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1 EINLEITUNG

Die endokrine Aktivitit der Gelbkorper wird durch die peripheren Blutserumkonzentrationen
von Progesteron charakterisiert. Progesteron ist fiir die Aufrechterhaltung einer Trichtigkeit
essentiell. Wihrend die Gelbkorper bei der Hiindin in der ersten Hélfte der Graviditét (bis ca.
Tag 30 post ovulationem) weitgehend autonom funktionieren, tragt in der zweiten Hélfte der
Tréachtigkeit das im Hypophysenvorderlappen gebildete Hormon Prolaktin entscheidend zur
Aufrechterhaltung der Lutealfunktion bei (ONCLIN et al. 1993).

Bei einer Gelbkorperinsuffizienz nimmt die Gelbkdrperaktivitét vorzeitig ab. Damit einherge-
hend kommt es zu einem unphysiologisch frithen Abfall der Progesteronkonzentration, meist
zwischen dem 20. und 35. Tag nach der Ovulation, der im Falle einer Tréchtigkeit zum Ab-
sterben und zur Resorption einzelner oder aller Friichte fiihrt. Auffillig ist, dass sowohl im
Zusammenhang mit einer Lutealinsuffizienz als auch bei medikamentds eingeleitetem Trach-
tigkeitsabbruch nicht immer sdmtliche Embryonen/Feten gleichzeitig absterben. Relativ héu-
fig liberleben eine oder zwei Friichte den Progesteronmangel und werden dann meist lebens-
schwach geboren (GUNZEL-APEL et al. 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde bei tragenden Hiindinnen die physiologische Lu-
tealfunktion einerseits und medikamentos in ihrer Funktion gestorte Gelbkorper andererseits
mit Hilfe klinischer, endokrinologischer, histologischer, immunhistochemischer und bioche-
mischer Verfahren untersucht. Durch Anwendung der farbkodierten und gepulsten Doppler-
sonographie der stromalen ovarialen Arterien sowie durch begleitende Hormonanalysen wur-
den die Einfliisse der Medikationen auf die Durchblutung und die endokrine Funktion charak-
terisiert.

Nach Ovariohysterektomie erfolgten histologische, immunhistochemische und biochemische
Untersuchungen an den Ovarien, um auch gewebliche Kriterien der physiologischen und me-
dikamentos beeinflussten Gelbkdrperregression bzw. -suppression zu erfassen.

In einer zeitgleich erfolgten Studie am selben Tiermaterial wurden @hnliche Untersuchungen
am tragenden Uterus bzw. an den Friichten vorgenommen, deren Ergebnisse (POLITT, E.,
pers. Mitteilung vom 15.05.2004) teilweise in der hier vorliegenden Arbeit im Hinblick auf
mogliche Interaktionen zwischen den medikationsbedingten ovarialen und endometrialen

bzw. plazentiren Verdanderungen dargestellt wurden.
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2 SCHRIFTTUM

2.1. Aufbau des Hundeovars

2.1.1. Anatomie, Histologie und (arterielle) Gefallversorgung des Hundeovars

Die Eierstocke der Hiindin sind von langlicher, abgeplatteter Form und befinden sich, am Me-
sovarium hdngend und vollstindig von der Bursa ovarica eingehiillt, kaudal der Nieren in
Hohe des dritten bis vierten Lendenwirbels (SCHUMMER u. VOLLMERHAUS 1987). We-
gen der geringgradig asymmetrischen Lage der Nieren liegt das linke Ovar geringfiigig weiter
kaudal als das rechte.

Die Oberflache des Ovars wird durch zyklische Funktionsgebilde, wie z. B. Vorwdlbungen
durch ovulationsreife Follikel oder Gelbkorper und narbige Einziehungen, unregelméfig ges-
taltet. Entsprechend passt sich das Oberfldchenepithel den funktionellen Besonderheiten an.
Die Ovarien werden in Abhidngigkeit vom Oberflichenprofil von einem abgeplatteten bis
isoprismatischen, einschichtigen Deckepithel iiberzogen, das sich in das Serosaepithel der
Bauchdecke fortsetzt (LIEBICH 1999). Beim Hund faltet sich das Oberfldchenepithel tubulu-
sartig in das Innere der Rinde, teilweise auch bis ins Mark, hinein (ANDERSEN u. SIMPSON
1973). Dem Oberflachenepithel ist eine bindegewebige, gefiBlarme Tunica albuginea unterla-
gert, die mit dem Stroma der Rindenzone in Verbindung steht. Man unterscheidet am Ovar
eine duflere Rindenzone (Cortex ovarii, Zona parenchymatosa) und eine innere Markzone
(Medulla ovarii, Zona vasculosa). Strukturelle Grundlage der Rindenzone sind stoffwechsel-
aktive Stromazellen, die in einem lockeren Raumgitter angeordnet sind (spinozellulires Bin-
degewebe). Diese Stromazellen sind fibrozytendhnlich und weisen eine hohe Regenerations-
fahigkeit, die Neigung zur vermehrten Teilung und die Fahigkeit zur Phagozytose auf. Die
Zona parenchymatosa geschlechtsreifer Haussédugetiere schlieft primédre Oozyten und deren
Hiillzellen (Follikelzellen) sowie deren Entwicklungsstadien (primére, sekundére, tertidre und
Graaf-Follikel) und Funktionsgebilde (z. B. Gelbkorper) ein (LIEBICH 1999).

Des Weiteren findet man im Hundeovar regelméBig so genannte Granulosazell-Stringe, die
sich untereinander verzweigend von der Rinde bis ins Mark fortpflanzen. Thr Ursprung liegt

vermutlich in strangartig angeordneten Oozyten, welche eine gemeinsame Hiille aus Granulo-
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sa- und Bindegewebszellen ausgebildet haben. Beim Untergang dieser Oozyten bleiben die
Granulosazellen erhalten und kdnnen proliferieren (ANDERSEN u. SIMPSON 1973).

Die Zona vasculosa ist die zentrale gefaB3- und nervenfithrende Schicht des Ovars (LIEBICH
1999). Die Blutversorgung des Ovars iibernimmt die in der Regel in Hohe des dritten bis vier-
ten Lendenwirbels beidseitig aus der Aorta abdominalis entspringende A. ovarica. Sie zieht
von der dorsalen Bauchwand in das Mesovarium und verlduft in zunehmenden Windungen
eierstockswérts. Die Endéste der A. ovarica bilden unter besonders starker Schlédngelung ein
kegelformiges Gefdllkonvolut, dessen Basis an das Ovar grenzt, und treten am Gekroseansatz
in die Zona vasculosa ein (WILKENS 1984). Die am Hilus ovarii eintretenden Arterien ver-
laufen vorwiegend geschlingelt und bilden am Ubergang zur Rindenzone ein Netzwerk,
durch das die auBlen liegende Zona parenchymatosa versorgt wird. Das Stromabindegewebe
ist von einem feinen Kapillarnetz durchsetzt, das insbesondere der Versorgung der Keimzel-
len wéhrend ihrer Reifung dient und nach der Ovulation der Oozyte an der Umwandlung der
Follikelhohle in den Gelbkorper beteiligt ist. Diese Kapillargeflechte unterliegen stindigen
zyklusabhdngigen Umbauvorgéngen, die funktionsbedingt zusitzlich durch Sperrarterien und
arteriovendse Anastomosen gesteuert werden. In der Markzone des Ovars sammeln sich au-
Berdem Lymphgefifle, die zusammen mit den Venen am Hilus aus dem Organ austreten
(LIEBICH 1999). Im Ubergangsgebiet des Marks zum Mesovarium ist hiiufig das Rudiment
des Rete ovarii (Homologon des Rete testis der Gonadenanlage) in Form netzartiger Epi-

thelstrange oder eines epithelausgekleideten Kanallabyrinths anzutreffen (SMOLLICH 1992).

2.1.2. Ovarialfollikel

Beim geschlechtsreifen Tier liegt die weibliche Keimzelle in der Zona parenchymatosa des
Ovars bis zur Ovulation im Ruhestadium als primédre Oozyte vor und wird von Follikelzellen
umgeben, wobei diese zusammen eine strukturelle und funktionelle Einheit darstellen und als
Ovarialfollikel bezeichnet werden. Der Primordialfollikel liegt subkapsuldr und besteht aus
der primédren Oozyte, die von einer Schicht sehr flacher, undifferenzierter Follikelepithelzel-
len umgeben wird. Auflen wird der Follikel von lockerem, spinozelluldirem Bindegewebe um-
geben. Primordialfollikel sind Ruhestadien, die aktiviert werden und sich zu Primérfollikeln
wandeln. Der Primérfollikel wird von einer einschichtigen, iso- bis hochprismatischen Schicht

von Follikelzellen umgeben, das Zytoplasma der Oozyte nimmt gegeniiber dem Primordial-
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follikel an Volumen geringgradig zu. Aus einem Primirfollikel entsteht durch mitotische Tei-
lungen der Follikelzellen der Sekundirfollikel, der strukturell gekennzeichnet ist durch die
Volumenzunahme der Oozyte, die Bildung der Zona pellucida, die Schichtung der Follikel-
zellen und die Differenzierung der Stromazellen zur Theca follicularis (LIEBICH 1999).
Jenseits der Basallamina setzt mit Beginn der Sekundérfollikelphase eine fortschreitende Dif-
ferenzierung des dem Follikel unmittelbar benachbarten Rindenstromas ein. Sie fiihrt zur
Ausbildung der gefdfireichen, mit trophischen Aufgaben gegeniiber dem Follikel betrauten
Theca folliculi, die gleichzeitig in die Hormonproduktion des Follikels involviert ist. Die dem
Follikelepithel bzw. seiner Basalmembran unmittelbar benachbarte Thecaschicht wird zur
Theca interna, die auBen anschlieBende Schicht zur Theca externa. Die teilweise epitheloiden
Zellen der Theca interna stehen im Rahmen der Estrogensynthese in engen Kooperationsbe-
ziehungen mit dem Follikelepithel. Sie synthetisieren unter den stimulierenden Einfluss des
adenohypophysidren LH Androgene, die durch den Interzellularraum und die Basallamina in
die Follikelepithelzellen gelangen, wo sie auf enzymatischem Weg zu Estrogenen umgewan-
delt werden (SMOLLICH 1992).

Der Tertidrfollikel ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines fliissigkeitsgefiillten Hohl-
raums (Antrum folliculare), die Differenzierung der Follikelzellen innerhalb der Follikel-
wand, die Bildung des Eihiigels (Cumulus oophorus) und die Schichtung der Theca follicula-
ris in eine Theca follicularis interna und externa.

Der Graaf-Follikel ist der praovulatorische, reife Follikel, der beim Hund eine Gré88e von bis
zu 2 cm erreicht. Die Oozyte, umgeben von der Zona pellucida, den Zellen der Corona radiata
und einzelnen Follikelzellen, verliert die Verbindung zur Follikelwand und schwimmt frei in
der Fliissigkeit.

Die Mehrzahl der Primordial- und Primérfollikel, aber auch spétere Follikelstadien unterlie-
gen wiahrend ihrer Entwicklung einer Riickbildung (Atresie) (LIEBICH 1999). Die ersten
Anzeichen von Atresie sind beim Primordialfollikel nicht eindeutig. Fortschreitende atretische
Verdnderungen dulern sich in unregelméBiger Form der Oozyte, Schrumpfung und vermehr-
ter Anfarbbarkeit des Zytoplasmas und des Kerns bis zum volligen Abbau sdmtlicher Struktu-
ren (ANDERSEN u. SIMPSON 1973).

Primérfollikel degenerieren nicht einheitlich. Die ersten Anzeichen von Atresie sind entweder
in der Oozyte oder dem umgebenden Follikelepithel zu finden. Das Zytoplasma der Oozyte

farbt sich unregelmifig an, wird vakuolisiert und flockig, die Oozytenmembran wird unre-
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gelmiBig und weist auf einen Schrumpfungsprozess hin. Nukleédre Zeichen des Zelltodes sind
exzentrische Kernposition, Chromatolyse und Chromatinverklumpung sowie Einfdltelung der
Kernmembran. Die Formation der Follikelzellen wird aufgeldst, die Zellen degenerieren in
unterschiedlicher Geschwindigkeit, bis nur einige pyknotische Kerne oder Chromatinfrag-
mente iiber bleiben (ANDERSEN u. SIMPSON 1973). Durch Makrophagen werden sédmtli-
che Anteile der Follikel abgebaut.

In Sekundérfollikeln verlaufen atretische Riickbildungen dhnlich. Die Zona pellucida verhin-
dert jedoch eine schnelle und vollstindige Lysis. Bei Tertidrfollikeln setzen Verdnderungen
zuerst in der Follikelwand ein. Follikelzellen vergrofern sich und 16sen sich aus dem Zellver-
band, die Follikelfliissigkeit ist angereichert mit degenerierten Zellen. Die Oozyte degeneriert
sekundédr. Morphologisch sind atretische Follikel durch eine Kernschrumpfung und Verdi-
ckung mit folgender Hyalinisierung der Basalmembran (Glashaut) gekennzeichnet (LIEBICH
1999).

2.1.3. Gelbkorper (Corpus luteum)

Der Gelbkdrper bildet sich nach der Ovulation aus den verbliebenen Zellen der Follikelwand
und den Stromazellen der Theca follicularis. Die strukturellen Entwicklungsstufen des Gelb-
korpers der graviden Hiindin kdnnen entsprechend den Abschnitten in der Graviditét in drei
Phasen unterteilt werden: Anbildung im ersten Trimester der Tréchtigkeit (Tag 0 — 21 post
coitum), Bliite (Tag 22 — 43 p. coit.) und Regression (Tag 44 — 63 p. coit.) (ANDERSEN u.
SIMPSON 1973).

Nach dem Riss des Graaf’schen Follikels und dem Entlassen der Oozyte in den
Fimbrientrichter des Eileiters kollabiert die Follikelwand, legt sich in Falten und schlieB3t die
Riss-Stelle unvollstindig. Kapillaren sprossen zusammen mit den haarnadelférmig angeord-
neten Arteriolen der Theca externa in die vormals gefédffreie Follikelwand ein und geben dem
Gelbkorper ein ldppchenartiges Aussehen. Mit den Gefillen gelangen Stromazellen,
Fibroblasten und Makrophagen in groer Zahl in die ehemalige Follikelhhle und beginnen
innerhalb der ersten Tage nach der Ovulation mit der Organisation des jungen Gelbkorpers.
Schon wihrend der spiten pridovulatorischen Phase haben erste Verdnderungen der Follikel-
zellen (Granulosazellen) und der Stromazellen der Theca interna eingesetzt, die nach der Ovu-

lation weiter an Intensitdt zunehmen. Durch Vergroferung des Zytoplasmas (funktionelle Hy-
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pertrophie) und durch Zellerneuerung (Hyperplasie) transformieren sich diese Zellen zu Lu-
teinzellen. Nach Herkunft der Luteinzellen unterscheidet man Granulosa- und Thecaluteinzel-
len. Granulosaluteinzellen entwickeln sich aus den Wandzellen des Follikels. Sie sind von
polyedrischer Form und weisen einen groflen, ovalen, euchromatinreichen Zellkern, sowie
einen das Zytoplasmabild beherrschenden Steroidsyntheseapparat auf, der vorzugsweise der
Bildung von Progesteron, aber auch Estrogen, dient. Daneben sind auch Einrichtungen der
Peptidsynthese vorhanden, die im Dienst der Produktion von Relaxin und anderen Wirkstof-
fen stehen. Diese werden in 200-400 nm grof8en membranumbhiillten Sekretgranula auf Abruf
gespeichert, gelangen via Exozytose zur Extrusion und dhneln den primiren Lysosomen und
Peroxisomen, die ebenfalls im Zytoplasma anzutreffen sind (SMOLLICH 1992). Des Weite-
ren sind verschieden groe exoplasmatische Vesikel in unterschiedlicher Anzahl zu finden
(ANDERSEN u. SIMPSON 1973).

Thecaluteinzellen transformieren sich aus Stromazellen der Theca interna. Sie sind kleiner
und seltener als Granulosaluteinzellen, dhneln diesen aber in Struktur und Funktion (LIE-
BICH 1999). GroBle und Anzahl von Follikeln und Gelbkdrpern sind bei der tragenden und
nicht tragenden Hiindin grundsétzlich gleich (SOKOLOWSKI et al. 1973). Die Gliederung
des Corpus luteum durch bindegewebige Septen erfolgt insbesondere durch das lockere, fase-
rige Bindegewebe der Theca externa, zum Teil auch durch Reste der Theca interna. Im Stadi-
um der Gelbkorperbliite stehen die Kapillarschlingen in engem Kontakt zu den Luteinzellen
und nehmen Progesteron in das zirkulierende Blut auf (LIEBICH 1999). Das Zentrum des
Gelbkdrpers wird von einem unterschiedlich stark ausgeprigten Bindegewebskorper gebildet.
Im Anbildungs- und Bliitegelbkdrper trifft man auf unregelméBig radidr angeordnete Spalten,
die von flachen Fibroblasten ausgekleidet sind und deren Funktion bislang noch nicht geklart
ist, die aber wahrscheinlich Sekret oder ehemalige Follikelfliissigkeit enthalten (ANDERSEN
u. SIMPSON 1973).

Die Luteinzelle des voll ausgebildeten caninen Gelbkdrpers hat eine Grofle von 30-40 pm und
enthdlt einen ovalen Kern von 10-12 pum Durchmesser. Die perinukledre Region (Endoplas-
ma) enthdlt Granula verschiedener GroBe und zarte filamentdse Strukturen. Das daran an-
grenzende Exoplasma férbt sich heller an und enthélt Vesikel von unterschiedlicher Zahl und
GroBe, welche die Sekretionsleistung der Zellen charakterisieren. Die Zahl der Vesikel erhoht

sich mit fortschreitender Ausbildung des Gelbkdrpers.
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Wihrend des dritten Trimesters der Graviditit ldsst die funktionale Aktivitit des Gelbkorpers
allméhlich nach und der Gelbkorper verliert an GroBle (ANDERSEN u. SIMPSON 1973).
Durch Anschwellen (Hypertrophie) der GefaBwéande tritt eine Einengung und letztlich der
Verschluss der GefaBBlumina mit nachfolgender Degeneration des Kapillargebiets ein, die Lu-
teinzellen unterliegen im Weiteren einer fettigen Degeneration und werden durch Makropha-
gen abgebaut (LIEBICH 1999). Bei beginnender Gelbkorperregression farben sich die Kerne
der Luteinzellen in der H.-E.-Farbung dunkler an, die Kernmembran wird zunehmend unre-
gelmiBig, der Kern schrumpft, wird pyknotisch, lytisch oder zerfillt in Einzelteile. Die Gren-
ze zwischen Endo- und Exoplasma wird undeutlich, die Anzahl lipoider Vakuolen erhoht
sich, diese Vakuolen flieBen zusammen und werden grofer. Die Anfarbbarkeit (Eosinophilie)
des Zytoplasmas sinkt.

Im Gesamtbild des Corpus luteum beobachtet man eine Vermehrung des Bindegewebes im
Zentrum und Interstitium durch die Zunahme von Retikulin- und Kollagenfasern, die Spalt-
rdume im Gelbkorper fiillen sich zundchst mit Detritus und Erythrozyten und kollabieren mit
fortschreitender Regression vollstindig. Im Endstadium der Degeneration finden sich gehduft
leere Lokalisationen, an denen sich vormals Luteinzellen befanden. Die restlichen Zellen sind
stark vakuolisiert, die zellulare Dichte erhoht. Die Verdnderungen schreiten im physiologisch
regressiven Gelbkorper von zentral nach peripher fort und sind nicht in allen Gelbkoérpern
gleich stark ausgepragt (ANDERSEN u. SIMPSON 1973). Der vollstindige Abbau des Gelb-
korpers bis zur Narbenbildung (Corpus albicans) erstreckt sich, beginnend in der Mitte der
Lutealphase, iiber ca. siecben Monate (DORE 1989). Im Ovar liegen dann neben einem auf-

bliihenden Gelbkdrper auch Stadien aus fritheren Ovarzyklen (LIEBICH 1999).

2.2 Steuerung der caninen Lutealphase und Trichtigkeit

Das endokrine System unterliegt einer hierarchischen Struktur. Umwelteinfliisse und Sinnes-
wahrnehmungen werden vom Zentralnervensystem an den Hypothalamus weitergeleitet, der
in pulsatilem Rhythmus GnRH (Gonadotropin Releasinghormon) sezerniert. GnRH induziert
an der Adenohypophyse die Freisetzung der gonadotropen Hormone Follikelstimulierendes
Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hormon (LH), deren Zielorgane die Ovarien sind. Fiir
die differenzierte Freisetzung sind Riickkopplungsmechanismen durch ovariale Hormone zu-

stindig (WATSON 1996).
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2.2.1. Progesteron

Die Ovarien sind mit ihren funktionstiichtigen Corpora lutea essentiell fiir die Aufrechterhal-
tung der Trachtigkeit (SOKOLOWSKI 1971; FELDMAN u. NELSON 1987), obwohl es
Hinweise darauf gibt, dass die Plazenta der tragenden Hiindin ebenfalls in der Lage ist, gerin-
ge Mengen an Progesteron de novo zu synthetisieren (KISO u. YAMAUCHI 1984).

Die Hiindin ovuliert bei Blutserum-Progesteronwerten von ca. 5-8 ng/ml. Danach steigt der
Progesteronwert bis zum Tag 10-30 p.ov. auf meist iiber 25 ng/ml (15-85 ng/ml) an. Wahrend
des letzten Drittels der Graviditét fallen die Progesteronwerte im Zuge der Gelbkorperregres-
sion langsam bis zu einem Plateau von 4-16 ng/ml ab, das fiir ein bis zwei Wochen bestehen
bleibt (SMITH u. McDONALD 1974; CONCANNON 1984, 1986). Die Lutealphase tragen-
der und nicht tragender Hiindinnen verlduft bis ca. Tag 60 nach dem LH-Gipfel anndhernd
identisch, jedoch erfolgt bei der tragenden Hiindin kurz vor der Geburt ein drastischer Abfall
der Progesteronkonzentration auf weniger als 2 ng/ml, wéhrend sich das Absinken der Pro-
gesteronwerte bei der nicht graviden Hiindin bis etwa zum 90. Tag (JEFFCOATE u. LIND-
SAY 1989) bzw. 120.-150. Tag (CONCANNON 1986) nach LH-Gipfel hinziehen kann.
PGF,,, das nur bei der tragenden Hiindin wenige Tage vor der Geburt aus den fetoplazentiren
Uterusbereichen ausgeschiittet wird, bewirkt durch Luteolyse einen abrupten Progesteronab-
fall auf Basalwerte (FELDMANN u. NELSON 1987; CONCANNON et al. 1989; LINDE-
FORSBERG u. ENEROTH 1998).

