetzbar, da in den
ersten beiden Monaten der Trachtigkeit durch die vorangegangene Graviditat noch
ein erhohter Gehalt an PAG im Serum nachzuweisen ist. Leider hat der Nachweis
von PAG im Labor den Nachteil, dass die Ergebnisse erst mit einer Latenz von meh-
reren Tagen verfugbar sind. Dies trifft ebenso zu auf die Progesteronbestimmung im

Plasma, die aktuell immer noch haufig als Zusatzdiagnostik herangezogen wird. An-
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dererseits wurde die Verbesserung der Technik zur semiquantitativen Bestimmung
des Milchprogesterongehalts durch den Landwirt einen entscheidenden Vorteil in
dieser Hinsicht bedeuten. Von zentraler Bedeutung ist die Erkennung von nicht-
trachtigen Tieren mit einer Progesteronkonzentration von < 1 ng/ml; es kénnen dann
unmittelbar zootechnische Malinahmen zur Brunsteinleitung eingeleitet werden.
Problematisch ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass bei 10-25% der Ki-
he der Zyklus (> 24 Tage) und somit auch die Gelbkérperphase verlangert sind. Bei
diesen Tieren kann es zu falsch-positiven Trachtigkeitsdiagnosen durch die Pro-
gesteronbestimmung kommen. Die gleiche Gefahr geht von den Tieren aus, die zum
falschen Zeitpunkt des Zyklus besamt wurden. Ferner ist auch bei Tieren mit frih-
embryonaler Mortalitdt der Progesteronwert haufig noch hoch und Tiere, die auf
Grund des Fruchttods bereits nicht mehr trachtig sind, kénnen durch die Progeste-

ronbestimmung fehlerhaft als trachtig gewertet werden.

Die B-Mode Sonographie erlaubt je nach Qualitat und Erfahrung des Untersuchers
eine Trachtigkeitsdiagnose ab Tag 25 p. insem. (Abb. 9). Als beweisend gilt hier die
Darstellung des embryonalen Herzschlages. Entscheidend ist bei einer Untersu-
chung von Kihen in einem so frihen Trachtigkeitsstadium in erster Linie das Erken-
nen einer Nicht-Trachtigkeit, da dann unmittelbar die n&chste Brunst (mittels
Prostaglandin-Applikation, PRID-Spirale, OvSynch-Programm, u.a.) induziert und
somit die Verzdgerungszeit minimiert werden kann. Der Nachweis einer Trachtigkeit
bereits in der vierten Trachtigkeitswoche hat den zentralen Nachteil, dass aufgrund
der frihembryonalen Mortalitdt mehr als 12% der frihtrachtigen Tiere wahrend der
folgenden Wochen (Tag 25 bis 60) die Frucht verlieren und gréf3tenteils unbemerkt
umbullen (Van Cleeff et al., 1991; Humblot, 2001). Die Diagnose ,trachtig” am 25.
Tag p. insem. ist somit stets mit einem erheblichen Unsicherheitsfaktor verbunden
und sollte mdglichst um den 60. Tag p. insem. bestatigt werden (Romano et al.,
2011).
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Darstellung verschiedener Methoden zur Erfassung erster trachtigkeitsbedingter Veradnderungen post
inseminationem beim Rind. Tage, an denen erstmals Veranderungen nachweisbar sind, sind grin
gekennzeichnet.

Manuelle Palpation — manueller Nachweis der Doppelwandigkeit der Uteruswand

PAG - Pregnancy Associated Gylcoprotein; Nachweis von Glykoproteinen im Blut, die in den
Trophoblasten-Riesenzellen der Plazenta gebildetwerden;

Progesteron — Bestimmung der Progesteronkonzentration in Blut oder Milch zum Nachweis eines
Trachtigkeitsgelbkorpers;