Progesteron ist verantwortlich fiir die Entwicklung der endometrialen Driisen, Sekretion des
Uterindriisensekrets, endometriales Wachstum, Aufrechterhaltung der plazentaren Verbin-
dungen und Hemmung der uterinen Motilitit (FELDMAN u. NELSON 1987). Die zur Ruhig-
stellung der glatten Muskulatur des Myometriums fiihrende Wirkung wird darin gesehen, dass
Progesteron die Verfiigbarkeit von intrazellulirem Kalzium verringert, womit die Bildung des
Kalzium-Calmodulin-Komplexes und somit letztlich die Phosphorylierung von Myosin durch
Actin weitgehend unterbunden wird. Dieser progesteronvermittelte, die Graviditét sichernde
Effekt bewirkt jedoch keine totale, sondern nur eine weitgehende Ruhigstellung des Myo-
metriums (HOFFMANN 1994).

OKKENS et al. (1985) haben bewiesen, dass der Uterus der zyklischen Hiindin keinen Ein-
fluss auf die Lebensspanne des Corpus luteum hat, jedoch vermuten SMITH und McDO-
NALD (1974), dass ein plazentdres Luteotropin bei der tragenden Hiindin die Aufrechterhal-
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tung der Corpus-luteum-Funktion zusétzlich gewihrleistet. Bei dem Weillbiischelaffen Cal-
lithrix jacchus handelt es sich bei diesem plazentdren Luteotropin laut BEINDORFF et al.
(2001) und VERHAGEN (2002) um Relaxin.

Verschiedene Autoren vertreten die Ansicht, dass Progesteron bei einigen Spezies wihrend
der Gelbkorperphase seine eigene Sekretion stimuliert (ROTHCHILD 1981, 1996; VANDE-
VOORT et al. 2000) und vermuten eine endokrine, parakrine und autokrine Rolle fiir die
Ovarfunktion in den verschiedenen Zyklusphasen (CURRY u. NOTHNICK 1996). Auch
beim Hund scheint der Gelbkorper in der ersten Zeit nach der Ovulation autonom zu funktio-
nieren (OKKENS et al. 1986). Steigende Progesteronwerte bewirken am Hypothalamus eine
Reduzierung der GnRH-Pulsfrequenz ohne Beeinflussung der Pulsamplitude, wobei die Puls-
frequenz fiir die Qualitdt der sezernierten Gonadotropine (LH oder FSH) verantwortlich zu
sein scheint (HOPPEN 1990). Inwiefern beim Hund Progesteron als autokriner Faktor eine

Rolle spielt, ist derzeit noch nicht erforscht.

2.2.2. Estradiol-17§

Die Estradiol-17p-Konzentration im peripheren Blut bleibt wihrend der friihen Lutealphase
nicht tragender Hiindinnen zumeist auf basalem Niveau unter 10 pg/ml (OLSON et al. 1982;
CONCANNON 1986). CONCANNON et al. (1975) beobachteten bei tragenden Hiindinnen
einen leichten Anstieg des Estradiols um den Tag 36 nach LH-Gipfel, andere Autoren berich-
ten von einem Ansteigen auf 20 bis 30 pg/ml lediglich zum Ende der Graviditdt (CHAKRA-
BORTY 1987; FELDMAN u. NELSON 1987). In beiden Féllen bleiben die Estradiolwerte
jedoch bis zur Geburt auf leicht erhohtem Niveau und fallen dann, ebenso wie Progesteron,
rapide ab. Dagegen weisen nach NETT et al. (1975) und REIMERS et al. (1978) die Estradi-
ol-17B- und Gesamtestrogenkonzentrationen nicht tragender und tragender Tiere in der zwei-
ten Hélfte der Lutealphase keine Unterschiede auf. Fiir beide Gruppen beschreiben EDQUIST
et al. (1975) und AUSTAD et al. (1976) in dieser Phase gleichbleibend niedrige Estradiolkon-
zentrationen von 10 bis 15 pg/ml. Die aus dem Schrifttum zitierten Angaben weisen somit
eine hohe Variabilitit auf, die wahrscheinlich auf dem Einsatz unterschiedlicher Analysever-
fahren und erheblichen individuellen Schwankungen beruhen (JOCHLE u. ANDERSEN
1977).
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Estradiol-17f ist vermutlich fiir die Ausbildung der Milchdriisen mitverantwortlich und unter-
stiitzt die Relaxation der Zervix (FELDMAN u. NELSON 1987). HOFFMANN et al. (2004)
vermuten eine parakrine und/oder autokrine Funktion des Estradiol-17p, jedoch ist die genaue

Rolle des Hormons im Hinblick auf luteale Steuerungsmechanismen derzeit noch unklar.

2.2.3. Luteinisierendes Hormon (LH)

Die der Ovulation folgende Phase der Gelbkorperanbildung ist durch einen steilen Progeste-
ronanstieg gekennzeichnet, der {iber einen negativen Riickkopplungsmechanismus der Hypo-
physen-Gonaden-Achse ein Absinken der LH-Werte auf Basisniveau bewirkt, das bis zur Mit-
te der Gelbkorperphase beibehalten wird (WILDT et al. 1979).

In der frithen Lutealphase kommt es lediglich zu geringen wellenformigen Konzentrationsan-
stiegen von LH (HEGSTAD et al. 1993). In der zweiten Hélfte der Gelbkorperphase tritt als
Reaktion auf die im Zuge der Gelbkorperregression einsetzende Abnahme der peripheren
Progesteronkonzentration eine Frequenzzunahme der LH-Peaks auf (HOFFMANN u.
SCHNEIDER 1993). Das hypophysidre LH ist luteotrop und bewirkt bei der tragenden wie bei
der nicht tragenden Hiindin in basalen Konzentrationen von 2,0 bis 5,0 ng/ml die Sicherstel-
lung der Progesteronsekretion (SMITH u. McDONALD 1974; REIMERS et al. 1978; CON-
CANNON 1980, 1986).

2.2.4. Prolaktin

Das ebenfalls aus der Hypophyse stammende Prolaktin steigt bei der tragenden Hiindin ab
Tag 30 p.ov. bis zur Geburt auf Werte von ca. 40 bis 50 ng/ml und iibernimmt ab der Mitte
der Lutealphase eine wichtige Aufgabe in der Aufrechterhaltung der Trichtigkeit (ONCLIN
u. VERSTEGEN 1997a), indem es das Weiterbestehen und die Funktion der Corpora lutea
unterstiitzt (OKKENS et al. 1985, 1990; FELDMAN u. NELSON 1987), wéhrend die Plas-
maprolaktinkonzentration in der Lutealphase der nicht tragenden Hiindin einen weitaus gerin-
geren Anstieg auf im Durchschnitt 5 ng/ml erfahrt (ONCLIN u. VERSTEGEN 1997a; KO-
OISTRA u. OKKENS 2001).
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2.2.5. Relaxin

Relaxin ist ein insulindhnliches Peptidhormon (STEWART et al. 1992), dessen Bedeutung
unter anderem vermutlich in der Vorbereitung des Geburtskanales auf die Geburt liegt (I-
VELL u. EINSPANIER 2002). Das canine Relaxinmolekiil zeigt relativ wenig Homologie
mit den Relaxinmolekiilen anderer Spezies und ist groer als die porzinen und equinen Rela-
xinmolekiile (STEWART et al. 1992).

Die Serumrelaxinkonzentration steigt nur bei tragenden Hiindinnen wihrend der zweiten
Hilfte der Graviditdt an (STEINETZ et al. 1987, 1989, 1990, 1996). Relaxin wird beim Hund
im Gegensatz zum Menschen und anderen Spezies nur in geringerem Maf3e in den Corpora
lutea der Ovarien, hauptsdchlich aber in der Plazenta produziert, wobei der Synzythi-
otrophoblast als primire Produktionsstétte anzusehen ist (STEINETZ et al. 1989; STEWART
et al. 1992; KLONISCH et al. 1999). Zirkulierendes Relaxin kann daher, anders als beim
Menschen und anderen Tierspezies, aufgrund seiner Hauptbildungsstitte im graviden Uterus
beim Hund Angaben {iber den plazentiren/uterinen Status der Trachtigkeit liefern (EINSPA-
NIER et al. 2002), nach derzeitigem Kenntnisstand jedoch nicht iiber die Funktionstiichtigkeit
der Ovarien.

Die Relaxin-Einzelwerte konnen starke individuelle Variationen aufweisen (STEWART et al.
1992; EINSPANIER et al. 1999), zudem finden sich zu den verschiedenen Messzeitpunkten
innerhalb einer Graviditdt zum Teil erhebliche Unterschiede (EINSPANIER et al. 2002). Eine
Korrelation zwischen Relaxingehalt und der Anzahl an sonographisch diagnostizierten Emb-
ryonen/Feten und geborenen Welpen scheint nicht zu existieren (BUNCK et al. 2002;
EINSPANIER et al. 2002).

EINSPANIER et al. (2002) untersuchten Beagle-Hiindinnen mit intakter Graviditdt und stell-
ten einen Anstieg der Relaxinkonzentration zwischen Tag 20 und 25 p.ov. bis zum Ende der
Graviditdt auf Werte zwischen 8,6 und 33,7 ng/ml fest. In Geburtsnéhe (Tag 60 p.ov.) fielen
die Relaxinwerte auf Basisniveau unter 1 ng/ml ab. Bei in derselben Studie zwischen Tag 21
und 28 p.ov. mit PGF,, behandelten Hiindinnen entwickelten sich einige Feten bis Tag 58
bzw. 61 sonographisch normal weiter. Die Relaxinverlaufsmuster dieser Hiindinnen entspra-
chen weitestgehend den Profilen der Hiindinnen mit intakter Graviditit.

Dass der Anstieg der Relaxinkonzentration Ausdruck einer ungestorten Plazentation sein

kann, wurde am Beispiel einer um den Zeitpunkt der Implantation mit PGF,, medikierten
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Hiindin deutlich. Bei diesem Tier wurden die Implantationsprozesse offensichtlich durch die
Behandlung gestort, so dass der bei allen anderen Hiindinnen beobachtete initiale Relaxi-
nanstieg ausblieb und erst um Tag 40 p.ov. einsetzte, obwohl sonographisch intakt erschei-
nende Fruchtanlagen im frithen Stadium der Trachtigkeit zu erkennen waren, was darauf hin-
wies, dass sich aus der Relaxinkonzentration Stérungen der Implantation und Plazentation
ableiten lassen, die sich der sonographischen Befunderhebung entziehen. Jedoch lieB3 sich
durch die Relaxinbestimmung kein Riickschluss auf das Schicksal der Embryonen/Feten zie-
hen, da die Relaxinkonzentration trotz des bei der Mehrzahl der Friichte einsetzenden Todes
mit anschlieBender partieller Resorption ein physiologisch erscheinendes Verlaufsmuster
aufwies.

Relaxin ist offensichtlich an der Dezidualisierung endometrialer Stromazellen beteiligt und
schafft durch die entsprechende Gewebemodellierung die Voraussetzung fiir die Implantation
(ZHU et al. 1990; CHEN et al. 1998). Dabei beeinflusst Relaxin die fiir die Einnistung not-
wendige Gewebevorbereitung, indem es die Angiogenese fordert (EINSPANIER et al. 2001)
und gewebemodulierende Enzyme aktiviert (HWANG et al. 1996). Eine dhnliche Funktion
des Relaxin ist auch am Ovar denkbar, da fiir die Formation des Corpus luteum ebensolche
Remodulierungsvorgéinge wie Umbau und Angiogenese wichtig sind (DICKSON et al. 2001).
Perfusion von Ovarien des Weillbiischelaffen, Callithrix jacchus, in der mittleren Lutealphase
mit Relaxin fiihrte zu einer signifikant gesteigerten Produktion von Progesteron und Estradi-
0l-17p und deutete damit auf eine deutlich luteotrope Wirkung des Relaxins auf die Zellen des
Corpus luteum hin (BEINDOREFF et al. 2001; VERHAGEN 2002). Welche Funktion Relaxin

am Ovar der Hiindin einnimmt, ist derzeit noch ungeklért.

2.2.6. Luteotrope und luteolytische Faktoren im Rahmen der physiologischen

Gelbkorperregression

Als Anzeichen der Gelbkorperregression wird das kontinuierliche Absinken des Progeste-
ronspiegels angesehen. Die der caninen Luteolyse zugrunde liegenden Mechanismen sind
derzeit noch weitgehend unerforscht.

Man unterscheidet die funktionale Luteolyse (das Absinken der Progesteronsekretion) von der
strukturellen oder morphologischen Luteolyse, welche die nachfolgenden Verdanderungen der

zelluldren Struktur der Driise und ihre allméhliche Involution bis zum Verbleiben einer klei-
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nen Narbe aus Bindegewebe beschreibt (McCRACKEN et al. 1999). Die Unterscheidung ist
bei den meisten Spezies kaum untersucht und dokumentiert, und die beiden Ereignisse kon-
nen nicht definitiv voneinander getrennt werden (McCRACKEN et al. 1999).

Bleibt eine Graviditit nach der Ovulation aus, wird der Gelbkorper bei den meisten Spezies
eliminiert, um den Beginn eines neuen ovarialen Zyklus zu ermdglichen (McCRACKEN et al.
1999). Bei Primaten geschehen Ovulation und Corpus luteum-Formation unter Kontrolle go-
nadotroper Hormone. Zum Ende der Lutealphase eines nicht graviden Zyklus unterliegt der
Gelbkorper der Luteolyse, womit der Zyklus beendet ist. Die funktionale Luteolyse geschieht
beim Primaten innerhalb einer Zeitspanne von ca. 48 Stunden (ZELEZNIK u. BENYO 1994).
Im Falle der Befruchtung wird die Funktion des Gelbkorpers durch humanes Choriongona-
dotropin (hCG), welches von der implantierenden Blastozyste sezerniert wird, aufrecht erhal-
ten. Auch bei vielen Haussdugetieren (z. B. Schwein, Schaf) laufen Ovulation und Corpus
luteum-Formation unter der Kontrolle von Gonadotropinen ab. Der Zyklus besteht aus einer
relativ kurzen Follikelreifungs- und einer relativ langen Lutealphase. Im nicht graviden Zyk-
lus fillt der Gelbkdrper der Luteolyse anheim und ein neuer Zyklus wird gestartet. Im Falle
einer Befruchtung wird das uterine luteolytische Signal unterdriickt. Bei Schwein und Maus
z. B. ist der Gelbkdrper die alleinige Progesteronquelle, bei Schaf und Pferd iibernimmt die
Plazenta im weiteren Verlauf der Tréachtigkeit die Hauptproduktion von Progesteron.

Einige Nagetiere (z. B. Maus, Ratte und Hamster) ovulieren spontan und sind etwa alle vier
bis fiinf Tage konzeptionsbereit, entwickeln jedoch nur nach einem Deckakt sekretorisch voll
funktionstiichtige Gelbkorper. Bleibt die Befruchtung aus, bildet sich eine Pseudograviditit
aus, welche bei den meisten Spezies durch luteolytische Mechanismen verkiirzt wird. Katze,
Hase und Frettchen bendtigen einen coitalen Stimulus fiir die Auslosung des LH-Peak und
damit der Ovulation. Die Gelbkorperfunktion wird im Falle der Befruchtung ebenso aufrecht-
erhalten wie bei einer Pseudograviditit, wobei die Katze und die Hésin liber einen Mechanis-
mus zur Verkiirzung der Lebensdauer der Gelbkorper verfiigen (McCRACKEN et al. 1999).
Bei vielen Haussdugetieren und Primaten scheint LH das Hauptluteotropin zu sein. So verur-
sacht z. B. Hypophysektomie bei Primaten (ZELESNIK u. BENYO 1994, FRASER et al.
1995) und Schafen (KALTENBACH et al. 1968; KARSCH et al. 1971) eine Regression des
Corpus luteum — ein Effekt, der durch die Zufuhr von exogenem LH vermieden werden kann.
Bei Primaten ist die Progesteronsekretion in der Lutealphase von einem pulsatilen LH-

Aussto3 abhingig (FRASER et al. 1986), wohingegen sie beim Schaf bei konstanten minima-
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len LH-Werten aufrechterhalten werden kann (McNEILLY et al. 1992). Bei der Hiindin wer-
den LH und Prolaktin bendtigt, um die Funktion der Gelbkorper aufrecht zu erhalten (CON-
CANNON 1991).

Der Hund hat nur ca. zwei ovulatorische Zyklen im Jahr. Ovulation und Gelbkorperaufbau
erfolgen auch hier unter dem Einfluss gonadotroper Hormone. Beim Hund sind jedoch keine
speziellen Mechanismen bekannt, die die Lebensspanne der Gelbkorper verkiirzen, so dass
ihre funktionelle Lebenszeit bei der nicht tragenden Hiindin anndhernd so lang ist wie in der
Trachtigkeit (McCRACKEN et al. 1999). Die Zeitspanne von der Ovulation bis zum Stadium
des Corpus albicans betrédgt bei der Hiindin ca. acht Monate (DORE 1989). Anders als bei den
meisten Nutztieren wird der Abbau der Gelbkorper bei der zyklischen Hiindin nicht durch ein
uterines Luteolysin (PGF,,) hervorgerufen, da Hysterektomie keinen Einfluss auf die Lebens-
spanne des caninen Corpus luteum hat (OKKENS et al. 1985; HOFFMAN et al. 1992). Nach
HOFFMANN und SCHNEIDER (1993) lauft die Gelbkorperregression beim Hund unabhén-
gig von der Hohe der LH-Konzentration ab, welche im Verlauf des Zyklus leicht ansteigt.
Einer wihrend der Lutealphase vorgenommenen Hypophysektomie folgt jedoch ein scharfer
Abfall der Progesteronkonzentration und eine Verkiirzung der Gelbkorperphase.

In den Corpora lutea verschiedener Spezies wurden zwei Arten steroidproduzierender Zellen
gefunden. Die kleinen Zellen stammen wahrscheinlich von der vormaligen Theca interna, die
grof3en von den Granulosazellen in der Follikelwand ab (ALILA u. HANSEL 1984). Die klei-
neren Zellen sezernieren geringe Progesteronmengen, reagieren auf LH-Stimulus aber mit
einer Steigerung der Sekretion, wihrend die groferen Zellen groBe Mengen an Progesteron
sezernieren, aber keinem LH-Stimulus zugénglich sind (KOOS u. HANSEL 1981; FITZ et al.
1982).

Das Corpus luteum der Primaten sezerniert ein heterodimeres Glykoprotein, Inhibin, das ver-
mutlich die Sekretion von FSH und damit die Entwicklung neuer Follikel in der Gelbkorper-
phase verzogert. Seine Produktion wird von GnRH-Antagonisten gehemmt und von hCG sti-
muliert, wohingegen bei Spezies, die wenig Inhibin produzieren (z. B. Schaf und Rind), wih-
rend der Lutealphase wellenformig Follikel angebildet werden (McCRACKEN et al. 1999).
Bislang wurde die Existenz eines derartigen inhibitorischen Proteins beim Hund nicht er-
forscht. Ebensowenig ist belegt, dass Inhibin beim Primaten Einfluss auf die Luteolyse hat

(FRASER et al. 1995).
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Bei verschiedenen Spezies bildet das Corpus luteum Relaxin, dessen Rolle fiir die Funktion
der Gelbkorper bislang unklar ist und mit der Luteolyse nicht in Zusammenhang zu bringen
ist. Die Ovarien einiger Spezies (v. a. Wiederkduer) sezernieren in der Lutealphase Oxytocin,
das eine Rolle bei der Luteolyse spielen konnte (McCRACKEN et al. 1999).

Offensichtlich iibernimmt bei Wiederkduern, Schweinen, Pferden und Nagern ein im Uterus
gebildetes Luteolysin eine wichtige Rolle bei der Regression des Corpus luteum (ANDER-
SON et al. 1969). Als solches wird das im Uterus reichlich vorhandene, venokonstriktorische
PGF,, angesehen (PHARISS u. WYNGARDEN 1969). Bei den oben genannten Spezies be-
wirkt Hysterektomie eine verldngerte Lebensdauer der Gelbkorper, wihrend dhnliche Studien
auch bei Primaten keinen Effekt zeigten (BEAVIS et al. 1969; NEILL et al. 1969; BELING et
al. 1970; CASTRACANE et al. 1979). GERBER et al. (1979) fanden niedrige PGF,,-
Konzentrationen im Uterusvenenblut spatgravider Hiindinnen, jedoch héhere Konzentrationen
von PGE; und PGI,, deren physiologische Rolle bei der Hiindin noch unklar ist (McCRA-
CKEN et al. 1999).

Neben dem PGF,, werden derzeit noch andere Mediatoren der strukturellen Luteolyse disku-
tiert. Makrophagen und andere Immunzellen kénnen nach BENYO und PATE (1992) iiber
den Aussto3 von Tumor-Nekrose-Faktoren und anderen Zytokinen eine Rolle bei der Luteo-
lyse spielen. Ferner wird den Lysosomen und ihren Enzymen aufgrund der strukturellen Ver-
dnderungen der Lipide in der Plasmamembran von Luteinzellen wihrend der Luteolyse eine
Rolle bei der strukturellen Regression eingerdumt (BUHR et al. 1979). Gewebe-
Metalloproteinasen (MMPs) werden fiir die Remodellierung des Corpus luteum wéhrend der
Involution verantwortlich gemacht (BIRKEDAL-HANSEN 1995). Der Gelbkorper der Frau
scheint spezifische TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) zu produzieren, um die

strukturelle Integritidt des Gewebes aufrecht zu erhalten (DUNCAN et al. 1999).

2.2.6.1. Prostaglandin F;, — Struktur und Wirkungsweise

Derzeit wird davon ausgegangen, dass PGF,, bei den meisten Spezies der ausschlaggebende
Faktor bei der Gelbkorperregression ist. Prostaglandine werden in praktisch allen Geweben
produziert und gehoren zu den Mediatoren (chemische Botenstoffe mit Beziehung zu Hormo-
nen und Neurotransmittern). Prostaglandine sind Arachidonsduremetabolite, die durch die

Aktivitit des Enzyms Cyclooxygenase entstehen. Die Arachidonsdure wird aus Phospholipi-
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den nach Zellmembranschiddigungen jeglicher Art durch Aktivierung membranstindiger
Phospholipase A, frei gesetzt.

Prostaglandin F, ist ein natiirlich vorkommendes Prostaglandin (McCRACKEN et al. 1999).
In Abhéngigkeit von der Tierart senkt (Kaninchen, Katze) oder steigert (Ratte, Hund, Affe,
Mensch) es den Blutdruck (GIERTZ u. FLOHE 1992). Beim Hund verursacht PGF,, einen
leichten Anstieg des Gefiallwiderstandes (NAKANO 1972) und erhoht die intraovariale
Durchblutung ohne Wechselwirkung mit dem totalen Blutfluss, so dass der GefidBwiderstand
konstant bleibt (VARGA u. FOLLY 1977). Arteriovendse Anastomosen im Hilus und Stroma
des Hundeovars konnen durch PGF,, unterschiedlich gedffnet und geschlossen werden, so
dass der Blutfluss sich dndert. Auf die Pulmonalgefif3e wirkt PGF,, verengend und steigert an
isolierten Herzprédparaten einiger Tierarten die Kontraktionskraft (GIERTZ u. FLOHE 1992).
An der Langs- und Ringmuskulatur des Gastrointestinaltraktes wirkt PGF,, kontrahierend, auf
die Darmschleimhaut sekretionsfordernd (MONCADA et al. 1985). Diese Wirkung auf den
Magen-Darm-Trakt ist die Ursache der starken Diarrhden und der krampfartigen Bauch-
schmerzen, die man im Tierversuch und beim Menschen nach Anwendung von PGF,, beo-
bachtet. Am nicht graviden Uterus kann PGF,, sowohl in vitro als auch in vivo Tonuserhd-
hungen und wehenartige Kontraktionen ausldosen. Am graviden Uterus ist bei Primaten ein-
schlieBlich des Menschen die kontrahierende Wirkung besonders ausgepriagt (MONCADA et
al. 1985; GIERTZ u. FLOHE 1992).

Nach CONCANNON et al. (1988) wird die pripartale Luteolyse bei der tragenden Hiindin
durch Erhéhung des maternalen PGF,, induziert. Der Progesteronabfall verursacht einen wei-
teren Anstieg des PGF,,, der die Luteolyse vervollstindigt und den Uterustonus so erhoht,
dass es zur Austreibung der Welpen kommt.

Spezifische PGF,,-Bindungsstellen wurden in Corpora lutea des Schafes (BALAPURE et al.
1989), der Ratte (BUSSMANN 1989), des Schweins (GADSBY et al. 1990) und des Men-
schen (POWELL et al. 1974) nachgewiesen. Ferner steigt die Zahl an PGF,,-Rezeptoren im
Gelbkorper des Rindes (RAO et al. 1979) und Schweins (GADSBY et al. 1990) wihrend der
spateren Lutealphase an, was die geringe Wirksamkeit des PGF,, in der friihen Lutealphase
erkldren konnte. Bei der Maus besteht eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten von
Apoptosen im Gelbkorper und der maximalen Expression von mRNA fiir den PGFy,-
Rezeptor (HASUMOTO et al. 1997). Im Gelbkorper des Schafes sind die PGF,,-Rezeptoren

an den groflen Luteinzellen, die vornehmlich fiir die Progesteronsekretion verantwortlich sind,
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lokalisiert (SCHWALL et al. 1986). Bei anderen Spezies wurden sie auch in den kleinen Lu-
teinzellen und Endothelzellen gefunden (McCRACKEN et al. 1999).

Die luteolytische Wirkung des PGF,, wird verschiedenen Mechanismen zugeschrieben.
PHARRIS (1971) vermutet einen Gonadotropinantagonismus (Blockade der LH-Wirkung im
Gelbkdrper) oder die Reduktion des ovarialen Blutflusses.

Pharmakologisch wirksame Dosierungen von PGF,, reduzieren beim Hund die ovariale
Durchblutung (KOSTER et al. 2001), wihrend physiologische Konzentrationen iiber diesen
Mechanismus keine Riickbildung des Corpus luteum hervorrufen (McCRACKEN et al.
1999).

Die schnelle, reversible Wirkung des PGF,, auf die Progesteronproduktion kann auf der
Hemmung der durch Bindung des LH an seine Rezeptoren hervorgerufenen Steroidgenese
beruhen. Ein direkter Gonadotropinantagonismus des PGF,, wurde in vitro nachgewiesen.
Danach erhoht PGF,, den Influx von Kalzium, das wiederum die Aktivierung der Adenylat-
zyklase hemmt. Die Adenylatzyklase wird durch LH aktiviert und vermittelt ihre Wirkung
durch die Bildung von cAMP (zyklisches Adenosin-3’, 5’-monophosphat) auf die Luteinzelle.
Durch Verminderung des cAMP kommt es zur Drosselung der Progesteronsynthese (BEHR-
MAN 1979). MONCADA et al. (1985) vermuten ebenfalls, dass der Mechanismus der Luteo-
lyse durch eine Blockierung der ovarialen Antwort auf die zirkulierenden Gonadotropine ba-
siert. In vielen Geweben regulieren die Prostaglandine die Synthese von cAMP durch Akti-
vierung oder Hemmung der Adenylatzyklase.

In Untersuchungen an Ratten zeigten BJURULF und SELSTAM (1996), dass die Injektion
von PGF,, oder seiner Analoga einen dramatischen Abfall des mRNA-Gehaltes von LH-
Rezeptoren verursacht. Seine Wirkung {ibt wahrscheinlich wihrend der Luteolyse einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Hemmung der Reaktionsfdhigkeit auf den LH-Stimulus aus.

Bei der Hiindin wird die Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron durch natiirliches
PGF,, blockiert. Diese Blockade wird einige Tage nach der Behandlung aufgehoben, so dass
sich die Progesteronproduktion im Corpus luteum wieder normalisiert (VAN DER HORST u.
VOGEL 1977). HALL (1985) sieht die Wirkung des PGF, in einer Blockade des Choleste-
rol-Transportes in die Mitochondrien und somit in einem Abbruch der Progesteronsynthese
auf Vorstufenbasis. Nach CLARK et al. (1994) blockiert PGF,, ein regulatorisches Protein,
das fiir den Transport des Cholesterols verantwortlich ist, wahrend JUENGEL et al. (1995)
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eine Hemmung der mRNA-Translation des fiir die Synthese dieses Proteins verantwortlichen
DNA-Abschnittes vermuten.

Obwohl PGF,, als hauptsédchlicher luteolytischer Faktor bei den meisten Spezies anerkannt
ist, steht die Beteiligung des hypothalamisch-hypophyséren Systems im Interesse weiterfiih-
render Studien (McCRACKEN et al. 1999).

2.2.6.2. Apoptose / Nekrose

Aufgrund von morphologischen, biochemischen und molekularen Unterschieden kann man
Zelltod grob in zwei Kategorien unterteilen: Apoptose und Nekrose. Der programmierte Zell-
tod oder Apoptose ist die hdufigste Form des Zelltodes in eukaryotischen Zellen.

In endokrinen Organen wird die Apoptose durch den Verlust funktionserhaltender Signalstof-
fe eingeleitet (RIEDE 1998) oder durch Signale von auflen eingeschaltet und spielt sich nie
haufenférmig, sondern immer nur an einzelnen Zellen ab (RIEDE 1995). Der programmierte
Zelltod wird je nach Zellform z. B. durch Erreichen einer bestimmten Mitosezahl bei der Ent-
wicklung embryonaler Gewebe oder eines bestimmten Zellalters bei Erythropoese und Mau-
sergewebe durch Verlust funktionserhaltender Signalstoffe bei endokrinen Organen oder Ex-
position mit bestimmten Noxen ausgeldst. Induktoren sind u. a. Suppressorgene, Wachstums-
faktor-Entzug, Tumornekrosefaktor aus Makrophagen und Perforine von Lymphozyten und
natiirlichen Killerzellen. Als Inhibitoren gelten Wachstumsfaktoren und Protoonkogene. Nach
endo- oder exogenem Stimulus konnen die apoptotischen Verdnderungen an Zellmembran,
Zytoplasma oder Nukleus beginnen (RIEDE 1998). Apoptotische Zellen zeigen charakteristi-
sche Veridnderungen beziiglich Kern und Zytoplasma: Filtelung der Plasmamembran, Auflo-
sung der Zellkontakte, Ausstlilpung von Zytoplasmablasen (Apoptosekorper), kernperiphere
Chromatinverklumpung (RIEDE 1998) und Kernzerfall, welcher von einer Schadigung des
Chromatins und der Aufspaltung der DNA in Fragmente durch eine kalziumabhingige endo-
gene Endonuklease begleitet wird (COMPTON 1992). Bei Zellen, die einem programmierten
Zelltod zum Opfer gefallen sind, finden sich im Gegensatz zum provozierten Zelltod keinerlei
Zeichen zytoplasmatischer Anpassungsreaktion oder einer reparativ-resorptiven Entziindung.
Der Abtransport des Detritus erfolgt durch Phagozytose (RIEDE 1995). Das Endprodukt der
Apoptose ist Kernpyknose (Schrumpfung) und Karyorrhexis (Fragmentation) (WYLLIE et al.
1980; SU et al. 1994).
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Nekrose hingegen ist ein passiver Vorgang, bei dem die geschédigte Zelle selbst keine direkte
Einflussnahme in den Prozess zeigt (EASTMAN 1993) und aufgrund von irreversiblen (meist
oxidativen) Stoffwechselstorungen, die entweder den Struktur-, Funktions- oder Proliferati-
onsstoffwechsel betreffen, abstirbt. Dem provozierten Zelltod gehen in der Regel adaptive
Zellverdnderungen zum Zwecke der Kompensation voraus, die letale Zellschddigung ist in die
reversible und die irreversible Phase unterteilt, die letztlich die Zellnekrose einleitet. Je nach
Noxe kommt es zu einer Schiadigung der DNA oder der Proteinbiosynthese. Eine Ischimie
unterbricht die mitochondriale Atmungskette, eine immunologische Zytolyse zerstort die Zell-
membranen. Typische Merkmale einer Nekrose sind ein herdformiges Auftreten und eine
begleitende Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe.

Gelingt es der Zelle, den irreversiblen Schaden herdformig abzugrenzen, entsteht eine fokale
Zytoplasmanekrose. Der im Rahmen einer Zellschiddigung betroffene Bereich wird durch eine
Membranhiille vom gesunden Zytoplasma abgekapselt und durch lytische Enzyme abgebaut.
Bei der Koagulationsnekrose spielen die katabolen Lysosomen eine untergeordnete Rolle.
Vor allem bei Hypoxydose kommt es zu einer Schidigung der Mitochondrien und damit des
oxidativen Stoffwechsels, die mit Kernpyknose, Karyorrhexis und Karyolyse und einem Zer-
fall des Zytoskeletts einhergehen. Im Rahmen der Kolliquationsnekrose, die in Geweben zu
finden ist, in denen entweder nur wenige koagulierbare Proteine vorhanden sind (z. B. Ge-
hirn) oder Proteasen als Sekretprodukt gebildet werden (z. B. Pankreas), dominieren hydroly-
tische Abbauvorginge. Apoptose und Nekrose konnen unter anderem licht- und elektronen-
mikroskopisch sowie immunhistochemisch untersucht werden (RIEDE 1995).

BRUCE et al. (2001) wiesen nach, dass einige Zellen des Corpus luteum der Ratte wihrend
des physiologischen Zyklus und der Trichtigkeit einer geringgradigen Apoptose unterliegen,
die aber offenbar keinen Einfluss auf die Funktionalitit des Gelbkorpers hat. Vereinzelte
apoptotische Zellen beobachteten auch KENNY et al. (1994) an funktionstiichtigen Bliite-
Gelbkorpern von Schafen, sowie JUENGEL et al. (1993) und ZHENG et al. (1994) bei Kii-
hen, DHARMARAIJAN et al. (1994) bei Hiasinnen, McCORMACK et al. (1998) bei Gold-
hamstern und AL-ZI’ABI et al. (2002) bei Stuten. ARFUSO und MEYER (2003) fanden mit
Hilfe der TUNEL-Methode heraus, dass die Gefdfle im Corpus luteum der tragenden Ratte
nicht der Apoptose unterliegen. AIUDI et al. (2004) fanden mittels DNA-laddering und Gel-
Elektrophorese schon ab Tag 15 der Lutealphase erste Anzeichen apoptotischer Verdnderun-

gen im Gelbkorper ingravider Hiindinnen, deren Anzahl im Verlauf der Lutealphase anstieg.
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Hingegen konnten SONNACK et al. (2003) im Gelbkdrper zyklischer Hiindinnen mittels E-
lektronenmikroskopie und dem Nachweis von Caspase-3, einem von verschiedenen Enzymen
im Apoptoseprozess, erst zwischen Tag 60 und 80 der Lutealphase erste Anzeichen von De-

generation und Apoptose beobachten.

Behandlung mit Prostaglandin F,

FRASER et al. (1999) stellten durch licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen
erhebliche Unterschiede an Gelbkdrpern von Primaten mit natiirlicher und durch Prostaglan-
din induzierter Luteolyse fest. Im Zuge der natiirlichen Regression von Gelbkdrperzellen kam
es zu Zellatrophie, Kondensation zytoplasmatischer Einschliisse und Organellen und Akku-
mulation von Lipiden. Dagegen enthielten durch PGF,, zur Luteolyse gebrachte Gelbkdrper
eine erhebliche Anzahl kleiner und groBerer Vesikel, die spéter zu Vakuolen konfluierten so-
wie geschrumpfte Kerne. JUENGEL et al. (1993) fanden dagegen mittels DNA-
Fragmentierung an bovinen Corpora lutea keinen Unterschied im Apoptosebild bei spontaner
und durch PGF,,-induzierter Luteolyse. YOUNG et al. (1997) stellten eine erhdhte Anzahl an
apoptotischen Luteinzellen bei Weil3biischelaffen (Callithrix jacchus) nach Behandlung mit
dem PGF,,-Analogon Cloprostenol in der mittleren Lutealphase fest. Apoptotische DNA-
Fragmentierung kann auch bei Ratten (BOONE u. TSANG 1998; WANG et al. 2003) und
Schafen (RUEDA et al. 1995, 1999) durch Applikation von PGF,, ausgelost werden. SA-
WYER et al. (1990) beobachteten bei Schafen nach Gabe einer luteolytischen Dosis PGF;,
eine ungleichméfige Degeneration der Gelbkdrperzellen, so dass einige Zellen unabhingig
von der Zeitspanne nach PGF,,-Gabe morphologisch intakt erschienen, wihrend sich andere
bereits im fortgeschrittenen Stadium der Apoptose befanden.

AIUDI et al. (2004) behandelten tragende Hiindinnen in der Mitte der Graviditit zwischen
einem und vier Tage mit 0,15 mg/kg Luprostiol intravaginal und beobachteten dabei mittels
DNA-laddering und Gel-Elektrophorese im Vergleich zu unbehandelten zyklischen Hiindin-
nen einen Anstieg der Apoptoserate im Gelbkdrper, der mit sinkender Progesteronkonzentra-

tion zunahm.
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Behandlung mit RU 486

72 Stunden nach Verabreichung des Antigestagens RU 486 an Ratten in der spiten Trichtig-
keit beobachteten TELLERIA et al. (2001) eine gesteigerte Anzahl apoptotischer Luteinzellen
im TUNEL-Verfahren, welche sich in der H.-E.-Farbung mit zytoplasmatischer Desorganisa-
tion, Kondensation des Kernchromatins, prominentem Nucleolus und perinukledrem Spalt
darstellten. Durch Verabreichung von PGF,, konnte in derselben Trichtigkeitsphase ein dhn-
licher Effekt erzielt werden. SINGH et al. (1988) vermuteten aufgrund entsprechender Ergeb-
nisse nach Verabreichung von RU 486 an Ratten in der Mitte der Trachtigkeit, dass Antipro-
gestine neben ihrem antagonistischen Effekt an den Progesteronrezeptoren des Uterus eine
hemmende Wirkung auf die Lutealfunktion ausiiben. In kultivierten bovinen Luteinzellen
beobachteten RUEDA et al. (2000) nach der Applikation von RU 486 innerhalb von 48 Stun-
den eine Zunahme von DNA-Fragmenten um 40 %.

Beim Hund wurde die Reaktion der Corpora lutea auf eine Medikation mit Antigestagenen
bislang histochemisch nicht untersucht.

SPERANDIO et al. (2000) und WYLLIE und GOLSTEIN (2001) vertreten die Ansicht, dass
neben der Apoptose und Nekrose weitere Formen des Zellunterganges existieren, die keinem
der klassischen Muster entsprechen. So fanden FRASER et al. (1999) bei Primaten und AL-
ZI’ABI et al. (2002) bei Stuten bei spontaner und induzierter Luteolyse Gelbkorperzellen, die
einem nicht-apoptotischen Zelltod unterlagen. Inwiefern dhnliche Verdnderungen am Hunde-

ovar zu beobachten sind, ist bislang noch unerforscht.

2.3. Storungen der caninen Trichtigkeit / Gelbkorperinsuffizienz

Fruchtverluste konnen beim Hund in jedem Stadium der Trichtigkeit auftreten und duBern
sich je nach Ursache, Gestationsstadium und Reaktionen von Muttertier und Frucht in embry-
onalem oder fetalem Fruchttod, Resorptionen, Aborten, Totgeburt oder Welpensterblichkeit.
Neben heute noch wenig erforschten Ursachen wie chromosomalen Abnormalititen und Ent-
wicklungsstorungen der Frucht spielen infektiose Ursachen viraler (Staupe, Parvovirose und
Canines Herpesvirus), bakterieller (Brucella canis, Escherichia coli, Mykoplasmen) und para-
sitdrer (Toxoplasma gondii) Herkunft bei der Hiindin eine Rolle. Traumen, die Behandlung

mit abortauslosenden oder teratogenen Medikamenten, aber auch Erkrankungen endokriner
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Organe wie z. B. Diabetes mellitus, Hyperadrenokortizismus und Hypothyreose konnen bei
tragenden Hiindinnen zum Fruchtverlust fiihren (JOHNSTON u. RAKSIL 1987).
Erfahrungswerte haben ergeben, dass bei Fehlen oder ungeniigender Bereitstellung des fiir
eine ungestorte Trachtigkeit essentiellen Progesterons die Aufrechterhaltung der Graviditt
nicht méglich ist (SOKOLOWSKI 1971; PURSWELL 1991; GUNZEL-APEL et al. 2003).
Die Ursache fiir eine unzureichende Produktion von Progesteron durch die Gelbkdrper ist
beim Hund bislang nicht erforscht. Bei tragenden Hiindinnen wurde ein unphysiologischer
Abfall der Progesteronkonzentration meist zwischen Tag 20 und 35 p.ov. (teilweise auf Werte
unter 2 ng/ml) beschrieben, in dessen Folge die Resorption oder der Abort einiger, mehrerer
oder aller Fruchtanlagen eintrat (PURSWELL 1991; GUNZEL-APEL et al. 2003). Dabei
starben die Friichte nicht gleichzeitig, sondern zeitverzogert ab. Oftmals {iberlebten einige
Friichte den Progesteronabfall und wurden dann lebensschwach geboren. Als Folge der ver-
kiirzten Lutealphase kann sich der gesamte Zyklus der Hiindin verkiirzen (GUNZEL-APEL et
al. 2003).

Aufgrund der klinischen Beobachtungen wird davon ausgegangen, dass die Lutealinsuffizienz
Ursache einer gestorten Fruchtbarkeit beim Hund sein kann. Dabei handelt es sich in erster
Linie um Hiindinnen der Rasse Deutscher Schiferhund, in Einzelfdllen sind auch Neufund-
lander, Berner Sennenhunde und Britische Hiitehunde beschrieben. In typischen Féllen enthélt
der Vorbericht den Hinweis auf einen verkiirzten Zyklus von drei bis fiinf Monaten in Kom-
bination mit Unfruchtbarkeit oder mit partiellem oder vollstindigem Verlust der Trachtigkeit.
Im Rahmen einer klinischen Studie an tragenden Hiindinnen der Rasse Deutscher Schifer-
hund konnte gezeigt werden, dass die sonographisch ermittelte Anzahl an Embryonen/Feten
und die Anzahl geborener Welpen bei Hiindinnen mit intakter Gelbkdrperfunktion héher und
die Resorptionsrate geringer war als bei Hiindinnen mit Verdacht der Lutealinsuffizienz.
Gleichzeitig waren die Relaxin- und Prolaktinwerte in der Verdachtsgruppe trotz Progesteron-

substitution deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe (GUNZEL-APEL et al. 2003).
24. Methoden des Trichtigkeitsabbruchs bei der Hiindin
Per definitionem handelt es sich bei einem Tréichtigkeitsabbruch um die Beendigung einer

bereits etablierten Graviditét, d. h. nach erfolgter Implantation und Plazentation. Den meisten

Féllen eines Triachtigkeitsabbruchs geht eine ungewollte Bedeckung der Hiindin voraus. Ne-
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ben der Ovariohysterektomie gibt es eine Reihe medikamentdser Verfahren, die zum Trich-
tigkeitsabbruch eingesetzt werden. Auf der Basis der aktuellen Kenntnisse tiber die hormonel-
le Aufrechterhaltung der caninen Trachtigkeit steht die Anwendung von Pharmaka im Vor-
dergrund, die die Progesteronsekretion der Corpora lutea senken oder die Progesteronwirkung

auf Rezeptorebene unterbinden (EILTS 2002).