B-Mode — Brightness-Mode-Sonographie zur Darstellung des Konzeptus und des Corpus luteum;
Farbdoppler — Farbdoppler-Sonographie zur Erfassung der lutealen Durchblutung.
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Die mittels Farbdoppler-Sonographie erfasste luteale Durchblutung als diagnosti-
scher Parameter zur Feststellung einer Fruhtrachtigkeit hat den Nachteil einer erheb-
lichen interindividuellen Variabilitat; eine eindeutige Differenzierung zwischen tréachti-
gen und nicht-trachtigen Tieren ist dadurch zu Beginn der dritten Trachtigkeitswoche
unmoglich (Herzog et al., 2011b). Zwar ist die luteale Durchblutung bei trachtigen
Kihen bereits ab dem 15. Trachtigkeitstag hoher als bei besamten, nicht-trachtigen
und nicht-besamten, zyklischen Kihen; die erheblichen Unterschiede in der Durch-
blutung zwischen verschiedenen Tieren haben aber eine mangelhafte Trennschéarfe
zwischen trachtigen und nicht-trachtigen Kihen zur Folge, da ein fur alle Tiere zutref-
fender Cut-off nicht anzugeben ist. Zu diesem Resultat kamen auch (Utt et al., 2009),
die bei Fleischrindern einen 1,5-fachen Anstieg der lutealen Durchblutung im Rah-
men eines Embryotransferprogramms zwischen den Tagen 7 und 15 nach der Brunst
beobachteten. Die Autoren postulierten in Ubereinstimmung mit den eigenen Ergeb-
nissen, dass die luteale Durchblutung aufgrund der héheren Dynamik im Zyklusver-
lauf und der drastischen Reduktion bei einer Luteolyse besser geeignet ist, nicht-
trachtige Tiere zu identifizieren. Utt et al. (2009) fanden Unterschiede in der lutealen
Durchblutung zwischen trachtigen Kiuhen und Kihen mit embryonaler Mortalitat ab
Tag 19 p. insem. und damit zu einem vergleichbaren Zeitpunkt wie in der eigenen
Studie (Herzog et al., 2011b). Zwischen Tag 15 und 17 p. insem. erfolgt beim Rind
die Anheftung der Blastozyste am Endometrium; anschlieend dringen im Rahmen
der Implantation Trophoblastzellen zwischen die Epithelzellen des Endometriums ein
(Roberts et al., 1990; Mann et al., 1999; Wolf et al., 2003; Roberts et al., 2008). Ein
vitaler Konzeptus produziert dabei Interferon t (IFNt), das die uterine Prostaglandin-
synthese hemmt (Thatcher et al., 1995; Thatcher et al., 2001). Der H6hepunkt der
IFNt-Produktion wird bereits vor der Implantation des Embryos um Tag 14 p. insem.
erreicht, um die luteale Regression zu verhindern und die Trachtigkeit aufrechtzuer-
halten (Thatcher et al., 2001; Roberts et al., 2008). Die gegenuber nicht-trachtigen
Tieren erhohte luteale Durchblutung kénnte mit dem Signal des Embryos im Rahmen
der embryo-maternalen Kommunikation in Zusammenhang stehen (Ginther und Del
Campo, 1973; Kawakami et al., 1995). Studien, die diesen Zusammenhang untersu-
chen, stehen bislang noch aus. Der Umstand, dass IFNt fast ausschlie3lich nur in-
trauterin nachweisbar ist, macht derartige Untersuchungen zu einem héchst an-
spruchsvollen Unterfangen, das in Zukunft durch die eigene Arbeitsgruppe erarbeitet

werden soll.
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Es lasst sich schlussfolgern, dass die luteale Durchblutung aufgrund hoher interindi-
vidueller Schwankungen keine geeignete Methode darstellt, eine Frihtrachtigkeit
beim Rind hinreichend sicher zu diagnostizieren. Andererseits aber steigt die luteale
Durchblutung ab Tag 15 p. insem. bei trdchtigen Tieren stérker als bei nicht-
trachtigen Kuhen; die Methode ermdglicht damit eine nahere Charakterisierung phy-

siologischer Mechanismen im Rahmen der embryo-maternalen Kommunikation.