24.1. Wirkung von PGF,, und —Analoga auf die Lutealfunktion der graviden
Hiindin
2.4.1.1. Natiirliches Prostaglandin F;,

Beim Hund wird, im Gegensatz zu anderen Spezies, eine vollstdndige Luteolyse nur durch
wiederholte Gaben von PGF;, erzielt (CONCANNON u. MEYERS-WALLEN 1991; RO-
MAGNOLI et al. 1991; LANGE et al. 1997; SALPIGTIDOU 1998). Nach LEIN et al. (1989)
sind die Gelbkdrper der Hiindin im Vergleich zu anderen Tierarten unempfanglicher fiir die
Wirkung des PGF,,, so dass eine einmalige Verabreichung von PGF,, oder mehrmalige Be-
handlung in geringer Dosierung lediglich eine voriibergehende und unvollstandige Suppressi-
on, jedoch keine komplette Auflosung der Gelbkorper bedingt.

CONCANNON und HANSEL (1977) verabreichten tragenden Hiindinnen zwischen Tag 25
und 58 nach dem LH-Peak zwei bzw. drei Mal tiglich niedrige Dosen PGF,, (20 bzw. 30
pg/kg PGFy,), die in allen Féllen ein Sinken der Progesteronkonzentration bewirkten. Aborte
fanden bei Tieren statt, die ab Tag 30 nach dem LH-Peak behandelt wurden und 56 bis 80
Stunden nach Behandlungsbeginn eine Progesteronkonzentration von 0,6 bis 1,4 ng/ml auf-
wiesen. Blieb die Progesteronkonzentration nur geringfiigig iiber 2 ng/ml, kam es nicht zum
Tréachtigkeitsabbruch.

Bei Hiindinnen, die vom Tag 21 bis 42 nach der Bedeckung fiir zwei bis sechs Tage ein oder
zwei Mal téglich 30-250 pg/kg PGF,, erhielten, wurde Abort ausgelost, wihrend Hiindinnen,
die im ersten Drittel der Trachtigkeit behandelt wurden, normal geworfen haben. Nach
OETTLE (1982) hat daher natiirliches PGF,, erst ab dem zweiten Drittel der Trachtigkeit eine
luteolytische Wirkung. Mit zweimal tdglichen Gaben von 250 pg/kg PGF,, induzierten PA-
RADIS et al. (1983) bei fiinf Hiindinnen am Tag 31 bis 35 des Metostrus einen drastischen
Abfall der Progesteronkonzentration und damit auch den Abbruch der Trachtigkeit.
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Nach LEIN et al. (1989) ist die Induktion einer kompletten permanenten Luteolyse von der
Dauer der Behandlung und nicht von der totalen PGF,,-Dosis abhédngig. Die Behandlung
fehlgedeckter Hiindinnen zwischen dem 26. und 55 Tag post coitum mit PGF,, (initial 25
pg/kg, spater 50 pg/kg i.m. zweimal téglich fiir vier bis zehn Tage) fiihrte innerhalb von zwei
bis neun Tagen nach Behandlungsbeginn mit einer Ausnahme zum Verlust aller Friichte.
Ebenso erzielten WICHTEL et al. (1990) einen Abort bei Hiindinnen, die vom Tag 43 bis 45
p.ov. mit einer Dosis von zweimal téglich 125 pg/kg PGF,, s.c. behandelt wurden. Erfolgte
der Abort nicht innerhalb der drei Behandlungstage, wurde die Medikation fortgesetzt. Die
Aborte fanden bei Progesteronwerten unter 1,5 ng/ml statt. Auch FELDMAN et al. (1993),
konnten sowohl mit 250 pug/kg PGF,, bei zweimaliger Gabe pro Tag, als auch mit 100 pg/kg
PGF,, dreimal tiglich, Aborte auslosen. Die Behandlung begann am Tag 30 bis 35 nach dem
Deckakt und wurde solange fortgefiihrt, bis der Abort eingetreten war. Innerhalb von 48
Stunden fiel die Progesteronkonzentration auf < 2,0 ng/ml, innerhalb von neun Tagen wurden
alle Feten abortiert.

HUBLER et al. (1993) konnten mit geringen PGF»,-Dosen (20 bis 30 pg/kg, i.m.) in der fiinf-
ten bis siebten Trachtigkeitswoche einen Abort auslosen. Dazu wurden die Tiere drei bis vier
Mal tiglich behandelt. Die Aborte fanden innerhalb von vier bis elf Tagen nach Behand-
lungsbeginn statt.

LANGE et al. (1997) induzierten mit nur 20 ug/kg PGF,, (dreimal téglich s.c.) bereits zu Be-
ginn des zweiten Trichtigkeitsdrittels (Tag 20/21 bis 26/27 p.ov.) embryonalen Fruchttod.
Nach siebentégiger Behandlung waren alle Friichte abgestorben. Da die Gelbkorper sich nach
Absetzen der Medikation partiell wieder erholten, d. h. keine komplette Luteolyse erzielt wur-
de, zog sich die Resorption der Feten zum Teil iiber drei Wochen hin, was als Risiko im Hin-
blick auf die Entstehung einer Endometritis oder Pyometra angesehen wird.

SALPIGTIDOU (1998) behandelte tragende Beagle-Hiindinnen im zweiten Drittel der Gravi-
ditét tiber drei bis vier Tage dreimal téglich mit 50 bzw. 100 pg/kg natiirlichem PGF,,. Zwar
wurde auch hier innerhalb von zwei bzw. drei Tagen ein Absinken der Progesteronkonzentra-
tion auf < 2 ng/ml beobachtet, jedoch konnte ebenfalls keine permanente Luteolyse erzielt
werden. Einige Feten iiberlebten den voriibergehenden Abfall der Progesteronkonzentration
und starben kurz vor der Geburt ab.

EINSPANIER et al. (2002) untersuchten die Relaxinkonzentrationen von Hiindinnen, die
zwischen Tag 21 und 28 p.ov. mit dreimal tiglichen Gaben von 50-100 pg/kg PGF,, behan-
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delt worden waren. Nach Resorption bzw. Abort der Mehrzahl der Friichte entwickelten sich
einige Feten bis Tag 58 bzw. 61 p.ov. sonographisch normal weiter. Die Relaxinverlaufs-
muster dieser Hiindinnen entsprachen weitestgehend den Profilen der Kontrolltiere, so dass
sich laut Meinung der Autoren durch Relaxinbestimmung kein Riickschluss auf das Schicksal

der Embryonen/Feten ziehen ldsst.

2.4.1.2. Nebenwirkungen von natiirlichem PGF,

Die Nebenwirkungen von PGF,, sind hauptsidchlich von der Dosierung, aber auch von der Art
und Dauer der Applikation abhingig (LEIN 1986a, b).

JOCHLE et al. (1973) beobachteten 30 Sekunden nach intravendser Gabe von 300 pg PGF,,
Erbrechen, leichte Inkoordination bei einer Dosis von 2000 pg. Die Symptome waren bei
wiederholter Behandlung weniger ausgepriagt und alle Hunde zeigten binnen weniger Minuten
nach Behandlungsende ein ungestortes Allgemeinbefinden. Die intramuskuldre Gabe geringer
Dosen (20-30 pg/kg mehrmals taglich) ist als nebenwirkungsfrei zu bezeichnen (CONCAN-
NON u. HANSEL 1977; HUBLER et al. 1993).

Nach ROMAGNOLI et al. (1993) sind individuelle Reaktionen zu erwarten. Neben dem mdog-
lichen Ausbleiben von Nebenwirkungen wurden nach subkutaner Gabe von 30 bis 250 pg/kg
PGF,, in verschiedenen Versuchsanordnungen bei einigen Hiindinnen leichtes Hecheln, Spei-
cheln, gelegentliches Erbrechen, Urin- und/oder Kotabsatz mit oder ohne Durchfall (OETTLE
1982; OETTLE et al. 1988; PARADIS et al. 1983; WICHTEL et al. 1990; ROMAGNOLI et
al. 1992) bis zu Tachypnoe, peripherer Vasodilatation, leichter Exophthalmie und reduzierter
Durchblutung der Schleimhdute in Einzelfdllen (SANCHEZ DE LA MUELA et al. 1989)
beschrieben. Samtliche Nebenwirkungen waren spétestens drei Stunden nach der Injektion
abgeklungen. Hiindinnen, bei denen ein intrauteriner Fruchttod mit Resorption ausgeldst wur-

de, zeigten eine Erhohung der Leukozytenzahl im Blut (LANGE et al. 1997).
2.4.1.3. Einfluss der PGF,,-Behandlung auf die Zyklusdauer
Eine Verkiirzung des Ostrusintervalls wurde bei Hiindinnen beobachtet, die wihrend der ers-

ten acht Wochen des Didstrus mit PGF,, in einer Dosierung von 60-500 ng/kg/Tag fiir drei
bis sechs Tage behandelt wurden. OETTLE et al. (1985) vermuten, dass das Ostrusintervall
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kiirzer ist, je frither die Hiindin im Didstrus behandelt wird, jedoch konnten LANGE (1995)
und SALPIGTIDOU (1998) die von OETTLE et al. (1985) beschriebene typische Verkiirzung
des Ostrusintervalls nach Behandlung mit PGF,, in den ersten acht Wochen der Lutealphase

nicht in jedem Fall bestétigen.

2.4.14. Prostaglandin F,,-Analoga

Eine einzige subkutane Injektion von 20 pg/kg eines synthetischen PGF,,-Analogons (TPT:
11a, 150-trihydroxy-16-phenoxy-17, 18, 19, 20-tetranorprosta 4, 5, 13 transtrienoic acid)
fiihrte bei allen Hiindinnen, die zwischen Tag 30 und 43 der Tréachtigkeit behandelt wurden,
innerhalb von fiinf bis sieben Tagen nach Behandlungsende zum Abort (VICKERY u.
MCcRAE 1980). Nach Behandlung zwischen Tag 20 und 22 der Trichtigkeit kam es bei 50%
der Tiere zu Fruchtresorptionen, wéhrend bei den anderen 50% die Trachtigkeit ungestort
blieb. Als Nebenwirkungen wurden Hypo- und Hyperthermie, Speicheln, Durchfall und
Erbrechen verzeichnet, welche nach spatestens drei Stunden nicht mehr wahrnehmbar waren.
JACKSON et al. (1982) haben 42 Beaglehiindinnen im Gestationsalter von vier bis 35 Tagen
mit den PGF,,-Analoga Fluprostenol und Cloprostenol in Dosierungen von 10 bis 40 ng/kg in
verschiedenen Préparatformen und Verabreichungsmodi (subkutane Injektion, Depotpréparat,
intravaginale Verabreichung) behandelt. Bei Hiindinnen, die ab dem 25. Tag der Tréachtigkeit
behandelt wurden, wurde ein permanenter Abfall der Progesteronkonzentration auf Basalwer-
te und ein Abbruch der Tréchtigkeit zu 80 % verzeichnet, wihrend ein Fruchtverlust bei Be-
handlung in einer fritheren Trichtigkeitsphase nur zu 27 % eintrat. Die Nebenwirkungen
reichten je nach Rezeptur von milden Begleiterscheinungen wie erhohter Atemfrequenz bis zu
Durchfall und abdominalen Krampfen, welche spéatestens 2,5 Stunden nach Verabreichung
abklangen.

SHILLE et al. (1984) behandelten Hiindinnen im zweiten (Tag 30-35 p.ov.) und letzten (Tag
53-58 p.ov.) Drittel der Trachtigkeit mit einem synthetischen Prostaglandin F,,-Analogon und
fanden nach Ovariohysterektomie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollhiindinnen stirker
degenerierte Corpora lutea vor. Die Luteinzellen waren vakuolisiert und von ungleicher Gré-

Be, die Gelbkdrper vermehrt vaskularisiert und von Fibroblasten durchzogen.
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2.4.1.5. Cloprostenol

Cloprostenol (Estrumate®, Fa. Essex Tierarznei, Miinchen), ein synthetisch hergestelltes
Prostaglandin F»,-Analogon wirkt luteolytisch und induziert Kontraktionen der glatten Mus-
kulatur (Uterus, Gastro-Intestinaltrakt, Respirationstrakt, Gefdss-System). Eine Luteolyse
fiihrt zur Aufthebung des negativen Riickkopplungsmechanismus von Progesteron (KROKER
1997). Cloprostenol zeichnet sich gegeniiber natilirlichem Prostaglandin F,, durch hdhere,
spezifisch luteolytische Eigenschaften aus, wéhrend die direkte Wirkung von Cloprostenol
auf die glatte Muskulatur ungefiahr derjenigen von natiirlichem Prostaglandin F,, entspricht
(LOSCHER 1997).

Estrumate® ist bislang nicht fir die Anwendung beim Hund zugelassen. Bei Rind und
Schwein zeigen sich nach intramuskuldrer Injektion von Cloprostenol innerhalb von
15 Minuten bis 2 Stunden Gipfelwerte im Plasma. Die danach auftretende Phase der schnellen
Elimination ist durch eine Halbwertszeit von einer bis drei Stunden gekennzeichnet. Fiir die
sich anschlieBende Phase der langsamen Elimination {iber einen Zeitraum von 48 Stunden gilt

eine Halbwertszeit von ca. 28 Stunden (CLINIPHARM 2003).

2.4.2. Prolaktinantagonisten

Das Hypophysenhormon Prolaktin steigt bei der tragenden Hiindin etwa ab Tag 30 p.ov. an
und iibernimmt ab der Mitte der Lutealphase neben LH eine wichtige Aufgabe in der Auf-
rechterhaltung der Trachtigkeit (ONCLIN u. VERSTEGEN 1997a), indem es das Weiterbe-
stehen der Corpora lutea unterstiitzt und die Progesteronsekretion sicherstellt (OKKENS et al.
1985; FELDMAN u. NELSON 1987).

Hypothalamisches Dopamin gilt als der hauptsdchliche Prolactin Inhibiting Factor bei der
Steuerung der Prolaktinsekretion und —freisetzung. Prolaktinantagonisten (Cabergolin, Bro-
mokriptin) stimulieren beim Hund die Dopaminrezeptoren an den laktotrophen Zellen der
Hypophyse und verhindern die Sekretion und Ausschiittung von Prolaktin, so dass ein Absin-
ken der Progesteronkonzentration durch mangelnde luteotrope Stimulation erfolgt (POST et

al. 1988; ONCLIN et al. 1993).



38

2.4.2.1. Cabergolin

Cabergolin, (1[6-allylergolin-8B-yl]-1-[3-(dimethylamino)propyl]-ethylurea), ein Ergolin-De-
rivat und Dopamin-Agonist, ist durch seine anti-prolaktinerge Wirkung ein zuverlissiges Mit-
tel in der Behandlung der Pseudograviditét der Hiindin (ARBEITER et al. 1988; HARVEY et
al. 1997) und wurde in verschiedenen Versuchsstrukturen zum Triachtigkeitsabbruch einge-
setzt. Seine Wirkung beruht auf einer direkten Stimulierung dopaminerger Rezeptoren auf
Prolaktin produzierende und —ausschiittende Zellen in der Hypophyse (ONCLIN et al. 1993).
Als Nebenwirkung der Verabreichung von Cabergolin kann Erbrechen auftreten (ONCLIN u.
VERSTEGEN 1996; HARVEY et al. 1997).

Cabergolin erreicht beim Hund vier bis acht Stunden nach oraler Verabreichung maximale
Plasmakonzentrationen, die mehrere Tage erhalten bleiben (CLINIPHARM 2003).

POST et al. (1988) behandelten Hiindinnen in der mittleren (3.-6. Trichtigkeitswoche) und
spaten (> 6. Trachtigkeitswoche) Graviditit iiber fiinf Tage mit tiglich 5 bzw. 15 mg/kg Ca-
bergolin. Bei keiner der in der mittleren Lutealphase behandelten Hiindinnen konnte ein
Trachtigkeitsabbruch erzielt werden. Wéhrend der Behandlungszeit kam es zwar zu einem
Abfall der Progesteronkonzentration, jedoch wurden keine basalen Werte erreicht. Alle Hiin-
dinnen, denen in der spiten Trachtigkeit Cabergolin verabreicht wurde, zeigten 24 Stunden
nach Behandlungsbeginn einen Abfall der Prolaktinkonzentration und abortierten innerhalb
von drei bis flinf Tagen nach Behandlungsbeginn bei basaler Progesteronkonzentration. Die
Autoren halten Cabergolin daher in der zweiten Halfte der Trichtigkeit fiir ein geeignetes
luteolytisches Medikament.

ONCLIN et al. (1993) I6sten mit einer Cabergolinbehandlung bei tragenden Hiindinnen iiber
fiinf bis sechs Tage ab Tag 40 nach LH-Peak einen Abort aus. Die Progesteronkonzentration
fiel innerhalb von sechs Tagen auf Werte < 2 ng/ml ab und blieb auf basalem Niveau. Bei
Cabergolingabe zwischen Tag 30 und 40 nach LH-Peak blieb die Progesteronkonzentration
bei 33 % der Tiere iiber 2 ng/ml. Die Cabergolinbehandlung ab Tag 25 nach dem LH-Peak
fiihrte nur bei 25 % der Tiere zu einem Absinken der Progesteronkonzentration. Das Inte-
rostrusintervall betrug bei allen behandelten Tieren ca. sechs Monate.

ONCLIN und VERSTEGEN (1997b) riefen bei tragenden Hiindinnen durch einmalige Gabe
von 5 pg/kg Cabergolin am Tag 30 nach LH-Peak innerhalb von 24 Stunden einen deutlichen

Abfall der Prolaktinkonzentration auf Basiswerte hervor. Die Progesteronkonzentration fiel
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innerhalb von 56 Stunden um ca. 72 % der Ausgangswerte ab. Die LH-Konzentration blieb
konstant. Zwei bis drei Tage nach der Behandlung war ein erneuter Anstieg der Progesteron-

und Prolaktinkonzentration auf Ausgangswerte zu verzeichnen.

2.4.3. Prostaglandin F,, in Kombination mit Prolaktinantagonisten

Die Kombination von PGF;,-Analoga und Prolaktinantagonisten ist ein wirksames Mittel zum
Abbruch unerwiinschter Trachtigkeiten, da es ab Tag 25 nach LH-Peak, praktisch also zur
Zeit der Triachtigkeitsdiagnose, mit grofler Zuverldssigkeit eingesetzt werden kann und die
Nebenwirkungen auslosende hohe Dosierung von Cloprostenol durch die Kombination mit
Cabergolin reduziert werden kann (ONCLIN et al. 1995; ONCLIN u. VERSTEGEN 1996,
1999).

ONCLIN et al. (1995) behandelten tragende Hiindinnen mit einer Kombination aus Cloproste-
nol (2,5 pg/kg/Tag s.c. liber fiinf Tage) und Cabergolin (1,65 pg/kg/Tag, s.c. iiber fiinf Tage)
ab Tag 25 nach LH-Peak. Alle Hiindinnen zeigten innerhalb von 48 Stunden nach Behand-
lungsbeginn einen drastischen Abfall der Progesteronkonzentration auf Basiswerte. Bei einer
Hiindin stiegen die Progesteronwerte 20 Tage nach Behandlungsende wieder an. Diese Hiin-
din entwickelte eine Pyometra. Im Rahmen eines spiteren Versuchsaufbaus mit verdnderten
Dosierungen (1 pg/kg/Tag Cloprostenol s.c. bis zum Fruchtverlust und 5 pg/kg/Tag Cabergo-
lin oral fiir zwei Tage linger) (ONCLIN u. VERSTEGEN 1996) fielen die Progesteronwerte
ebenfalls innerhalb von 48 Stunden nach Behandlungsbeginn deutlich ab und hatten nach 72
Stunden Basalwerte erreicht. Ein erneutes Ansteigen der Progesteronkonzentration wurde
nicht verzeichnet. Das Interdstrusintervall war bei allen Hiindinnen verkiirzt. ONCLIN u.
VERSTEGEN (1999) stellten bei Behandlung tragender Hiindinnen ab Tag 28 nach LH-Peak
verschiedene Kombinationen von Cloprostenol und Cabergolin bzw. Cloprostenol und Bro-
mokriptin zum Vergleich und erzielten bei beiden Kombinationen einen Abfall der Progeste-
ronkonzentration innerhalb von zwei Tagen nach Behandlungsbeginn. Nach durchschnittlich
drei Tagen waren die Progesteronwerte auf < 1 ng/ml gefallen und verblieben bis zum Ende
des Untersuchungszeitraumes (Tag 50 nach LH-Peak) auf basalem Niveau. Bei einer Hiindin
wurde drei Tage nach Behandlungsende (Tag 32 nach LH-Peak) ein geringgradiger Wieder-
anstieg der Progesteronkonzentration beobachtet und einige Friichte iiberlebten das voriiber-

gehende Absinken der Progesteronwerte.
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2.4.4. Antiprogestine

Antiprogestine sind synthetische, hormonéhnliche Steroide, welche eine im Vergleich zum
endogenen Progesteron stirkere Affinitdt zu Progesteronrezeptoren haben und mit Progeste-
ron um die Besetzung seiner Rezeptoren konkurrieren. Aus der Besetzung der uterinen Pro-
gesteronrezeptoren durch Antiprogestine resultiert eine unzureichende Stimulation des Uterus

mit Progesteron, in deren Folge es zum Fruchttod kommt (FIENI et al. 2001a, c).

2.4.4.1. RU 38486 (Mifepristone)

Mifepristone (17B-hydroxy-11p(4-dimethylaminophenyl-1)-17a(prop-1-ynyl)-estra-4,9-dien-
3-on) ist ein Steroid dhnlich dem Progesteron, das auf Rezeptorbasis wirkt (BYGDEMAN u.
SWAHN 1985). Es dockt an die Progesteronrezeptoren (vornehmlich im Uterus an) und blo-
ckiert diese fiir Progesteron.

Beim Menschen und bei der Ratte 10st RU 486 einen Abfall der Progesteronsekretion und
Luteolyse aus (DIMATTINA et al. 1986; GARZO et al. 1988; YAMABE et al. 1989) und
bewirkt einen Abfall der hypophysidren Gonadotropin-Sekretion (BYGDEMAN et al. 1993),
wobei die Luteolyse inkomplett sein und der Gelbkorper sich je nach Dosierung und Zyklus-
phase wieder erholen kann (GARZO et al. 1988).

CURRY und NOTHNICK (1996) diskutieren die Wahrscheinlichkeit, dass Mifepristone je
nach Spezies, Dosierung und Zyklusstand als Progesteronantagonist oder —agonist wirken
kann und verdeutlichen die Moglichkeit, dass auch die antiglukokortikoide Wirkung von Mi-
fepristone eine Rolle in der Ausprigung der jeweiligen ovariellen Antwort spielen kann. So
unterdriickt Mifepristone bei der tragenden Ratte in der frithen und spiten Tréichtigkeit die 3-
B-HSD-Aktivitdt und somit die Progesteronsynthese, fiihrt in der mittleren Tréchtigkeit aber
zu einer gesteigerten Progesteronproduktion (TELLERIA u. DEIS 1994), obwohl die Ratte zu
keinem Zeitpunkt ovariale Progesteronrezeptoren aufweist und das Medikament demnach
nicht direkt am Gelbkdrper wirken kann (PARKS-SARGE et al. 1995). Bei Menschen, Prima-
ten und Hunden wurde die Anwesenheit von Progesteronrezeptoren im Ovar nachgewiesen
(JACOBS et al. 1980; DUFFY u. STOUFFER 1995; PAULSMEIER 1998; VERMEIRSCH
et al. 2001), wobei bei diesen Spezies die Unterscheidung zwischen direkten ovarialen Effek-

ten des Mifepristone und extraovarialen Wirkmechanismen derzeit noch schwer fallt (CUR-
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RY u. NOTHNICK 1996). In der mittleren und spiaten Gelbkorperphase wurde bei Frauen
nach Mifepristone-Gabe eine Abnahme der LH-Puls-Amplitude, -sekretion und -frequenz
beobachtet. In einer in-vivo-Studie an mit Mifepristone behandelten Altwelt-Affen fanden
WILLIAMS et al. (1994) eine Abnahme der Prolaktinkonzentration nach Medikation und
hielten demzufolge einen Effekt des Antiprogestins auf das hypothalamisch-hypophysare Sys-
tem ebenfalls flir wahrscheinlich.

CONCANNON et al. (1990) behandelten tragende Beagle-Hiindinnen ab dem 32. Tag nach
LH-Peak {iber vier bis fiinf Tage mit Mifepristone und beobachteten in allen Féllen einen Ab-
fall der Progesteronkonzentration frithestens zwei Tage nach Behandlungsbeginn und Errei-
chen von Basiswerten < 1 ng/ml zwischen Tag 40 und 45 nach LH-Peak. Im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollgruppen fand hier also eine nach den Resorptionen/Aborten auftreten-
de, vorzeitige Luteolyse statt, welche nach Meinung der Autoren durch einen Wegfall lute-
otroper Substanzen durch die Beendigung der Tréichtigkeit ausgelost wurde, moglicherweise
aber auch durch einen Anstieg von PGF,, aus dem Uterus, da Mifepristone bei Mensch
(KELLY et al. 1985) und Hund (LINDE-FORSBERG et al. 1992) einen Anstieg der endo-
metrialen Prostaglandinsekretion bewirken kann. Ein hypophysarer Effekt konnte auch invol-
viert sein, da Mifepristone antigonadotrope Aktivitét bei nicht schwangeren Frauen aufweist
(SCHAISON et al. 1985). Letztlich kann ein direkter ovarialer Effekt nicht ausgeschlossen
werden, da Mifepristone die Aktivitit von 3-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase und 17-
Hydroxylase im menschlichen Ovargewebe in vitro zu unterdriicken vermag (DIMATTINA
et al. 1986, 1987). Auch SPITZ et al. (1994) vertreten die Hypothese, dass Mifepristone beim
Menschen moglicherweise direkt am Ovar wirkt, jedoch werden zur kompletten Blockade der
ovarialen Progesteronsekretion grole Mengen an Antiprogestinen bendtigt, was eine aus-
schlieBlich durch ovariale Effekte hervorgerufene Luteolyse unwahrscheinlich macht. Viel-
mehr diirfte der primére luteolytische Effekt in einer Drosselung der LH-Sekretion liegen, da
Endometrium und Hypophyse eine hohere Sensitivitit gegeniiber Antiprogestinen aufweisen
als das Ovar.

Beim Menschen sind die Corpora lutea die Hauptproduktionsquelle von Relaxin. Eine Be-
handlung mit Mifepristone in der frithen Schwangerschaft hat einen verzogerten Anstieg von
Relaxin zu Folge, wihrend Medikation in der spdten Schwangerschaft einen drastischen Ab-

fall der Relaxinkonzentrationen bewirkt (VANDEVOORT et al. 2000).
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Auch beim Schwein ist die luteale Herkunft von Relaxin bekannt. Eine Behandlung mit RU
486 in der spiten Lutealphase der Sau scheint keinen unmittelbaren Einfluss auf die Relaxin-
sekretion wiahrend der Behandlungsphase zu haben, jedoch ist der prépartale Relaxin-Peak
verzogert (LI et al. 1998).

Beim Menschen hat Mifepristone eine relativ lange Halbwertszeit von 25-30 Stunden (HEI-
KINHEIMO et al. 2003), beim Hund betrigt sie 20-24 Stunden (LINDE-FORSBERG et al.
1992).

2.44.2. RU 46534 (Aglepristone)

Aglepristone (11beta-[p-(dimethylamino)phenyl]-17beta-hydroxy-17alpha-(Z)-(1-propyenyl)
estra-4,9-dien-3-on) ist ein speziell fiir die Veterindrmedizin entwickelter Progesteronrezep-
tor-Blocker mit einer dreifach hoheren Bindungsrate als das Progesteron selbst (PHILIBERT
1994).

Die subkutane Verabreichung von 10 mg/kg Aglepristone s.c. an tragende Hiindinnen an zwei
aufeinander folgenden Tagen ab Tag 30 p.ov. fithrte zu einem Anstieg der Plasma-
Prolaktinkonzentrationen wihrend der Behandlung (GALAC et al. 2000). Die Progesteron-
konzentration blieb unverandert. Der Trachtigkeitsabbruch war bei allen Hiindinnen innerhalb
von spétestens acht Tagen bei noch hohen Progesteronkonzentrationen vollstindig erfolgt.
Die Lutealphase wurde verkiirzt, indem Basis-Progesteronkonzentrationen von < 1 pg/l inner-
halb von acht bis 34 Tagen nach Behandlungsbeginn erreicht waren. In der Folge verkiirzte
sich auch das Laufigkeitsintervall, was mit einem moglichen Effekt auf hypothalamisch-
hypophysérer Ebene und direktem oder indirektem Einfluss auf die Hypophysenfunktion er-
klart wird. Moglicherweise tduscht die Besetzung zentraler Progesteronrezeptoren einen Pro-
gesteronmangel vor, so dass zum Ausgleich vermehrt Prolaktin sezerniert wird. Dies steht
allerdings im Widerspruch zu LINDE-FORSBERG et al. (1992), die die Erhohung des Pro-
laktins auf das intrauterine Sterben der Fruchtanlagen zuriick fiihren, da in deren Studie der
Prolaktinanstieg noch vor dem fetalen Absterben stattfand.

FIENI et al. (2001Db) stellten einen Anstieg von PGF,,-Metaboliten sowie einen Anstieg der
Progesteronkonzentration nach Applikation von Aglepristone in Kombination mit Oxytocin
oder Alfaprostol bei tragenden Hiindinnen um Tag 58 der Trachtigkeit fest und leiteten somit

die Geburt bei hohen Progesteronwerten (> 6 nmol/l) ein. Auch sie vermuteten einen durch
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die Gabe von Aglepristone vorgetduschten Abfall der Blut-Progesteronkonzentration, wor-
aufhin die Hypophyse durch Ausschiittung von LH zur Stimulation der Luteinzellen reagiert.
In der mittleren Graviditét (Tag 32-33 p.ov.) bewirkte die Behandlung mit Aglepristone eben-
falls Abort bei unverdnderten Progesteronwerten (FIENI et al. 2001c). Danach sanken die
Progesteronwerte innerhalb von einem bis zwei Tagen signifikant ab. Die Konzentration an
Prostaglandinmetaboliten stieg nach Behandlungsbeginn signifikant an und erreichte zum
Zeitpunkt des Fruchtaussto3es ihren Peak. Die Prolaktinkonzentration stieg innerhalb von 12
Stunden nach Applikation signifikant an und fiel innerhalb weiterer 72 Stunden wieder auf
Basalwerte ab. Die Konzentrationen von Oxytocin und Cortisol zeigten keinen Unterschied
zur Kontrollgruppe. Auch hier war das Laufigkeitsintervall verkiirzt.

Als Nebenwirkungen der Behandlung mit Aglepristone werden lokale entziindliche Verdnde-
rungen an der Injektionsstelle (FIENI et al. 2001a), voriibergehend reduzierter Appetit, Schei-
denausfluss, Miidigkeit oder Anhénglichkeit (HUBLER u. ARNOLD 2000) beschrieben.
Hochste Aglepristonekonzentrationen werden im Blutplasma 2,5 Tage nach der zweiten In-
jektion erreicht. Die durchschnittliche Verweildauer im Plasma betrigt sechs Tage. Die Aus-
scheidung erfolgt sehr langsam. Lediglich 60 % der verabreichten Dosis wird innerhalb der

ersten zehn Tage ausgeschieden, ca. 80 % innerhalb von 24 Tagen (CLINIPHARM 2003).

2.5. Vaskularisation des Ovars in der Gelbkorperphase

Die Ovarien gehoren neben Uterus und Plazenta zu den wenigen Geweben des ausgereiften,
gesunden Organismus, in denen es in Koinzidenz mit zyklischen Auf- und Umbauvorgédngen
zur Neu- und Riickbildung von Gefiflen kommt (FOLKMAN u. KLAGSBRUN 1987). Nach
der Ovulation wird unter Beteiligung des umgebenden Bindegewebes und der Blutgefa3e das
Corpus luteum aufgebaut. Es durchlduft die Stadien der Proliferation, Vaskularisation, Bliite
und Regression (SCHUMMER u. VOLLMERHAUS 1987). Die Entwicklung des ovarialen
Gefilbettes ist bei den Sdugetieren vergleichbar und wurde von BASSET (1943), ELLIN-
WOOD et al. (1978) und PETERS und McNATTY (1980) umfassend beschrieben. Angioge-
nese geht von bereits bestehenden Kapillaren und Venolen aus, deren Endothelzellen durch
die Wirkung eines angiogenetischen Stimulus zur Proliferation, Migration und Differenzie-

rung angeregt werden (FINDLAY 1986; FOLKMAN u. KLAGSBRUN 1987).
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Die Blutzufuhr und die Verteilung des Blutes innerhalb des Eierstocks sind von entscheiden-
der Bedeutung fiir seine Funktionsfahigkeit (ELLINWOOD et al. 1978). Bei uniparen Tieren
und der Frau wird auf der Seite des aktiven Eierstocks, der den dominanten Follikel trigt, eine
erheblich stirkere Zunahme des Blutflusses beobachtet (NISWENDER et al. 1975; BROWN
et al. 1980; HATA et al. 1990). Ausgehend von den Gefdlen der dulleren und inneren Theca-
zellschicht sprossen Kapillaren in die ehemaligen Follikelhohlen ein. Im Stadium maximaler
Gelbkorperaktivitdt steht jede Luteinzelle in engem Kontakt zu einem dichten Kapillarnetz
(ANDERSEN u. SIMPSON 1973; LIEBICH 1999), wobei dieses Stadium nach ANDERSEN
und SIMPSON (1973) bei der Hiindin im zweiten Drittel der Lutealphase erreicht wird. Nach
WILDT et al. (1977) ist die maximale Kapillarisierung der Corpora lutea bereits zwei Wo-
chen nach der Ovulation erreicht und bei einem sechs Wochen alten Gelbkdrper nicht mehr
feststellbar.

Die neugebildeten Kapillaren innerhalb des Gelbkorpers besitzen keine Muskelschicht und
sind daher in der Form sinusoider Gefdl3e maximal dilatiert (ELLINWOOD et al. 1978; PE-
TERS u. McNATTY 1980; WILTBANK et al. 1989, 1990). Nach WILTBANK et al. (1990)
werden sie durch ihre Unfdhigkeit zur Vasokonstriktion in linearer Abhingigkeit vom Blut-
druck der vorgeschalteten Arterien und Arteriolen perfundiert, deren Durchblutung wiederum
durch endo- und parakrine Substanzen gesteuert wird. In der frithen bis mittleren Lutealphase
ist die Blutversorgung des endokrin aktiven Gewebes entsprechend dem hohen Bedarf an
Sauerstoff, Nahrstoffen und Luteotropinen maximal (NISWENDER et al. 1975; WILTBANK
et al. 1989). Verschiedene Studien stellen eine positive Korrelation zwischen dem Blutfluss
und der Progesteronkonzentration im peripheren Plasma fest (NOVY u. COOK 1973; NIS-
WENDER et al. 1975; LEE u. NOVY 1978; FORD u. CHENAULT 1981; VARGA et al.
1985; HATA et al. 1990; TAN et al. 1996).

Im Stadium der Regression findet ein kontinuierlicher Abbau der lutealen Strukturen mit all-
méhlicher Reduzierung der Blutzufuhr zum Ovar und der Ausbildung arteriovendser Anasto-
mosen im prékapilldren Gebiet statt, so dass einhergehend mit einer fortschreitenden Degene-
ration des Kapillargebietes ein ischdmischer Zustand innerhalb des Gelbkorpers herbeigefiihrt
wird. Die Folge ist die Degeneration von Luteinzellen und zelluldren Bestandteilen des Gelb-
korpers (ANDERSEN u. SIMPSON 1973; ELLINWOOD et al. 1978; DORE 1989; LIEBICH
1999).



45

2.5.1. Regulation und medikamentose Beeinflussung der ovarialen Perfusion

Folgende Faktoren sind an der Regulation der ovarialen Blutversorgung beteiligt:

Gonadotropine

Generell wird dem LH eine durchblutungssteigernde, vasodilatatorische und die Gefdaf3perme-
abilitit erhohende Wirkung zugeschrieben. Bei verschiedenen Spezies wird eine rasche, préo-
vulatorische Zunahme der ovarialen Durchblutung zum Zeitpunkt des LH-Peaks festgestellt
(WURTMAN 1964; PIACSEK u. HUTH 1971; JANSON 1975; NISWENDER et al. 1975;
LEE u. NOVY 1978; WEINER et al. 1993), ebenso beim Hund (KOSTER et al. 2001). Beim
Schaf resultiert die Gabe von anti-LH-Serum in einer signifikanten Abnahme des ovarialen
Blutflusses (NISWENDER et al. 1976). Es wird angenommen, dass der durchblutungsstei-
gernde Effekt des LH iiber Mediatoren vermittelt wird, deren Synthese und Freisetzung im
Ovar durch den LH-Stimulus induziert wird (PIACSEK u. HUTH 1971; ESPEY 1980; FIND-
LAY 1986; MONNIAUX et al. 1997). Als Mittlersubstanzen werden vor allem Eicosanoide,
Histamin, Kinine, Serotonin u. a. diskutiert (ESPEY 1980; BRANNSTROM et al. 1998).

Estradiol-178

Estrogene wirken iiber eine Hyperdmie und die Stimulation der Proteinsynthese in Verbin-
dung mit Wachstumsfaktoren generell fordernd auf die Aktivitit des Genitaltrakts, in erster
Linie des Uterus (ELLINWOQOD et al. 1978).

In Stimulationsversuchen konnte beim Schaf (NISWENDER et al. 1975) und beim Menschen
(TAN et al. 1996) keine Korrelation zwischen dem ovarialen Blutfluss und der peripheren
Estradiolkonzentration nachgewiesen werden. WILTBANK et al. (1989) stellten beim Kanin-
chen eine estradiolabhidngige Zunahme des stromalen Blutflusses fest, wihrend der Blutfluss
in den lutealen Kapillaren unverdndert blieb. Im Gegensatz dazu wurde nach Estradiolgabe
beim Schaf (ROSENFELD 1980) und bei der Frau (DEUTINGER et al. 1989, SCHURZ et al.
1993, WEINER et al. 1993, TINKANEN et al. 1995) eine signifikante Steigerung des ovaria-

len Blutflusses beschrieben.
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Progesteron

Obwohl zwischen Plasma-Progesteronkonzentration und ovarialem Blutfluss eine positive
Korrelation besteht, scheint Progesteron keinen perfusionsfordernden Effekt im Ovargewebe
zu besitzen. Es wird im Gegenteil angenommen, dass eine vermehrte Zufuhr von Nahrstoffen
und luteotropen Hormonen die Produktion von Progesteron steigert (NISWENDER et al.
1975; ELLINWOOD et al. 1978). Gestagenen wird eher ein durchblutungsvermindernder
Einfluss zugeschrieben (CRUM et al. 1985).

Prostaglandin F,

Als ein moglicher Mechanismus der durch PGF,, induzierten Luteolyse wird eine rasche Re-
duzierung der Gelbkorperdurchblutung diskutiert (McCRACKEN 1971; PHARISS 1971).
Eine PGF,,-bedingte Verminderung des ovarialen Blutflusses wurde experimentell bei ver-
schiedenen Spezies, darunter auch beim Hund, nachgewiesen (ELLINWOOD et al. 1978;
KOSTER et al. 2001). NOVY und COOK (1973) fanden im Lutealgewebe der Hisin eine
PGF,q-induzierte Reduktion des Blutflusses trotz erhohter Durchblutungsrate im Stroma.

Bei der Kuh kommt es nach PGF,,-Behandlung in der Mitte der Gelbkorperphase zunichst zu
einem kurzfristigen (0,5-2 h) Anstieg der Durchblutungsrate, der als Stimulus der luteolyti-
schen Kaskade diskutiert wird und in einem steilen Abfall miindet (ACOSTA et al. 2002).
Der durchblutungsvermindernde Effekt von PGF,, wird einer vasokonstriktorischen Wirkung
im Bereich der extralutealen Arterien zugeschrieben, wodurch die Perfusion des Gelbkorpers
reduziert wird. Durch die Umverteilung des Blutflusses kommt es innerhalb des Corpus lu-
teum zu einer lokalen Ischdmie, die den Abbau des Gewebes induziert (WILTBANK et al.
1990). Wihrend der Regression werden die Abbauvorgénge durch einen steten Riickgang der
Durchblutung infolge der Degeneration lutealer Kapillaren aufrechterhalten (WILTBANK u.
NISWENDER 1992). Ferner wird ein Antagonismus zwischen PGF;, und dem hyperidmisie-
renden LH an den LH-Rezeptoren diskutiert (PHARISS 1971; PANG u. BEHRMANN 1981).
VARGA und FOLLY (1977) beobachteten am caninen Ovar nach PGF,,-Gabe einen ver-
mehrten Blutfluss im Ovarstroma bei unverdnderter Durchblutung des gesamten Organs und
fiihrten dies auf eine Umverteilung der Perfusion innerhalb des Eierstocks durch Anastomo-

senbildung zuriick.
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KOSTER et al. (2001) unterstiitzten die Vermutung, dass Prostaglandin F, einen direkten
oder indirekten durchblutungsvermindernden Effekt auf die Corpora lutea der Hiindin austibt,
der sich hemmend auf die Funktionsfahigkeit der Luteinzellen und damit auf die Progesteron-

sekretion auswirkt.

Antiprogestine

Die Wirkung von Antiprogestinen auf den ovarialen Blutfluss ist bislang noch unerforscht.

Injektion von Mifepristone in die rostrale ventrolaterale Medulla von Ratten verursacht einen
Abfall des systolischen Blutdruckes und der Herzrate (ZHU et al. 1995). Bei der schwangeren
Frau verursacht Mifepristone eine Zunahme des Widerstands-Index und der S/D-Ratio in den

uterinen Arterien (YANG et al. 1998).

Andere vasoaktive Substanzen

Der Einfluss angiogenetischer und angiostatischer Faktoren auf die Durchblutung der Ovarien
ist Gegenstand zahlreicher aktueller Untersuchungen. Das Wissen um ihr Vorhandensein und
ihre Funktion ist llickenhaft. Es wird vielfach angenommen, dass die Produktion angiogeneti-
scher Mediatoren im Ovar unter dem Einfluss von Gonadotropinen, insbesondere des LH,
moduliert wird (ESPEY 1980; FINDLAY 1986).

Fiir verschiedene Wachstumsfaktoren ovarialer Herkunft wurden in vitro und in vivo angio-
gentische Aktivititen nachgewiesen (FOLKMAN u. KLAGSBRUN 1987; REYNOLDS et al.
1992). Auch die Zellen des Lutealgewebes scheinen zur Produktion von angiogenetischen
Stimulatoren fiir den Aufbau und die Erhaltung des GefdBbettes befdhigt zu sein (REY-
NOLDS et al. 1992).

2.6. Sonographische Untersuchungen am Hundeovar

In Kombination mit den traditionellen, indirekten Nachweismethoden der Vaginoskopie, der
Vaginalzytologie und der semiquantitativen Bestimmung der Progesteronkonzentration im
peripheren Plasma oder Serum hat sich die Echtzeit-Sonographie der Ovarien bei der Hiindin
zur Untersuchung der Ovarfunktion bewihrt (DIETERICH 1994; GUNZEL-APEL u. DIE-
TERICH 2001). Sonographisch sind die Gelbkdrper im Gegensatz zu den praovulatorischen
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Follikeln durch dickere, echoreichere Wandstrukturen charakterisiert und verleihen der Ova-
roberfliche ein hdckeriges Profil (WALLACE et al. 1992; HAYER et al. 1993; GUNZEL-
APEL u. DIETERICH 2001).