Auch im Verlauf der spaten Trachtigkeit konnte mit der Farbdoppler-Sonographie ein
Einblick in die Physiologie der Trachtigkeit beim Rind gewonnen werden. Im Gegen-
satz zur Untersuchung der follikularen und lutealen Durchblutung ist die Messung
des Blutflusses in der Arteria uterina anspruchsvoller (Bollwein et al., 1998; Bollwein
et al., 2000). Nach entsprechender Einarbeitung war die eindeutige Identifikation der
A. uterina sicher gewabhrleistet: zunachst wurde die Aorta aufgesucht und bis zum
Abgang der A. iliaca interna nach caudal verfolgt. Die A. iliaca interna entlasst die nur
stumpfartig ausgebildete A. umbilicalis und die A. uterina. Die A. uterina ist das wich-
tigste zufuihrende Blutgefald zum Uterus und weist bei nicht trachtigen Rindern, die
noch nicht gekalbt haben, einen Durchmesser von 2,8 bis 5,0 mm auf. Im Verlauf der
Trachtigkeit steigt der Durchmesser auf ca. 1,5 cm an. Die Untersuchungsdauer pro
Tier betrug fur beide Aa. uterinae im Mittel 20-30 min. Obwohl Araujo und Ginther
(2009) keinen Einfluss einer Sedation eines Rindes mit 14 mg Xylazin pro Tier (0,02
mg/kg KGW i.m.) auf die Durchblutung der Reproduktionsorgane beim Rind nach-
wiesen, war das Ziel der eigenen Studien, die Perfusionsmessungen ohne Epidura-
lan&sthesie oder Sedation durchzufiihren. Tatsachlich war diese Zeitspanne dem
Tier problemlos zuzumuten und ermdglichte die Untersuchung, ohne physiologische
Parameter durch Medikamente ggf. zu beeinflussen. So war ein Anstieg der uterinen
Durchblutung um das 5,5-fache in der zweiten Halfte der Trachtigkeit nachweisbar
(Herzog et al.,, 2011a). Hierbei fiel die hohe interindividuelle Varianz der uterinen
Durchblutung auf. Wahrend der letzten Untersuchung in der 39. Trachtigkeitswoche
unterschieden sich die minimal und maximal gemessenen Werte um den Faktor 4,3.
Auch andere Studien (Ferrell und Ford, 1980; Nishida et al., 2001; Bollwein et al.,
2002; Nishida et al., 2006; Panarace et al., 2006) berichteten tber vergleichbar hohe
interindividuelle Schwankungen; diese sind somit eindeutig nicht methodisch bedingt.
Offensichtlich beeinflusst diese hohe Variabilitat jedoch die Entwicklung eines ge-

sunden Kalbes nicht, denn alle untersuchten Tiere gebaren vitale, gesunde Kalber.
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Auf der anderen Seite wird durch diese hohe Variabilitdt die Schwierigkeit deutlich,
dieses Verfahren als standardisiertes Untersuchungsverfahren anzusehen, um zum
Bespiel das Geburtsgewicht und/oder die Kdrpergro3e des Kalbes bereits mehrere
Wochen ante partum prognostizieren zu konnen. Allenfalls liel3 ein besonders hoher
Blutfluss auf eine Zwillingstrachtigkeit schlieen. In der letzten Trachtigkeitswoche
wurde — wenig Uberraschend - die hochste Korrelation zwischen uterinem Blutfluss-

volumen und Geburtsgewicht des Kalbes beobachtet.

Die intrauterine Gewichtsentwicklung der Feten ist durch paternale wie maternale
genetische Einflisse determiniert (Gregory et al., 1990; Ferrell, 1991a; b; Holland
und Odde, 1992). Tatsachlich zeigte sich eine deutlichere Korrelation zwischen spa-
terem Geburtsgewicht des Kalbes und uterinem Blutflussvolumen, wahrend das Ge-
wicht des Muttertieres keinen statistisch absicherbaren Einfluss hatte. Hier wird pos-
tuliert, dass durch den Fotus produzierte anti-angiogenetische Faktoren eine Rolle in
der Entwicklung der plazentaren Zirkulation spielen (Reynolds und Redmer, 1988;
Millaway et al., 1989).