Eine differenzierte Darstellung der Ovarstrukturen ist nur mit hochaufldsenden Schallkdpfen
(mindestens 6,5 MHz) mdglich und erfordert zudem einen hohen zeitlichen Aufwand (GUN-
ZEL-APEL u. DIETERICH 2001). Die sonographische Bestimmung des Ovulationszeitpunk-
tes wird inzwischen erfolgreich durchgefiihrt (WALLACE et al. 1992; BOYD et al. 1993;
ENGLAND u. YEAGER 1993; DIETERICH 1994; GUNZEL-APEL u. DIETERICH 1996).
KOSTER et al. (2001) untersuchten dariiberhinaus dopplersonographisch Ovarien von
Beagle-Hiindinnen im physiologischen Zyklusverlauf, unter einer fiinf- oder achttigigen Be-
handlung mit PGF,, im ersten Drittel der Lutealphase und wéhrend der gesamten Tréchtig-
keitsdauer. Dabei manifestierten sich die deutlichsten Verdnderungen der ovarialen Perfusion
innerhalb der stromalen Arterien.

Im Verlauf der Follikelphase wurde eine vermehrte Durchblutung der Ovarien beobachtet.
Ein rascher praovulatorischer Anstieg der Flussgeschwindigkeiten ging mit einem gleichzeiti-
gen Absinken der PI- und RI-Werte einher. Im Stadium hochster Gelbkorperaktivitit (bis ca.
Tag 30 p.ov.) blieb die Ovarperfusion auf einem hohen Niveau und sank dann im Zuge der
Gelbkorperregression bis Tag 70 p.ov. auf Werte unterhalb des Messbereiches. Die durch
PGF,, hervorgerufene Unterdriickung der Gelbkorperfunktion war von einer Reduktion der
ovarialen Durchblutung gekennzeichnet. Die Ovarperfusion gravider Hiindinnen war, mit
Ausnahme einer individuell unterschiedlichen Verminderung der Durchblutung im préparta-
len Zeitraum, mit der zyklischer Hiindinnen vergleichbar (KOSTER et al. 2001).

TAYLOR et al. (1985b) erfassten bei der Frau auf der Seite des aktiven, den dominanten Fol-
likel oder Gelbkorper tragenden, Eierstocks einen im Gegensatz zu der kontralateralen Seite

erniedrigten Pulsatilititsindex, der auf einen erhdhten BlutfluB3 hinweist.
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2.7. Dopplersonographie

2.7.1. Duplex- und Triplexsonographie

In der medizinischen Ultraschalldiagnostik wird der Dopplereffekt genutzt, um die relative
Flussrichtung und die Geschwindigkeit des Blutes, d. h. genauer der Blutkorperchen, zu
bestimmen. So kdnnen Aussagen iiber die Himodynamik und die tatsdchliche Blutversorgung
von Organen getroffen werden.

Ultraschallsysteme, die mit dem Dopplerprinzip arbeiten, besitzen unter anderem folgende
Kombinationsmoglichkeiten:

Im Duplex-Mode wird iiblicherweise das zweidimensionale Ultraschallbild mit dem gepulsten
oder dem farbkodierten Dopplerverfahren kombiniert.

Als Triplexsonographie wird die gleichzeitige Darstellung des zweidimensionalen B-Bildes
mit der gepulsten und der farbkodierten Dopplermethode bezeichnet (POULSEN NAUTRUP
2001).

2.7.2. Physikalisch-technische Grundlagen

2.7.2.1. Der Dopplereffekt

1842 beschrieb Christian Johann Doppler erstmalig den spéter nach ithm benannten Doppler-
effekt. Er vermutete, dass die abgestrahlten Wellen einer stationdren Schallquelle von einem
in Bewegung befindlichen Empfanger in unterschiedlicher Frequenz wahr genommen werden.
Der Dopplereffekt ist die Folge einer Relativbewegung zwischen einem Schallerzeuger und
einem Schallempfinger (SOHN 1993). Er wird in der medizinischen Diagnostik zur Messung
von Blutflussgeschwindigkeiten in GefaBlen genutzt (SOHN 1999). Der ausgesendete Ultra-
schallimpuls wird von den bewegten Blutaggregaten reflektiert. Die durch die Bewegung der
Blutkorperchen entstehende Frequenzverdnderung des Ausgangsstrahls wird als Dopplershift
bezeichnet und verhilt sich proportional zur FlieBgeschwindigkeit der korpuskuldren Blutbe-
standteile (SOHN 1993, 1999; POULSEN NAUTRUP 2001).

Die GroBe des Dopplershifts hiangt von der Stromungsgeschwindigkeit des Blutes und von der

Bewegungsrichtung der Blutkérperchen im Verhiltnis zur Ausbreitungsrichtung der Ultra-
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schallwellen sowie von der Ausbreitungsgeschwindigkeit des Ultraschalls im Gewebe ab.
Sind Schallgeschwindigkeit, Ursprungsfrequenz und Einstrahlwinkel der Ultraschallstrahlen
auf das zu untersuchende Gefall bekannt, kann aus der Frequenzverschiebung die Stromungs-
geschwindigkeit errechnet werden (SOHN 1993; POULSEN NAUTRUP 2001).

Eine exakte Bestimmung der Stromungsgeschwindigkeit setzt die parallele Ausrichtung der
Schallwellenausbreitung und der Blutflussrichtung voraus oder erfordert die rechnerische
Korrektur der Winkelabweichung. Nur wenn das Blut genau in Richtung der Schallwellen
flieBt, entspricht die gemessene FlieBgeschwindigkeit des Blutes der tatsédchlichen. In diesem
Fall ergibt sich ein Messfehler von 0 %. Bei einem Winkel von 60° wird die Strdmungsge-
schwindigkeit um 50 % zu niedrig angegeben, so dass bei Winkeln iiber 60° eine genaue Be-

stimmung der Stromungsgeschwindigkeit unmoglich ist (POULSEN NAUTRUP 2001).

2.7.2.2. PW-Dopplersysteme

Mit Hilfe der gepulsten (oder pulsed-wave) Dopplersonographie (PWD) konnen Blutfluss-
muster und FlieBgeschwindigkeiten erfasst werden. Sie dient der funktionellen Perfusionsdi-
agnostik (POULSEN-NAUTRUP 2001).

Ein piezo-elektrischer Kristall wird alternierend als Sender und Empfanger von Schallwellen
eingesetzt. Diese werden diskontinuierlich als kurze Ultraschallimpulse gesendet. Nach einer
bestimmten eingestellten Zeit wird derselbe Kristall auf Empfang geschaltet und ankommen-
de Echos werden empfangen und verarbeitet. Nach der Empfangszeit wird vom System ein
weiterer Ultraschallimpuls ausgesendet. Die Anzahl der pro Sekunde ausgesendeten Ultra-
schallimpulse wird als Pulswiederholungs- oder Pulsrepetitionsfrequenz (PRF) bezeichnet.
Mit zunehmender Messtiefe verringert sich die maximale PRF, d. h. befindet sich das Unter-
suchungsobjekt tief im Gewebe, haben die Ultraschallwellen eine lange Laufstrecke und eine
niedrige PRF (SOHN 1999).

Die gemessenen Blutflussgeschwindigkeiten eines oder mehrerer Herzzyklen werden als
Kurve in Abhéngigkeit von der Zeit als Frequenz-Zeit-Diagramm (Dopplerspektrum) darge-
stellt. Dabei werden auf den Schallkopf zulaufende Blutfliisse im Allgemeinen als positive
Geschwindigkeiten oberhalb der Nulllinie und Flussbewegungen vom Schallkopf weg als

negative unterhalb der Nulllinie angegeben. Die sich so ergebenden Dopplerkurven sind ge-
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faBspezifisch und erlauben die Beurteilung der funktionellen Perfusion eines Organs (POUL-

SEN-NAUTRUP 2001).

2.7.2.3. Farbkodierte Dopplersonographie

Die farbkodierte Dopplersonographie ist ein gepulstes Verfahren, bei dem eine Vielzahl von
Messorten in einem definierten Areal simultan ausgewertet und in das zweidimensionale
Grauwertbild projiziert werden (POULSEN NAUTRUP 2001). Die empfangenen Doppler-
shifts werden dabei nicht als Frequenzspektren, sondern als Farbschattierungen kodiert. Der
normale laminare Blutfluss wird in den Farben Rot (im Allgemeinen auf den Schallkopf zu
flieBendes Blut) oder Blau (vom Schallkopf weg stromendes Blut) dargestellt. Eine dritte Far-
be, Gelb oder Griin, signalisiert turbulente Stromungen (POULSEN NAUTRUP 2001). Die
GroBe der Blutflussgeschwindigkeiten wird durch die Helligkeit der Farbpunkte dargestellt.
Ein heller Farbpunkt symbolisiert eine hohe Geschwindigkeit, ein dunkler eine langsame
(SOHN 1999).

Die farbkodierte Dopplersonographie ermdglicht das Auffinden und Identifizieren von Gefa-
Ben, die im Grauwertbild nicht erkannt werden kénnen, und erlaubt eine rasche Einschétzung

der Durchblutungsdynamik innerhalb und auerhalb der Organe.

2.7.2.4. Dopplersonographische Geschwindigkeitsprofile

Jeder Herz- und Gefédl3bereich zeigt ein charakteristisches physiologisches Geschwindigkeits-
profil und somit ein typisches Flussmuster bei der konventionellen PW-Dopplerdarstellung.

In verschiedenen Gefédllen variieren die Flussrichtung und FlieBgeschwindigkeit wahrend der
Systole und Diastole erheblich, u. a. in Abhingigkeit vom peripheren Widerstand.

Bei geringem peripheren Widerstand besteht sowohl wahrend der Systole als auch wihrend
der Diastole ein mehr oder weniger schneller orthograder Blutfluss in Richtung Peripherie.
Gefalle, die einen Bereich mit hohem Widerstand versorgen, zeigen ein so genanntes tri- oder
mehrphasisches Blutstromverhalten mit schnellem systolischen Vorwirtsfluss, frithdiastoli-

schem Riickfluss und fehlendem enddiastolischen Fluss.
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2.7.2.5. Messparameter

Die gepulste Dopplersonographie erlaubt quantitative Aussagen anhand der fiir ein Gefdl3
typischen Blutflusskurve hinsichtlich des Geschwindigkeitsspektrums und des GefaBwider-
standes (TAYLOR et al. 1985a).
Der systolische Anstieg hingt von der kardialen Kontraktionskraft ab, der systolische Abfall
unterliegt dem kombinierten Einfluss der GefdBwandcompliance, der Entfernung zu den Aor-
tenklappen und des peripheren Widerstandes. Der enddiastolische Fluss spiegelt die periphe-
ren Widerstandsverhéltnisse wider.
Die quantitative Auswertung der arteriellen Dopplerkurve umfasst die Bestimmung der systo-
lischen Maximalgeschwindigkeit (SPV = systolic peak velocity), der enddiastolischen Ge-
schwindigkeit (EDV = enddiastolic velocity), der diastolischen Maximalgeschwindigkeit
(DPV = diastolic peak velocity) und der mittleren Maximalgeschwindigkeit (Vmean oder
TAMAX = time average maximum velocity) (DEEG u. WILDT 1990).
Da diese Werte entscheidend vom Messwinkel abhingen, werden zusétzliche Parameter be-
rechnet, die diese Groflen ins Verhiltnis setzen und damit mathematisch winkelunabhingig
sind:
Der Widerstandsindex (RI = resistance index) wurde von POURCELOT (1974) definiert:
RI=SPV -EDV /SPV
Der Quotient ergibt eine Zahl zwischen 0 und 1 und wird haufig als relativer Wert in Prozent
angegeben. Aus der Formel ist die Groenordnung der enddiastolischen Komponente ersicht-
lich. Ein enddiastolischer Nullfluss entspricht einem RI von 1, d. h. einem Gefdawiderstand
von 100 %.
Der Pulsatilitdtsindex (PI) wurde von GOSLING und KING (1974) wie folgt festgelegt:
PI=SPV —EDV / Vmean
Der PI ist ein MaB fiir die Dehnungsbereitschaft und den Widerstand der GefiaBwand.
Fiir Arterien mit niedrigem peripheren Widerstand eignet sich die Bestimmung des A/B-
Quotienten (oder —Ratio) nach STUART et al. (1980):
A/B=SPV/EDV
Bei der Auswertung der Arterien mit hohem peripheren Widerstand wird der S/D-Quotient
(oder —Ratio) verwendet (DEEG et al. 1990):
S/D =SPV /DPV
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2.7.2.6. Indikation und Anwendung der Dopplersonographie in der Ovardi-

agnostik bei Mensch und Tier

Die dopplersonographische Durchblutungsdiagnostik ermoglicht die Interpretation anatomi-
scher und funktioneller Zusammenhénge im Verlauf des ovarialen Zyklus und ist daher eine
wertvolle Ergidnzung zur B-Mode-Sonographie (FLEISCHER 1991).

In der humanmedizinischen Gynékologie hat das Dopplerverfahren im Rahmen der Ovardi-
agnostik inzwischen breiten Eingang gefunden. Erstmals wurde die Anwendung der gepulsten
Dopplersonographie zur Charakterisierung ovarialer Blutfliisse von TAYLOR et al. (1985a)
im Duplexverfahren beschrieben. Eine Vielzahl von Studien befasst sich seither mit den phy-
siologischen Durchblutungsverhéltnissen der Ovarien im Verlauf des Zyklus der Frau
(SCHOLTES et al. 1989; HATA et al. 1990; COLLINS et al. 1991; SLADKEVICIUS et al.
1993; TINKANEN et al. 1995; VALENTIN 1995; TAN et al. 1996; BRANNSTROM et al.
1998; ALCAZAR et al. 2003). In der frithen bis mittleren Gelbkorperphase ist die Durchblu-
tung des Corpus luteum durch maximale Flussgeschwindigkeiten und niedrige Widerstands-
indizes gekennzeichnet. Im Zuge der Gelbkorperregression kehrt die ovariale Perfusion auf
das Niveau eines inaktiven Ovars zuriick. Eine wichtige Rolle spielt die Erhebung dopplerso-
nographischer Befunde bei den hidmodynamischen Vorgéngen ovarialer Dysfunktionen
(KURJAK u. KUPESIC-UREC 1991). Bei Patientinnen mit anovulatorischem Zyklus oder
Luteinized unruptured follicle-Syndrom werden keine addquaten Verdnderungen der intraova-
rialen Blutflussmuster beobachtet. Ahnlich werden beim polyzystisches Ovarialsyndrom kon-
tinuierlich hohe Blutfliisse abgeleitet, die in Zusammenhang mit den hormonellen Imbalancen
zu sehen sind (ZAIDI 2000; LAKHANI et al. 2002; CARMINA et al. 2003).

Ferner erwies sich die Dopplersonographie als geeignetes Verfahren zur Diagnostik ovarialer
Tumore, wobei ihr bei der Beurteilung der Dignitét und Klassifikation einer Neoplasie Gren-
zen gesetzt sind (BROWN et al. 1998; SHARONY et al. 2001, ALCAZAR et al. 2003).

In jlingerer Zeit wird die dopplersonographische Ovardiagnostik in Verbindung mit der Be-
handlung von Fertilisationsstérungen (z. B. In-vitro Fertilisation und Kiinstliche Befruchtung)

erforscht (BHAL et al. 1999; TSAI et al. 2000; OZAKI et al. 2002; JARVELA et al. 2003).
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Mit Hilfe der Farbdopplersonographie kann der charakteristische Corpus luteum-flow in der
Gelbkorperphase bei einer intakten Schwangerschaft, einer ektopischen Schwangerschaft oder
bei Nichtschwangeren nachgewiesen werden (ZALUD u. KURJAK 1990). GOSWAMY
(1993) sieht einen Zusammenhang zwischen der Durchblutungsrate des Gelbkorpers und sei-
ner Funktionsfahigkeit wihrend der Lutealphase.

In der Humanmedizin werden im Allgemeinen die Strdmungsverhiltnisse der arteriellen Aste
innerhalb der Ovarien untersucht. TAN et al. (1996) differenzieren zwischen Messlokalisatio-
nen im Stroma und in der Follikelwand. Zur Auswertung der aufgezeichneten Stromungsver-
héltnisse werden bevorzugt die maximalen systolischen Geschwindigkeiten (SPV) und der
Pulsatilitits- und Resistance-Index verwendet. Die Einbeziehung eines Korrekturwinkels wird
von einigen Autoren abgelehnt. Sie gehen davon aus, dass an den kleinen stromalen Gefd3en
keine GefaBausrichtung zu bestimmen ist und bei einer ausreichenden Anzahl von Messungen
der Fehler relativiert wird (CAMPBELL et al. 1993; TAN et al. 1996).

Ferner wurde in Stimulationsversuchen mit Hilfe der Dopplersonographie der Einfluss endo-
kriner und parakriner Regulatoren auf die ovariale Perfusion untersucht (DEUTINGER et al.
1989; KUPESIC u. KURJAK 1993; SCHURZ et al. 1993; WEINER et al. 1993; STRIGINI et
al. 1995).

NISWENDER et al. (1975) und BROWN et al. (1980) beschrieben erste dopplersonographi-
sche Studien der A. ovarica beim Schaf. Ferner wurden die Eierstocke von Stuten (BOLL-
WEIN et al. 2002a, b) und Kiithen (ACOSTA et al. 2003) dopplersonographisch untersucht. In
einer Studie von KOSTER et al. (2001) wurde das Verfahren zur Untersuchung der Ovarper-
fusion des Hundes wihrend des Zyklusverlaufs, in der Trichtigkeit und unter Behandlung mit

PGF,, angewandt.



55

2.8. Histologische und immunhistologische Parameter am Ovar

2.8.1. Progesteronrezeptor

Steroidhormone zirkulieren an Plasmaproteine gebunden im Blut und passieren aufgrund ihrer
Lysophilie die Zell- und Kernmembranen ihrer Zielzellen (O’MALLEY et al. 1991). Nach
Bindung an vorhandene genomische Rezeptormolekiile im Zellkern erfahrt der so entstandene
Hormon-Rezeptor-Komplex eine Konformationsdnderung, bindet an die hormonspezifische
DNA-Sequenz und setzt die intranukledre Proteinbiosynthese in Gang (MADER et al. 1989).
Genomische Steroidrezeptor-Molekiile werden im Zytoplasma synthetisiert und haben eine
Halbwertszeit von zwei bis vier Stunden (SCHOLL u. LIPPMANN 1984). Die hochste Re-
zeptorkonzentration befindet sich im Zellkern und in kernnahen Bereichen, da neu syntheti-
sierte Rezeptorproteine zum Kern diffundieren. Laut ROTHCHILD (1996) besteht tiberdies
die Moglichkeit, dass neben den klassischen kernstdndigen Rezeptoren schneller reagierende
zytoplasmatische Reaktionswege existieren. Neben den Rezeptoren im Genitaltrakt ist die
Existenz von Progesteronrezeptoren an der hypothalamisch-hypophysédren Achse bekannt
(ORTMANN et al. 1994; SPITZ et al. 1994; WILLIAMS et al. 1994).

Die beiden etablierten Methoden zum Nachweis von Steroidrezeptoren zeigen unterschiedli-
che Lokalisationen der Rezeptorproteine in der Zelle: Wéhrend das immunhistochemische
Verfahren eine Expression im Zellkern erkennen ldsst, werden die Rezeptoren biochemisch
im Zytosol nachgewiesen (Ligandenbindungsassay; JENSEN 1967). Man geht heute davon
aus, dass durch die fiir den biochemischen Assay erforderliche Gewebehomogenisation die
Rezeptorproteine in das Zytosol diffundieren oder Zellkerne zerstdrt werden, so dass Ste-
roidrezeptoren in das Zytoplasma gelangen (KING et al. 1985).

PAULSMEIER (1998) wies im Gelbkorper der zyklischen Hiindin in der Bliite- und Regres-
sionsphase rezeptorpositive Luteinzellen nach. Dabei zeigten die Zellen in der Phase hochster
Gelbkdorperaktivitit geringe Rezeptormengen, die wihrend der Regression geringfligig zu-
nahmen und wéhrend der Endometriumsreparation signifikant absanken. Auch VER-
MEIRSCH et al. (2001) wiesen in Ovarien zyklischer und tragender Hiindinnen rezeptorposi-
tive Gelbkorperzellen nach und vermuten daher einen autokrinen Einfluss des Progesterons
auf die Regulation des Corpus luteum. Die Expression von Progesteronrezeptoren ist mit der

zirkulierenden Progesteronkonzentration negativ korreliert, auch weisen die Gelbkorper tra-
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gender Hiindinnen eine schwichere Immunreaktion auf als die zyklischer Tiere. Die Autoren
vermuten, dass Progesteron einen negativen Feedback-Effekt auf die Produktion von Pro-
gesteronrezeptoren auslibt und fiir die Regulation des Corpus luteum bei hohen Blut-
Progesteronkonzentrationen weniger Rezeptoren bendtigt werden. Die Degeneration der Lu-
teinzellen wihrend der physiologischen Gelbkorperregression konnte ebenfalls einen Einfluss
auf die Expression der Rezeptoren haben. Estrogene steigern den Effekt von Progesteron
durch eine Steigerung der Progesteronrezeptor-Syntheserate (CLARK et al. 1992; ING u.
TORNESI 1997).

RUEDA et al. (2000) behandelten bovine Luteinzell-Kulturen mit Progesteronrezeptor-
Antagonisten und beobachteten keine Abnahme der Progesteronsekretion, jedoch eine Zu-
nahme der apoptotischen Zellen und stellten die Vermutung auf, dass Progesteron beim Rind

das Einsetzen von natiirlicher Apoptose iiber einen rezeptorabhéngigen Mechanismus hemmt.

2.8.2. 3-B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3-f-HSD)

Die Steroidhormone gehoren zu den Lipiden. Die gemeinsame Grundsubstanz fiir alle Steroi-
de ist das Cholesterol. Der Vorldufer des Progesterons ist das Pregnenolon, ein Gestagen mit
progesterondhnlichen Wirkungen, das aufgrund seiner Rolle als Intermedidrprodukt in der
Steroidbiosynthese fast nicht im Kreislauf gefunden wird. Im Ovar wird aus Pregnenolon
Progesteron gebildet (WUTTKE 1997).

Das Enzym 3-B-Hydroxy-A’-steroiddehydrogenase/isomerase (3-B-HSD) katalysiert die Kon-
version der Steroide Pregnenolon und Dehydroepiandrosteron zu Progesteron beziehungswei-
se Androstendion. Progesteron ist ein Vorldufer der adrenalen Steroide Cortisol, Corticosteron
und Aldosteron, Androstendion der gonadalen Steroide Testosteron und der Estrogene. Daher
ist 3-B-HSD essentiell fiir die Produktion aller Steroidhormone und wird in allen steroidhor-
mon-produzierenden Geweben, einschlieBlich der Nebennieren, Hoden, Ovarien und Plazenta
vieler Haussdugetiere und des Menschen gefunden (BAIN et al. 1991).