Fur die Praxis bedeutet das Ergebnis dieser Studie, dass die Farbdoppler-
Sonographie geeignet ist, den Anstieg der uterinen Durchblutung in der zweiten Half-
te der Trachtigkeit beim Rind valide zu erfassen. Es lasst sich schlussfolgern, dass
das Blutflussvolumen starke interindividuelle Unterschiede aufwies und primar durch
das spatere Geburtsgewicht des Kalbes bestimmt war, wahrend das Gewicht des
Muttertieres ohne signifikanten Einfluss blieb. Ferner hatten die hohen interindividuel-

len Variationen keinen Einfluss auf die Vitalitat des neugeborenen Kalbes.
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3.3 Ausblick

In der intensiven Milchviehhaltung sind heute die korrekte Diagnose des Zyklusstan-
des, die zuverlassige Erkennung der Brunst mit minimalem Aufwand und die eindeu-
tige Erfassung des Besamungerfolgs schon wahrend der Fruhtrachtigkeit von zentra-
ler Bedeutung. Die in dieser Arbeit vorgestellten experimentellen Studien zeigen,
dass die Farbdoppler-Sonographie das gegenwartig dafir verfligbare methodische
Repertoire entscheidend erweitert. Dies betrifft insbesondere die nun vorhandene
Option einer zuverlassigen Differenzierung zwischen Anbildungs- und Regressions-
gelbkorper, die gegenwartig nur mit erheblichem Aufwand mdoglich ist. Der technolo-
gische Fortschritt und die rapide Kostendegression werden zukunftig den Einsatz der

Farbdoppler-Sonographie in der routinemafiigen Rinderpraxis ermdglichen.

Zusatzlich realisieren die Farbdoppler-Sonographie und die Echotexturanalyse die
Untersuchung von Fragestellungen, die fir die Zukunft der Reproduktionsmedizin

besonders bedeutsam erscheinen:

1. Experimentell induzierte, systemische Entzindungsreize beeinflussen die Mor-
phologie und sekretorische Kapazitat ovarieller Funktionskérper (Studie 5). Diese
Ergebnisse haben fur kinftige Studien weitreichende Implikationen:

* Wie lange ist ein negativer Effekt eines Entziindungsgeschehens im Organis-
mus auf die ovarielle Funktion nachweisbar? Entsprechende Untersuchungen
zu Effekten einer lokalen Entzindung (Metritis) auf die Gelbkorperfunktion
wurden bereits Uber die ersten vier Zyklen p.p. initiiert; die Ergebnisse de-
monstrieren, dass es keinen Langzeit-Effekt einer Metritis auf das CL gibt
(Herzog et al., unpublished). Im ersten Zyklus p.p. wurde eine Beeintrachti-
gung der lutealen Funktion und Morphologie beobachtet, aber bereits ab dem
zweiten Zyklus war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.

e Korreliert das Ausmal} des Entziindungsgeschehens mit der Beeintrachtigung
ovarieller Funktionskdrper und unterscheiden sich die Effekte in Abhangigkeit
vom primaren Sitz der Entziindung? Zur Beantwortung dieser Fragestellung
wird zum einen der Einfluss einer Toxindmie infolge einer Metritis auf das
Corpus Iluteum untersucht. Zum anderen soll mit Hilfe des LPS-

Entzindungsmodells geprift werden, ob eine Mastitis oder eine Metritis ver-
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gleichbare Effekte auf die Funktion und Morphologie eines Corpus luteum be-
sitzen. Der fertilititsmindernde Effekt von klinischen Erkrankungen in der
postpartalen Phase ist bekannt; noch nicht geklart ist die Frage, inwiefern gra-
duelle Unterschiede in der Beeintrachtigung des Corpus luteum durch die ver-

schiedenen Erkrankungen bestehen.

2. Die erweiterten Mdoglichkeiten einer bildgebenden Diagnostik ermoéglichen dar-
Uber hinaus vollig neue Ansatze fur die Charakterisierung physiologischer und pa-
thophysiologischer Vorgange bei der Implantierung von Trophoblasten im Rah-
men der Fruhtrachtigkeit. Der Anstieg der lutealen Durchblutung bei frihtrachti-
gen Rindern zum Zeitpunkt der embryonalen-maternalen Kommunikation de-
monstriert die Sensibilitdt dieser Methodik. Interferon t© wird von den
Trophoblastenzellen des Embryos produziert (Thatcher et al., 1995) und wurde
erst vor kurzem in nur sehr geringer Konzentration im Blut nachgewiesen
(Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2010). Das Potential der Farbdoppler-
Sonographie soll in weiteren Studien ausgeschoépft werden, um im Zusammen-
hang mit diesem Indikatorprotein die Mechanismen aufzuklaren, die bei der Etab-
lierung einer Trachtigkeit eine Rolle spielen.

3. Auch der Hintergrund der gegenwartig hohen embryonalen Mortalitat kann inten-
siver untersucht werden. Zudem ermdglicht die Farbdoppler-sonographische Un-
tersuchung trachtiger Kihe Hinweise auf eine Zwillingstrachtigkeit, Risikotrachtig-
keit, Missbildungen des Kalbes sowie eines Large Offspring-Syndroms im Rah-

men eines Embryotransferprogramms.

4. Mit der Beantwortung von Fragestellungen zum Einsatz der Echotexturanalyse
auf dem Gebiet der Geburtshilfe soll die Minimierung der Totgeburtenrate initiiert
werden. Im Rahmen des Geburtsmanagements wird die Erweichung der Zervix
B-Mode-sonographisch und anschlie3end Computer-gestutzt charakterisiert, um

den Geburtseintritt objektiver eingrenzen zu kénnen.

Abschliel3end ware zudem die Integration von Auswertungsprogrammen sowohl zur
Farbdoppler-Sonographie als auch zur Computer-gestitzten Analyse der B-Mode-
Bilder direkt in verfiigbare Ultraschallsysteme zukunftsweisend. Die Interpretation der
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erhobenen Befunde waren damit wahrend der Untersuchung wesentlich leichter und

der Einfluss der Subjektivitat des Untersuchers nennenswert reduziert.

Zusammenfassend werden die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten bildgebenden
Verfahren fur die experimentelle Reproduktionsmedizin beim Rind — und konsekutiv

die Routinepraxis — erhebliche Bedeutung erlangen.
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4.  Zusammenfassung

Die Diagnostik in der Reproduktionsmedizin des Rindes hat sich in den vergangenen
20 Jahren stark weiterentwickelt. Der Einsatz der B-Mode Sonographie ist mittlerwei-
le in GrofR3tierpraxen ein diagnostisches Standarduntersuchungsverfahren. Bis vor
wenigen Jahren limitierten sowohl der Preis als auch GréRe und Gewicht den routi-
nemafigen Einsatz in der Rindermedizin. Inzwischen existiert eine breite Auswahl an
portablen, Batterie-betriebenen Geraten, die eine kontrastreiche Darstellung im B-
Mode ermdglichen und teilweise bereits mit Zusatzfunktionen wie der Farbdoppler-

funktion ausgestattet sind.

Durch die B-Mode-Sonographie hat sich die Diagnostik des Zyklusstadiums, der
Friahtrachtigkeit oder das Erkennen von pathologischen Zustdnden am inneren Geni-
tale der Kuh zwar erweitert, aber sie stof3t teilweise technisch bedingt an Grenzen.
Die Intention zur Durchfihrung dieser Arbeit bestand darin, fortschrittliche, auf der
Sonographie basierende Diagnostikmethoden wie der Farbdoppler-Sonograhpie oder
der Computer-gestitzten Analyse von B-Mode Ultraschallbildern im Hinblick auf ihre

Anwendbarkeit beim Rind zu untersuchen.

Mit Hilfe der Farbdoppler-Sonographie gelang es, eine enge Korrelation zwischen
der lutealen Durchblutung und der Plasmakonzentration des Progesterons nachzu-
weisen. Die relativen Veranderungen der Durchblutung entsprachen weitestgehend
denen der Progesteronkonzentration. Insbesondere wahrend der Regressionsphase
erwies sich die Farbdoppler-Sonographie als geeignet, ein CL als nicht mehr funkti-
onell aktiv zu erkennen. Ein Schwellenwert zur sicheren Kennzeichnung eines noch
funktionell aktiven CL wurde ermittelt. Dabei musste die Durchblutung nur 30% ihrer
Maximalwerte erreichen; die Gréf3e des CL musste hingegen 60% der Maximalwerte
erreichen, um Fehler bei der Einschéatzung der Progesteronsekretion auszuschlie-
Ren. Die Farbdoppler-Sonographie stellte sich somit als das sensiblere Verfahren
heraus, um die sekretorische Kapazitat eines Cl korrekt zu identifizieren. Fur die An-
wendung in der Praxis ergibt sich hieraus, dass die Farbdoppler-Sonographie immer
zur Untersuchung herangezogen werden sollte, um den Funktionszustand eines CI