Die Biosynthese des Progesterons erfordert nur zwei Schritte: Die Umwandlung von Cho-
lesterol zu Pregnenolon, katalysiert durch einen in der inneren Mitochondrienmembran lokali-
sierten Seitenketten-abspaltenden Enzymkomplex (P450 side chain cleavage; P450 scc) und
die anschlieBende Umformung zu Progesteron durch die im Glatten Endoplasmatischen Reti-

culum gelegene 3-B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3-B-HSD) (CHRISTENSON u. DEVO-
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TO 2003). Der Transport des Cholesterols aus dem Zytoplasma in die innere Mitochondrien-
membran ist der limitierende Faktor bei der Progesteronsynthese. Das steroidogene akute re-
gulatorische Protein (StAR) bindet Cholesterol im Zytosol und transportiert es zur Mito-
chondrienmembran, wihrend Benzodiazepin-Rezeptoren fiir den Transport von der dulleren
zur inneren Mitochondrienmembran verantwortlich sind (NISWENDER 2002).

Grundsitzlich sind kleine und groBe Luteinzellen des Gelbkorpers in der Lage, Progesteron
zu synthetisieren, jedoch produzieren die grolen Zellen den groften Anteil des Steroids, sind
aber weniger empfanglich fiir LH-Stimuli, wihrend die kleinen Zellen weniger Progesteron
synthetisieren, jedoch grofere Mengen LH binden kdnnen und auf LH-Stimulus mit einer
gesteigerten Progesteronsynthese antworten (DIAZ et al. 2002; NISWENDER 2002).
3-B-HSD kann u. a. immunhistochemisch dargestellt werden, seine mRNA wird im Immuno-
Blot-Verfahren nachgewiesen.

Laut DREIER et al. (1975) ist die Nachweisbarkeit von 3-B-HSD bei der zyklischen und tra-
genden Hiindin in der Bliitezeit des Gelbkorpers, korrespondierend mit hohen Progesteron-
werten, am stirksten. Im An- und Rickbildungsgelbkorper werden geringere Intensititen
nachgewiesen. Bei Progesteronwerten unter 2 ng/ml ist keine positive Reaktion zu beobachten
(AGRAWAL u. LALORAYA 1978). Daher ist 3-B-HSD zur Altersbestimmung des caninen
Gelbkdrpers geeignet (DREIER et al. 1975).

Die Expression und Regulation von 3-B-HSD variiert erheblich innerhalb verschiedener Spe-
zies. Bei Schweinen, Schafen und Kiihen nimmt die Anzahl 3-B-HSD-exprimierender Zellen
nach der Ovulation markant zu. Wéihrend der Lutealregression nimmt sie beim Wiederkduer
stiarker ab als beim Schwein (CONLEY et al. 1995).

Beim Menschen ist die 3-B-HSD-Aktivitdt wihrend der frithen Lutealphase am hdchsten und
sinkt wahrend der mittleren und spiten Lutealphase ab, sofern der Gelbkorper keinen Stimu-
lus durch hCG erfahrt (DUNCAN et al. 1999). Auch bei Primaten (BELFIORE et al. 1994)
und Schafen (CHAFFIN et al. 2000) wird die Progesteronsekretion durch Stimulation der
Gelbkorperzellen mit hCG gesteigert. Eine Blockade der LH-Sekretion durch GnRH-
Antagonisten hat bei zyklischen Primaten in der Lutealphase einen sofortigen Riickgang der
Progesteronsekretion und einen leicht zeitverzogerten Abfall der Anzahl an 3-B-HSD-mRNA
zur Folge (RAVINDRANATH et al. 1992).
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Um zu priifen, ob die abnehmende Aktivitit von 3-B-HSD fiir die Regression des Gelbkorpers
verantwortlich ist, behandelten JENKIN et al. (1984) Schafe mit dem 3-B-HSD-Inhibitor Tri-
lostane. Es war ein voriibergehender Abfall der Blut-Progesteronkonzentration zu verzeich-

nen, der weder mit einem Anstieg von PGF,, noch mit einer Verkiirzung des Zyklus einher-

ging.

Effekte exogener PGF>,-Gaben

Nach einmaliger Behandlung mit einer luteolytischen Dosis PGF;, und intrabursaler Applika-
tion von Progesteron war bei Ratten eine Abnahme der 3-B-HSD-Aktivitdt zu beobachten. Da
weder im prodstrischen Ovar, noch im Gelbkorper trachtiger Ratten PR nachgewiesen werden
konnten, scheint die Funktion von Progesteron bei dieser Spezies von der Existenz eines klas-
sischen Rezeptors unabhingig zu sein (TELLERIA et al. 1999).

Die Behandlung zyklischer Schafe an Tag 11/12 des Zyklus mit PGF,, fiihrte zu einem Ab-
sinken der mRNA-Konzentration fiir 3-B-HSD innerhalb von 48 Stunden auf 5 %, wéhrend
die Aktivitit von 3-B-HSD innerhalb dieses Zeitraumes nicht signifikant abnahm (JUENGEL
et al. 1998). Ahnliche Beobachtungen machten RODGERS et al. (1995) bei Kiihen nach
PGF,,-Gabe an den Tagen 6/7 des Zyklus. Trotz eines sofortigen starken Abfalls des mRNA-
Gehaltes und der Progesteronkonzentration wurden 24 Stunden nach Behandlung hohe Gehal-
te an P450 scc und 3-B-HSD gemessen. Es wird vermutet, dass der Abfall der mRNA-
Konzentration nicht fiir das der PGF,,-Behandlung folgende Absinken von Progesteron ver-

antwortlich sein kann.

Effekte von RU 486

Nach Applikation von RU 486 bei Ratten in der spiten Tréachtigkeit beobachteten TELLERIA
et al. (1995) zunéchst nach 24-36 Stunden einen leichten Anstieg der 3-B-HSD-Aktivitét, und
nach weiteren 12 Stunden einen signifikanten und progressiven Abfall, der zur Induktion der
Geburt flihrte. Die Serum-Progesteronkonzentration fiel zum selben Zeitpunkt wie die 3-B-
HSD-Aktivitdt ab. Die Gabe eines Cyclooxygenasehemmers (Diclofenac) nach Applikation
von RU 486 verhinderte den Abfall der 3-B-HSD-Aktivitdt und verldngerte die Tragzeit.
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Die Behandlung von Ratten mit RU 486 in der frithen Tréichtigkeit resultierte nach zwei Ta-
gen in einem Abfall der 3-B-HSD-Aktivitit, dem ein Abfall der Progesteronsekretion folgte
(KAWANO et al. 1988). Kultivierte Luteinzellen von Ratten reagierten auf eine Behandlung
mit RU 486 mit einem Abfall der P450 scc-Aktivitét, jedoch nicht der 3-B-HSD-Aktivitét
(ARAKAWA et al. 1990).

DIMATTINA et al. (1986) beobachteten einen starken Abfall der 3-B-HSD-Aktivitit bei mit
RU 486 behandelten humanen Granulosazellkulturen und schlieen daraus auf einen direkten

Einfluss des RU 486 auf die ovariale Steroidgenese und Lutealfunktion beim Menschen.

2.8.3. Relaxin

Relaxin (RLX) wurde in tierartlich unterschiedlicher Auspriagung bei vielen Sdugetieren im
Corpus luteum nachgewiesen. Bevorzugte Methoden der immunhistochemischen Sichtbarma-
chung von Relaxin sind die Avidin-Biotin-Immunperoxidase und die Peroxidase-
Antiperoxidase-Methode.

Relaxin wird bei der tragenden Hiindin in geringerem Mal3e in den Corpora lutea der Ovarien,
hauptsédchlich aber in der Plazenta produziert (STEINETZ et al. 1989; STEWART et al. 1992;
KLONISCH et al. 1999). Bislang ist der Anteil ovarialen Relaxins an der Gesamtrelaxinkon-
zentration sowie seine Funktion am Ovar nicht geklart.

Bei der tragenden Sau ist das Corpus luteum die Hauptproduktionsstitte fiir Relaxin (ALI et
al. 1986). Auch der Gelbkorper des zyklischen (BAGNELL et al. 1989) und pseudograviden
(FIELDS u. FIELDS 1985) Schweins produziert geringere Mengen Relaxin. Relaxin wird
erstmals im Anbildungsgelbkdrper nachgewiesen. Die Zahl RLX-positiver Zellen nimmt mit
der Entwicklung des Gelbkdrpers zu. Nach DENNING-KENDALL et al. (1989) findet die
Relaxinproduktion beim Schwein in der frithen Lutealphase in den Theca-Luteinzellen statt
und verschiebt sich im Verlauf der Trachtigkeit zu den Granulosa-Luteinzellen, wobei die
Produktion in letzteren drastisch ansteigt.

Auch bei der tragenden Ratte finden sich groBe Mengen an Relaxin in den Corpora lutea
(ANDERSON u. SHERWOOD 1984). Bei der nicht tragenden Ratte ist Relaxin nur im Ein-
zelfall geringgradig nachweisbar (GOLOS et al. 1984). Bei der tragenden Maus gelten die
Gelbkorper als einzige Relaxinquelle (VAUPEL et al. 1985). Die in der frithen Trachtigkeit

zuerst anfarbbaren Bereiche sind in der Peripherie des jungen Gelbkorpers lokalisiert. Im Ver-
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lauf der Tréachtigkeit dehnt sich die positive Darstellbarkeit auf nahezu alle Zellen aus (AN-
DERSON et al. 1984). Corpora lutea nicht tragender Méuse zeigen, ebenso wie Gelbkorper
post partum oder Gelbkorper fritherer Zyklen, keine Expression von Relaxin (VAUPEL et al.
1985).

Relaxin wird auch beim Menschen hauptséchlich in den Ovarien produziert. In Corpora lutea
der schwangeren Frau ist Relaxin diffus nachweisbar (MATHIEU et al. 1981). Relaxin wird
ausschlieBlich in den groBen Luteinzellen nachgewiesen, wobei die Nachweisbarkeit im Ver-
lauf der Lutealphase zunimmt. Im Corpus albicans sind keine Relaxin-positiven Zellen mehr
aufzufinden (STOELK et al. 1991).

Bei der Kuh wurde Relaxin in den gro3en Luteinzellen im dritten Drittel der Graviditét nach-
gewiesen (FIELDS et al. 1980), im Gelbkdrper der Stute ist Relaxin von der frithen bis zur
spaten Gelbkorperphase vertreten (RYAN et al. 1997). Relaxin wird unter anderem im Gelb-
korper gebildet und dort offensichtlich bei allen untersuchten Tierarten in kleinen, membran-
gebundenen Granula im Zytoplasma der Luteinzellen gespeichert (FIELDS u. FIELDS 1985;
ALI et al. 1986; FIELDS et al. 1992). Die Anzahl der Granula und die Intensitit der Expres-
sion variieren von Zelle zu Zelle, die Granula selbst sind haufenférmig im Zytoplasma verteilt
(ANDERSON u. SHERWOOD 1984). Die Granula scheinen der Lagerung des Relaxin zu
dienen. Von dort wird das Peptid auf Abruf via Exozytose ausgeschleust. So werden im Zy-
toplasma auch leere Vesikel aufgefunden, die ihren Inhalt bereits entleert haben (FIELDS
1984).

Bei in vitro geziichteten humanen luteinisierenden Granulosa-Zellen, die imstande waren,
Progesteron und Relaxin wie in der Lutealphase zu sezernieren, bewirkte eine Behandlung
mit RU 486 einen sofortigen und drastischen Abfall der Progesteron- und Relaxinsekretion
(VANDEVOORT et al. 2000).

Anders als bei den o.g. Spezies ist Relaxin im Ovar des Goldhamsters zu keiner Zeit der
Gelbkorperphase nachzuweisen (RENEGAR et al. 1987). Hier scheint die Plazenta die einzi-
ge Bildungsstitte zu sein. Auch bei nicht tragenden Hiindinnen konnten KLONISCH et al.
(2001) kein ovariales Relaxin nachweisen, jedoch fanden sie in den Corpora lutea zyklischer
Hiindinnen den so genannten Relaxin-Like-Factor (RLF). RLF, auch bekannt als Leydig cell-
derived insulin-like factor (INSL-3), ist ein dem Relaxin strukturell sehr dhnliches Polypep-

tidhormon, tiber dessen Wirkung und Regulation bislang noch wenig bekannt ist.
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Maiuse mit einer RLF-Defizienz weisen Zyklusstorungen und erhohte Apoptoseraten, vor-
nehmlich in Follikeln und Corpora lutea auf. Es wird vermutet, dass RLF endokrine Zellen
vor vorzeitiger Apoptose schiitzt (SPANEL-BOROWSKI et al. 2001).

Nach BULLESBACH und SCHWABE (1995) besitzt RLF zwar einen eigenen Rezeptor,
kann jedoch auch mit dem Relaxinrezeptor interagieren und die Wirkung des Relaxin an sei-
nen Zielorganen potenzieren. RLF induziert {iber eine Adenylatzyklase die Erhdhung von
cAMP in der Zelle und blockiert gleichzeitig dessen vorzeitigen Abbau, so dass die cAMP-
Konzentration von Zellen nach Relaxinstimulation ldnger erhoht bleibt (BARTSCH et al.
2001). Zwei membranassoziierte G-Protein-gekoppelte Rezeptortypen (LGR7 und LGRS)
wurden fiir Relaxin und RLF nachgewiesen (HSU et al. 2002).

KLONISCH et al. (2001) vermuten, dass im Corpus luteum der tragenden Hiindin Relaxin
und RLF gebildet werden, wihrend die Gelbkdrper der nicht tragenden Hiindin nur RLF syn-
thetisieren. Da RLF mit Relaxin um dessen Bindungsstellen konkurriert, konnte die Aufgabe
des RLF bei der tragenden Hiindin einer partiellen Blockade der Relaxinrezeptoren bestehen.
Inwiefern dies am Ovar der graviden Hiindin eine Rolle spielt und welche Aufgabe Relaxin

und RLF am Corpus luteum erfiillen, ist noch unbekannt.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1. Material und Methoden

3.1.1. Tiere

Zur Durchfiihrung der Studie lag die Genehmigung durch die Bezirksregierung Hannover
Aktenzeichen 509¢-42502-02/508 vom 07.03.2002 vor.

Fiir die vorliegende Studie standen acht institutseigene Beagle-Hiindinnen im Alter von 1 2
bis 3 ’2 Jahren zur Verfiigung. Sieben Tiere waren nullipar, Hiindin A3 hatte vor Versuchs-
beginn einen Wurf. Die Geburt verlief ohne Komplikationen.

Alle Tiere befanden sich in einem guten Gesundheits- und Pflegezustand. Die Tiere wurden in
Gruppen von vier Hunden in Ausldufen mit geschlossenen, strohausgelegten Boxen gehalten.
Die Fiitterung erfolgte einmal tdglich mit einem handelsiiblichen Mischfutter. Wasser stand

ad libitum zur Verfiigung. Das Korpergewicht der Hunde betrug 14,5 bis 16,3 kg.

3.1.2. Einteilung in Gruppen

Die Hiindinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt:
1. Gruppe K (Kontrolle): zwei Hiindinnen (K1 und K2) mit medikamentds unbeeinfluss-
ter Trachtigkeit.
2. Gruppe A (Aglepristone): drei Hiindinnen (A 1-3), die mit dem Antigestagen
Aglepristone (Alizine®) behandelt wurden.
3. Gruppe C (Cloprostenol/Cabergolin): drei Hiindinnen (C 1-3), die mit dem Prostaglan-
din Fa,-Analogon Cloprostenol (Estrumate®) in Kombination mit dem Prolaktinanta-

gonisten Cabergolin (Galastop®) behandelt wurden.
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Die Hiindinnen wurden bis auf zwei Ausnahmen (C2 und C3) in zwei Trichtigkeiten unter-
sucht. Hiindin C2 entwickelte nach der ersten Triachtigkeit eine Endometritis und wurde fiir
die zweite Trachtigkeit aus dem Versuchsvorhaben ausgeschlossen. Fiir sie wurde die Hiindin
C3 eingesetzt. Die Tiere der Gruppen K und A und die Hiindin C1 wurden in der zweiten

Tréachtigkeit, die Hiindin C3 in ihrer ersten Trichtigkeit, zwischen Tag 30 und 34 p.ov. ovari-

ohysterektomiert.
3.1.3. Versuchsdurchfiihrung
3.1.3.1. Zielsetzung

Ziel der Untersuchungen war es, die Funktion der Corpora lutea gravider Hiindinnen durch
Verabreichung unterschiedlich wirksamer Pharmaka zu untersuchen, die Effekte der Medika-
tion mit Hilfe der gepulsten und farbkodierten Dopplersonographie der stromalen ovarialen
Arterien sowie durch begleitende Hormonanalysen zu charakterisieren und mit entsprechen-
den Befunden der Kontrolltiere zu vergleichen.

Die auf die Ovariohysterektomie folgenden histologischen, immunhistologischen und bio-
chemischen Untersuchungen der Ovarien dienten der Erfassung morphologischer und funkti-

oneller Parameter insbesondere an den Gelbkdrpern.

3.1.3.2. Klinisch-gyniikologische Untersuchungen vor der Ovulation

Zur Erkennung des ersten Liufigkeitstages wurden alle Hiindinnen vor Beginn der Studie ab
dem fiinften Monat nach vorangegangener Ovulation in drei- bis viertdgigen Abstinden durch
Sekretentnahme mit einem Tupfer aus dem Vestibulum vaginae auf das Auftreten von bluti-
gem Laufigkeitssekret kontrolliert.

Nach der ersten Graviditit wurden die mit Aglepristone bzw. Cloprostenol/Cabergolin behan-
delten Hiindinnen erstmals drei Monate nach der vorangegangenen Ovulation, die Hiindinnen
mit unbeeinflusster Trichtigkeit wiederum fiinf Monate nach der Ovulation wie oben be-

schrieben auf den Eintritt der zweiten Laufigkeit untersucht.
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Vom ersten Laufigkeitstag (= Auftreten von blutigem Sekret im Vestibulum vaginae) wurden
die Hiindinnen in zwei- bis dreitidgigen Abstanden untersucht, um den Ovulationstermin exakt
bestimmen zu kénnen. Jede Untersuchung beinhaltete die Adspektion der Vulva und eine Be-
urteilung eventuell vorhandenen, austretenden Sekrets. AnschlieBend wurde die Vulva pal-
piert, um die Gewebekonsistenz und die Paarungsbereitschaft zu iiberpriifen. Zur vaginosko-
pischen Untersuchung wurde ein steriles Rohrenspekulum in die Vagina eingefiihrt und mit
Hilfe eines mit steriler isotoner Kochsalzlosung befeuchteten Wattetupfers ein Abstrich aus
dem kranialen Scheidendrittel entnommen. Mittels einer Lichtquelle wurde die Vaginal-
schleimhaut hinsichtlich Farbe, Feuchtigkeit und Filtelung beurteilt (GUNZEL-APEL 1997).
Der entnommene Tupfer wurde anschlieend in zwei bis drei Bahnen auf einem vorgeféarbten
Objekttriager (Testsimplet®, Fa. Bochringer Mannheim, Mannheim) ausgerollt und ca. zwei
Minuten luftgetrocknet. Nach der vollstindigen Trocknung wurde der Ausstrich mit einem
Fixierspray (Merckofix®, Fa. Merck, Darmstadt) gleichméfBig bespriiht, erneut an der Luft
getrocknet, unter flieBendem Wasser abgespiilt und schlieBlich mit Eukitt® (Fa. O. Kindler,
Freiburg i. Breisgau) eingedeckt (GUNZEL-APEL 1997). Die lichtmikroskopische Untersu-
chung der Ausstrichpriparate erfolgte bei 128-facher Vergroflerung. Beurteilt wurden hierbei
der Ausstrichhintergrund, Art und Lage der Epithelzellen sowie das Vorkommen von Ery-
throzyten oder neutrophilen Granulozyten.

Mit dem Erreichen der spiten Follikelphase, die anhand vaginoskopischer, vaginalzytologi-
scher und sonographischer Befunde charakterisiert wurde, wurden Blutproben zur Bestim-
mung der peripheren Progesteronkonzentration in zwei- bis dreitdgigem Rhythmus entnom-
men. Mit Beginn des prdovulatorischen Anstiegs der Progesteronkonzentration erfolgte die
sonographische Ovardiagnostik alle zwdlf Stunden bis zur Ovulation. Nach der Ovulation
wurden die Hiindinnen innerhalb von 24-60 Stunden zweimal entsprechend den Vorgaben
von LUBKE (1997) mit dem Frischsamen eines fertilen Beagle-Riiden besamt.

Zur Erfassung der vaginalen Keimflora wurde zudem innerhalb der ersten drei Tage der Léu-

figkeit eine Tupferprobe aus der kranialen Vagina entnommen.
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3.1.3.3. Medikation und Ovariohysterektomie

Alle Hiindinnen der Gruppe A wurden in der ersten und zweiten Trachtigkeit mit dem Antige-
stagen Aglepristone (Alizine®, 1 ml = 30 mg, Fa. Virbac Santé animale, Carros, Frankreich)
mit je 10 mg/kg s.c. am Tag 24 und 25 post ovulationem behandelt. Alle drei Hiindinnen
mussten in der ersten Trachtigkeit am Tag 36 und 37 p.ov. mit derselben Dosis nachbehandelt
werden, da nach der Erstbehandlung eine bis mehrere Friichte nicht abgestorben waren. Aus
demselben Grund wurde bei der Hiindin A3 in der zweiten Trachtigkeit am Tag 31 p.ov. eine
zweite Aglepristone-Medikation vorgenommen.