zu bestimmen und eigene Referenzwerte zu ermitteln.
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Die Farbdoppler-Sonographie wurde ferner als Methode geprift, um Veranderungen
der ovariellen Durchblutung sowohl nach Induktion der Luteolyse als auch nach Si-
mulation einer systemischen Entziindung zu charakterisieren. Es zeigte sich, dass
die Induktion der Luteolyse zu einem friheren Zeitpunkt im Di6strus zu der Ovulation
groRBerer und besser durchbluteter Follikel fihrte. Ob sich die Brunstinduktion zu ei-
nem friheren Zeitpunkt und die besser durchbluteten Follikel auf die Trachtigkeitsra-
te auswirken, wird in Folgestudien ermittelt. Mit Hilfe eines Entziindungsmodells
konnte demonstriert werden, dass sich die luteale Durchblutung innerhalb von drei
Stunden nach der Verabreichung von Lipopolysacchariden um 34% reduzierte. Wie-
derum verliefen die Anderungen der Durchblutung und der Progesteronkonzentration
analog. Sie traten eher auf und waren starker ausgepragt als die durch B-Mode-
Sonographie untersuchten morphologischen Veranderungen. Die systemische Ver-
abreichung von LPS fuhrte bei den Versuchstieren zu Symptomen der Septikamie
und zu einer temporéaren Depression des CL in Funktion und Morphologie, hatte aber

keinen Einfluss auf das CL des folgenden Zyklus.

Mit Hilfe der Computer-gestiutzten Auswertung von B-Mode Ultraschallbildern wurden
morphologische Verdnderungen des CL uber den Zyklus untersucht. Durch den Ein-
satz dieser Methode sollte die Frage beantwortet werden, ob sowohl das Zyklussta-
dium eingegrenzt als auch Aussagen uber die Progesteronsekretion getroffen wer-
den kénnen. Mit dem handelsiiblichen Bildanalyseverfahren Pepe® gelang die Diffe-
renzierung zwischen der Anbildung eines CL und seiner Blutephase. Eine fur eine
Therapieeinleitung entscheidende Differenzierung der An- und RuUckbildungsphase
gelang mit dieser Methode nicht. Mit der Etablierung eines eigens auf das CL ange-
passten Analyseverfahrens (CAUS) wurden die standardisierten Gerategrundeinstel-
lungen zunachst kalibriert. Im nachsten Schritt wurden wéahrend der Bildauswertung
Artefakte sowie Blutgefal3e durch das CAUS-Programm selbstandig erkannt und von
der Berechnung ausgeschlossen. Durch die Untersuchung von 10 Tieren an jeweils
14 Zyklustagen bestatigte sich die Uberlegenheit von CAUS im Rahmen der digitalen
Analyse von B-Mode-Bildern des CL zur Diagnose des Zyklusstandes und wahrend
des Didstrus zur Vorhersage der Plasmakonzentration des Progesterons.

Die Untersuchung von CL in der dritten Woche der Trachtigkeit mittels Farbdoppler-
Sonographie zeigte eine starkere Durchblutung der CL verglichen mit nicht-trachtigen
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Tieren. Dieser Befund lasst sich als Ausdruck der embryo-maternalen Erkennung
interpretieren. Aufgrund einer hohen interindividuellen Varianz der lutealen Durchblu-
tung in dieser Frihphase der Trachtigkeit ist die Farbdoppler-Sonographie jedoch

gegenwartig nicht zur zuverlassigen Trachtigkeitsdiagnostik geeignet.

Auch wahrend der Spattrachtigkeit erwies sich die Farbdoppler-Sonographie als
wertvolle Methode zur Erweiterung der diagnostischen Optionen. Durch die regelma-
Bige Untersuchung der Durchblutung der Arteria uterina von 40 Tieren in der zweiten
Halfte der Graviditat wurde eine Zunahme der uterinen Durchblutung um das 5,5-
fache diagnostiziert. Hierbei zeigte sich, dass bei Kiihen gleicher Lebendmasse der
uterine Blutfluss bei jenen Tieren hoher war, die spéater schwerere Kélber gebaren.
Ob eine hoéhere uterine Durchblutung zur Entwicklung von Kalbern mit héherem Ge-
burtsgewicht fuhrte oder ob schwerere Kélber eine intensivere Blutversorgung bedin-
gen, konnte durch diese Studie nicht hinreichend geklart werden.

Beide in dieser Habilitationsschrift dargestellten bildgebenden Verfahren bzw. das
neu etablierte Computer-gestitzte Analyseverfahren haben das Spektrum diagnosti-
scher Methoden zur Erfassung von physiologischen wie pathophysiologischen Ver-

anderungen am Uterus und am Ovar des Rindes wesentlich erweitert.



Summary Seite 58

5. Summary

Diagnostic procedures in bovine reproductive medicine have substantially improved
in the last 20 years. In particular, B-Mode sonography is now used routinely in clinical
veterinary practice. Although the application of sonography in bovine medicine was
previously limited by the price, size, and weight of ultrasound scanners, there are
now modestly priced, portable, battery-powered scanners that are appropriate for use
in the field. The availability of B-mode sonography for assessing the uterus and ova-
ries of cattle was an extremely important advance for clinicians and researchers. It
was noteworthy that this technology enabled high-resolution, non-invasive examina-
tions to be done as often as desired. Furthermore, the introduction of colour Doppler
sonography and computer-assisted image analysis of B-mode images created new,
unprecedented opportunities for the use of sonography in reproductive imaging.

Since the corpus luteum (CL) is a highly vascular and metabolically active organ, it
was not surprising that luteal blood flow (assessed with colour Doppler sonography)
was highly correlated with plasma progesterone concentrations. It had been previ-
ously reported that, during luteal regression, plasma progesterone concentrations
decreased prior to a reduction in luteal size, as determined by conventional B-mode
sonography. However, with colour Doppler sonography, lower plasma progesterone
concentrations were accompanied by reductions in luteal blood flow. Clearly colour
Doppler sonography was superior to conventional B-mode sonography for assessing

the secretory capacity of a CL.

In addition to monitoring physiologic changes during the estrous cycle, colour Dop-
pler sonography was valuable for characterizing changes in ovarian perfusion follow-
ing induction of luteolysis or a simulated systemic inflammation. Induction of luteoly-
sis during the first follicular wave resulted in ovulation of a large follicle with high fol-
licular blood flow. Further studies of the relationship between follicle perfusion and
fertility are planned. In a model of systemic inflammation involving intravenous ad-
ministration of E. coli lipopolysaccharides, at 12 hours after treatment, luteal blood
flow and plasma progesterone concentrations had decreased by approximately 42
and 60%, respectively, despite CL size decreased only by 15%. Although this model
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resulted in transient clinical symptoms of septicemia and toxaemia, it was noteworthy

that the CL of the following estrous cycle was not affected.

Computer-assisted image analysis was used to improve the use of ultrasonography
for assessment of the CL and plasma progesterone concentrations, and ultimately for
accurately predicting the stage of the estrous cycle. Although Pepe® (commercial
image analysis software) was able to distinguish between a CL in the growing versus
static phases, it could not reliably distinguish between the growing and regressing
phases. Therefore, another software package (CAUS) was specifically adapted for
analysing ultrasonographic images of the CL. In a series of steps, standardized set-
tings were calibrated, and then artefacts and blood vessels were automatically rec-
ognized and excluded, and the software was validated by examination of 10 animals
on 14 days during the estrous cycle. Ultimately, it was possible to accurately predict

stage of cycle and plasma progesterone concentrations.

Colour Doppler sonography was used to detect increased blood flow to the CL in
pregnant versus nonpregnant cattle during the third week after breeding; perhaps this
difference was related to embryo-maternal communication. However, due to substan-
tial variations among cows, luteal blood flow was not a reliable tool for early preg-

nancy diagnosis.

Using colour Doppler sonography to examine 40 pregnant cows, it was shown that
uterine perfusion increased by 5.5 fold during the second half of pregnancy. Further-
more, in cows of similar body weight, those with greater uterine blood flow had calves
with a greater birth weight, although the cause and effect of blood flow and birth

weight could not be determined.

In summary, this research yielded new methods of generating and analysing ultra-
sonographic images which increased the use of ultrasound technology for assessing

physiological and patho-physiological changes in the bovine uterus and ovary.
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