Alle Hiindinnen der Gruppe C wurden in der ersten und zweiten Triachtigkeit mit dem PGFy,-
Analogon Cloprostenol (Estrumate™, 1 ml = 250 mg, Fa. Essex Tierarznei, Miinchen) in der
Dosierung 1 pg/kg s.c. am Tag 24 und 27 p.ov. in Kombination mit dem Prolaktinhemmer
Cabergolin (Galastop®, 1 ml = 50 pg, Fa. CEVA Tiergesundheit GmbH, Diisseldorf) in der
Dosierung 5 pg/kg p.os. tiaglich von Tag 24 bis 30 p.ov. behandelt. Die Hiindinnen C1 und C2
wurden in der ersten Trichtigkeit am Tag 36 p.ov. mit Cloprostenol und von Tag 36 bis 37
p-ov. mit Cabergolin in derselben Dosierung nachbehandelt, da je eine Frucht nach der Erst-
behandlung nicht abgestorben war. Die Hiindinnen C1 und C3 wurden in der zweiten Tréich-
tigkeit am Tag 31 p.ov. mit Cloprostenol und von Tag 31 p.ov. bis zur Ovariohysterektomie
mit Cabergolin nachbehandelt.

Bei Auftreten von resorptions-/abortbedingtem Ausfluss wurden die Tiere klinisch untersucht.
Mit einem sterilen Tupfer wurde eine Probe aus der kranialen Vagina entnommen und im
Institut fiir Mikrobiologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover untersucht. Konnte ein
pathogener vaginaler Keimgehalt nachgewiesen werden, wurde eine antibiotische Therapie
nach Erstellung eines Antibiogramms durchgefiihrt.

Bei den Kontrolltieren wurde nach dem Absetzen der Welpen (Tag 130 p.ov.), bei den Tieren
der Gruppen A und C jeweils ab Tag 75 p.ov. eine einheitliche Therapie zur Endometri-
tisprophylaxe (dreimal tiglich 20 pug/kg Dinoprost (Dinolytic®, Fa. Pharmacia, Erlangen) s.c.
iber zehn Tage) durchgefiihrt.
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Die Ovariohysterektomie wurde im Einzelnen an folgenden Tagen vorgenommen:

Al Tag 32 p.ov. Cl Tag 33 p.ov. K1 Tag 31 p.ov.
A2 Tag 30 p.ov. C3 Tag 34 p.ov. K2  Tag30p.ov.
A3 Tag 33 p.ov.

3.14. Endokrinologische Untersuchungen

Die retrospektiv durchgefiihrte Analyse der peripheren Blutserumkonzentrationen von Estra-
diol-17B, Progesteron und Relaxin diente der Uberpriifung zeitlicher Zusammenhiinge zwi-
schen den gemessenen Blutflussparametern und ovarialen Funktionsverdnderungen.

Die Blutentnahmen erfolgten durch Punktion der V. cephalica antebrachii oder der V. saphena
vom Tag der Ovulation bis Medikationsbeginn in viertdgigem Abstand, danach tiglich bis
Tag 31 p.ov. in der ersten und bis zur Ovariohysterektomie in der zweiten Trichtigkeit. In der
ersten Trachtigkeit wurde ab Tag 31 p.ov. in viertdgigem Abstand, vom Tag 39 bis Tag 60
p.ov. in wochentlichem Abstand Blut in zur Serumgewinnung praparierten Rohrchen (Fa.
Sarstedt, Niimbrecht) gewonnen. Das nach Zentrifugieren (10 Minuten bei 3000 U/min) und
anschlieBendem Dekantieren gewonnene Serum wurde bis zur Analyse in beschrifteten Rohr-
chen bei -20 °C gelagert.

Die Blutserumproben wurden in der Abteilung fiir Endokrinologie des Chemischen Instituts
der Tierdrztlichen Hochschule Hannover hinsichtlich der Estradiol-17p- und Progesteronkon-
zentrationen bestimmt. Die Analyse der Relaxinkonzentrationen erfolgte im Veterinér-
Physiologisch-Chemischen Institut der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitét Leip-
zig.

Die angewandten Analyseverfahren sind fiir Estradiol-17p und Progesteron bei BEHRENDS
et al. (1993) und fiir Relaxin bei EINSPANIER et al. (1999) beschrieben.
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Folgende Assaykriterien wurden ermittelt:

Progesteron: Untere Nachweisgrenze 0,05 ng/ml
Intraassayvariationskoeffizient 4,6 %
Interassayvariationskoeffizient 12 %

Estradiol-17-f: Untere Nachweisgrenze 4,0 pg/ml
Intraassayvariationskoeftizient 11 %
Interassayvariationskoeffizient 14 %

Relaxin: Untere Nachweisgrenze 0,03 ng/ml
Intraassayvariationskoeftizient 8,7 %

Interassayvariationskoeftizient 12 %

3.1.5. Sonographische Untersuchungen

3.1.5.1. Apparative Ausriistung

Fiir die Studie stand das Farbdopplersystem LOGIQ® 500 (General Electrics Medical Systems
Medizinische Systeme, Solingen) zur Verfiigung. Die Untersuchung der Ovarien erfolgte mit
Hilfe eines elektronischen 7,5-MHz-Linearschallkopfes.

Zur Dokumentation der im Standbild festgehaltenen Ultraschallbilder sowie der Blutflusspro-
file und deren Messparameter wurden Schwarz-Wei3-Prints mit dem Video Copy Processor
P67 E (Fa. Mitsubishi, Japan) auf Thermopapier K 61B angefertigt. Fiir die photographische
Aufzeichnung auf Diafilmen (Chrome Super CU DX 36, Porst) stand die Kleinbildkamera FR
1100 (Fa. Avio, Japan) zur Verfiigung.

3.1.5.2. Vorbereitung und Handhabung der Tiere

Alle Hiindinnen wurden in einem abgedunkelten, ruhigen Raum niichtern und unsediert in
Seitenlage auf einer gepolsterten Kunststoffunterlage untersucht. Um eine bessere Ankopp-
lung zu gewihrleisten, wurde beidseitig kaudal des Rippenbogens unterhalb der Lendenmus-
kulatur eine ca. handtellergrole Fliche ausrasiert, mit 90%igem Ethanol entfettet und ein

handelsiibliches Ultraschallgel aufgetragen.
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Fiir die Untersuchung beider Ovarien wurde ein Zeitaufwand von einer bis drei Stunden bend-

tigt.

3.1.5.3. Untersuchungsfrequenz

Die sonographische Befunderhebung erfolgte von Tag 5 bis Tag 20 p.ov. in flinftdgigen, von
Tag 24 bis Tag 40 p.ov. bzw. bis zur Ovariohysterektomie in zweitdgigen und in der ersten

Trachtigkeit von Tag 40 bis 60 p.ov. wieder in fiinftdgigen Abstdnden.

3.1.54. Untersuchungsablauf

Die Vorgehensweise beim Aufsuchen der Eierstocke entsprach den Vorgaben von HAYER et
al. (1993) und DIETERICH (1994): Nach kurzer Einwirkzeit des aufgetragenen Ultraschall-
gels wurde der Schallkopf kaudal des Rippenbogens ventral der Lendenmuskulatur auf die
vorbereitete, seitliche Bauchwand aufgelegt. Je nach Lage der Eierstocke wurde der Schall-
kopf nach dorsokranial bis dorsokaudal oder nach medial ausgerichtet. Die Ovarien konnten
in der Mehrzahl der Félle im Bereich des kaudalen Nierenpols dargestellt werden. Bei einigen
Hiindinnen befanden sie sich lateral bis kraniolateral der Niere.

Die Ovarien wurden zunédchst im zweidimensionalen B-Bild-Verfahren aufgesucht und hin-
sichtlich ihrer Echogenitit und Abgrenzbarkeit sowie des Vorhandenseins von Funktionskor-
pern beurteilt.

Die stromalen Arterien wurden nach den Vorgaben von KOSTER et al. (2001) im Farbduplex
dargestellt. Das Farbfenster wurde der Ovargrofle angepasst. Durch Abtasten verschiedener
Schnittebenen mit dem Schallstrahl wurde die Position bestimmt, in der moglichst viele Ge-
faBanschnitte farbig kodiert sichtbar waren. Die quantitative Befunderhebung an den Arterien
erfolgte im Triplex-Mode, d. h. bei kombiniertem Einsatz von farbkodierter und gepulster
Dopplersonographie. Es wurden farbkodierte GefaBBsegmente ausgewihlt, die sich durch die
hochste Farbintensitit auszeichneten und deren Verlauf zumindest iiber eine kurze Strecke
verfolgt werden konnte. Die Positionierung des Dopplerstrahls im zu untersuchenden Gefdl3
war im Zoom bei einer Eindringtiefe von 3 cm genauer durchzufiihren. Deshalb wurde diese
Einstellung trotz schlechterer Qualitdt des Grauwertbildes im Triplex-Mode teilweise ange-

wandt. Das Messvolumen wurde an das GefaBBlumen angepasst. Durch Neigung des Doppler-
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strahls konnte dessen Verlauf dem des Gefdfles angeglichen und iiber eine vermehrte Farbfiil-
le der GefiBe die Festlegung eines Korrekturwinkels erleichtert werden.

Abdominale Atembewegungen verhinderten zeitweise eine konstante Positionierung des
Dopplerstrahls in dem zu untersuchenden Gefdf3, weshalb das Messvolumen wihrend der
exspiratorischen Phase iiber einem GefdBlsegment in einer optimalen Position ausgerichtet
wurde, die die Registrierung von mehreren Herzzyklen guter Qualitét erlaubte.

Nach Registrierung und Fixierung eines Stromungsprofils wurde durch die Bestimmung des
Winkels zwischen Schallstrahlen und Gefdll die Messung korrigiert. Winkel, die 60° iiber-
schritten, wurden von der Messung ausgeschlossen.

Ausgemessen wurden nach Moglichkeit Stromungskurven, die aus mehreren Herzzyklen mit
guter Qualitdt resultierten. Die Aufzeichnung der Blutfliisse konnte verbessert werden, wenn
voriibergehend von dem Triplex-Mode auf den PW-Mode (pulsed wave) umgeschaltet wurde.
Von den aufgezeichneten arteriellen Blutflusskurven wurden pro Ovar und Messtag je drei

ausgewertet.

3.1.5.5. Messparameter

Ein im Ultraschall integrierter Rechner berechnete nach manueller Eingrenzung der arteriellen

Kurve folgende Parameter:

SPV = Systolische Maximalgeschwindigkeit

EDV = Enddiastolische Geschwindigkeit

DPV = Diastolische Maximalgeschwindigkeit

TAMAX = Mittlere Maximalgeschwindigkeit (time average maximum velocity)
PI = Pulsatilititsindex

RI = Widerstands-Index

A/B = A/B-Quotient

S/D = S/D-Quotient
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3.1.6. Histologische, immunhistologische und biochemische Untersuchungen

3.1.6.1. Anatomische Priparation und pathologisch-anatomische Untersuchungen

Die Hiindinnen wurden in Allgemeinanisthesie mit zusdtzlicher Epiduralanésthesie in der
Linea alba laparotomiert. Uterus und Ovarien wurden in situ vorgelagert und fotografiert.
Nach Abbinden erfolgte die Ovariohysterektomie nach BRASS (1999).

Nach der Exenteration der Ovarien wurden diese vermessen, auf makroskopisch erfassbare
Strukturen (Corpora lutea) sowie pathologisch-anatomische Veridnderungen untersucht, sagit-
tal halbiert und fotografiert. Makroskopisch erkennbare Gelbkdrper wurden gezédhlt und beur-
teilt. Die Ovarien wurden dann fiir 24 bis 72 Stunden in 4%iger gepufferter Formalin-Losung
fixiert. Die Zeitspanne zwischen Entnahme und Fixierung der Ovarien betrug zwischen 10
und 15 Minuten. Die Ovarien wurden wihrend dieser Zeit mehrfach mit steriler isotoner
Kochsalzlosung befeuchtet. Samtliche Manipulationen an den Organen wurden unter sterilen
Kautelen durchgefiihrt.

Fiir weiterfithrende Untersuchungen im Rahmen anderer Studien wurden 1-2 mm grof3e Pro-
ben in Paraform- bzw. Glutaraldehyd oder fliissigen Stickstoff eingebettet.

Von den formalinfixierten Eierstocken wurden aus allen ovarialen Strukturelementen unter-

schiedlicher Lokalisationen Gewebeproben entnommen und histologisch aufgearbeitet.

3.1.6.2. Histologische Priparation

Die formalinfixierten Proben wurden nach Standardverfahren in Paraffin eingebettet. Mit Hil-
fe eines Schlittenmikrotoms (Microm HM 360) wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt, auf
mit 0,01% Poly-L-Lysin beschichtete Objekttriger (Fa. Sigma Diagnostics Inc., St. Louis,
USA) aufgezogen und mit einer Himalaun-Eosin-Férbung (H.-E.-Farbung) (ROMEIS 1989,
siche Anhang) angefarbt.
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3.1.6.3. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Préparate wurde mit dem Axioskop 2 (Fa. Zeiss,
Oberkochen) unter Verwendung von 10er, 20er und 40er Objektiven durchgefiihrt. Je Ovar
standen zwei H.-E.-gefdrbte Objekttriager zur Verfiigung.

Mittels dieser Untersuchungen wurden die an den Ovarien vorhandenen Funktionskorper be-
stimmten Stadien der Reifung und Riickbildung zugeordnet. Zur Quantifizierung aufgefunde-
ner Follikelstadien wurden pro Ovar fiinf Definitionsfelder ausgezéhlt. Dabei entsprach ein
Gesichtsfeld in der Vergroferung mit dem 10er-Objektiv einem Definitionsfeld. Die numeri-

schen Ergebnisse wurden wie folgt klassifiziert:

<10 Follikelstadien = wenige

10-15 Follikelstadien = einige
> 15 Follikelstadien

zahlreiche

Die Gelbkorper wurden den von ANDERSEN und SIMPSON (1973) definierten Stadien der
frithen bis spdten Riickbildung zugeordnet. Abschidtzung und Wertung der histologischen Be-
funde an den Corpora lutea wurden von zwei unabhingigen Gutachtern bestitigt.

Am Axioskop 2 waren durch Zuschalten einer entsprechenden Lichtquelle fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchungen mdglich. Die mit fluoreszierendem Farbstoff behandelten Ovar-
schnitte wurden bei Exzitationswellenldngen zwischen 365 und 546 nm und Emissionswellen-
langen zwischen 420 und 590 nm betrachtet. Die Anzahl Fluoreszenz-positiver Zellen wurde
geschétzt. Abschitzung und Wertung der fluoreszenzmikroskopischen Befunde an den Corpo-

ra lutea wurden von zwei unabhédngigen Gutachtern bestétigt.

3.1.6.4. Immunbhistologische und biochemische Methoden

Relaxin, 3-B-HSD und Progesteronrezeptoren wurden mittels der Immun-Peroxidase-Methode
nachgewiesen. Fiir den Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen stand das Annexin-
V-Fluos Staining Kit® (Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim), fiir den Nachweis apoptoti-
scher Zellen nach der TUNEL-Methode das In Situ Cell Death Detection Kit® (Fa. Boehrin-

ger Mannheim, Mannheim), zur Verfiigung.
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Als primire Antikorper wurden fiir Relaxin polyklonale rabbit-anti-porcine-Antikorper (Be-
zugsquelle O.D. Sherwood, Illinois, USA) in der Verdiinnung 1:5000, fiir 3-3-HSD Kanin-
chen-IgG-Antikorper (Fa. Pineda, Berlin) in der Verdiinnung 1:1000 und fiir den Progesteron-
rezeptor monoklonale Antikdrper der Maus: mouse-IgG2a-Antikorper Klon 10A9 (Fa. Coul-
ter-Immunotech, Hamburg) in der Verdiinnung 1: 50 bzw. 1:10 verwendet.

Die jeweilige Konzentration wurde in Vorversuchen (Relaxin: 1:100, 1: 300, 1:500; 1:1000,
1:5000, 1:7000, 1:10 000; 3-B-HSD 1:1000; PR 1:10, 1:50, 1:100) getestet.

Die Nachweise wurden nach folgendem Methodenprotokoll durchgefiihrt:

Relaxin und 3-B-HSD

Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager am Abend vorher {iber Nacht in den Wirme-
schrank gestellt.

Zum Nachweis von Relaxin und 3-B-HSD wurden die Paraffinschnitte zunidchst mit Xylol und
danach in einer absteigenden Alkoholreihe (100, 90, 80, 70 und 50%iges Ethanol) entparaffi-
niert (siche Anhang). AnschlieBend wurden die Schnitte einer 20miniitigen Behandlung mit
3%igem H,0, (Fa. Roth, Karlsruhe) und einer 45miniitigen Inkubation mit humanem Nor-
malserum (1:100) unterworfen. Dann wurden sie mit den in PBS verdiinnten jeweiligen Pri-
mér-Antikdrpern beschichtet und iliber Nacht bei 4° C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Als Kontrolle wurden statt des primdren Antikorpers IgG-Antikorper in der entsprechenden
Verdiinnungsstufe eingesetzt.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte in PBS-Pufferlosung gespiilt und anschliefend 45 Mi-
nuten mit einem anti-mouse-anti-rabbit Sekundérantikdrper (DAKO A, Fa. DAKO Cytomati-
on, Glostrup, Danemark) bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach ei-
ner weiteren Spiilung mit PBS-Puffer wurden die Schnitte mit chromogenem Substrat (AEC-
DAKO, Fa. Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) behandelt. Die Reaktion wurde nach
acht Minuten durch Stoppen in Leitungswasser beendet, die Schnitte nochmals mit Aqua bi-
dest. gespiilt und anschlieBend mit Immu-Mount® (Fa. Shandon, Pittsburgh, USA) eingedeckt
(EINSPANIER et al. 1997).
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Progesteronrezeptor

Nach Entparaffinierung (siche Anhang) wurden die Schnitte zur Vorbehandlung fiir zehn Mi-
nuten in 10 mM Citratpuffer (pH 6) (Herstellung sieche Anhang) bei 120° C in den Wirme-
schrank verbracht. Nach einer Abkiihlzeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die
Schnitte in PBS gespiilt und anschlieBend acht Minuten in 0,0125%iger Trypsinlosung bei
37° C inkubiert und danach wiederum in PBS-Pufferlosung gespiilt. Der weitere Ablauf ent-
spricht der Verfahrensweise ohne Vorbehandlung (siehe Relaxin und 3-B-HSD).

Annexin-V-Fluos Staining Kit®

Im Rahmen apoptotischer Verdnderungen kommt es zu einer Freisetzung von Phosphatidylse-
rin (PS) aus der Plasmamembran an die Zelloberfliche. Annexin V ist ein Kalzium-
abhingiges Protein mit einer hohen Affinitdt zu PS, farbt aber auch nekrotische Zellen an
(VERMES et al. 1995). Die Kombination mit Propidium-Jodid, das mit der DNA nekroti-
scher, aber nicht mit der DNA apoptotischer Zellen reagiert, ermdglicht eine Unterscheidung
von Apoptose und Nekrose.

Zur Vorbereitung flir zehn Assays wurden aus dem Testkit (Fa. Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg) 20 pl Annexin-V-Reagenz in 1 ml Inkubations-Puffer gelost und mit 20 pl Propi-
dium-Jodid versetzt. Die Schnitte wurden nach Entparaffinierung fiinf Minuten mit PBS-
Puffer gewaschen und anschlieend fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit je 50 pl der her-
gestellten Losung bedeckt.

Im Anschluss wurden die Objekttriger mit Gel Mount® Eindeckmedium (Fa. Sigma, Stein-
heim) eingedeckt und die Préparate innerhalb der folgenden sechs Stunden befundet, um

Fehlinterpretationen durch das rasche Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden.

In Situ Cell Death Detection Kit"™ (TUNEL)

Die TUNEL-Methode (terminal deoxy-nucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick
end-labeling) dient dem Nachweis apoptotischer Zellen. Das Prinzip der Methode basiert auf
der Sichtbarmachung spezifischer apoptosebedingter DNA-Fragmente (nicks) mittels einer
enzymatischen Reaktion. Die Identifikation der Fragmente erfolgt nach Anfarbung im Fluo-

reszenz-Mikroskop (GAVRIELI et al. 1992).
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Die Paraffinschnitte wurden fiir eine Stunde im Wéarmeschrank bei 40°C erwidrmt und an-
schlieBend entparaffiniert. Nach 30-miniitiger Inkubation in Proteinase-K-Losung (Fa. Sigma,
Steinheim) (20 pg/ml in Tris-HCI (Fa. Roth, Karlsruhe)) wurden die Schnitte 3 x 15 Minuten
in PBS-Puffer gewaschen und im Anschluss mit je 50 pl der kurzfristig nach Herstelleranga-
ben des Kits aus 50 pul Enzymreagenz und 450 pl Losungsmittel angefertigten TUNEL-
Reagenz beschichtet.

Nach einer 60miniitigen Inkubation in einer verdunkelten feuchten Kammer bei 37°C wurden
die Schnitte mit Gel Mount® (Fa. Sigma, Steinheim) eingedeckt und unmittelbar danach fluo-

reszenzmikroskopisch befundet.

3.1.6.5. Auswertung der immunhistologischen Parameter

Fiir jeden immunhistologischen Parameter stand ein Objekttrager fiir die mikroskopische Un-
tersuchung zur Verfiigung.

Als Positivkontrollen wurden Ovarien und Uterusproben von Callithrix jacchus bzw. Plazen-
taproben des Hundes mitgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten jeweils parallel, ausschlieB3-
lich mit mouse-anti-rabbit-IgG (Fa. Dianova, Hamburg) inkubierte Schnitte.

Die Expression von Relaxin und 3-B-HSD erscheint im Gelbkorper als eine ausschlieBlich
zytoplasmatische mittlere bis kréftig rote Anfarbung. Als positiv wurden in der Schnittebene
liegende rote feingranuldre Reaktionsprodukte gewertet. Progesteronrezeptoren sind aus-
schlieBlich zellkerngebunden. Als positiv wurden in der Schnittebene des Kerns liegende,
hell- bis dunkelbraune feingranuldre Reaktionsprodukte gewertet.

Die Anzahl positiv reagierender Zellen sowie deren Férbeintensitit wurde subjektiv geschitzt
und deskriptiv erfasst. Abschitzung und Wertung der immunhistologischen Befunde an den
Corpora lutea wurden von zwei unabhédngigen Gutachtern bestétigt.

Das eisenhaltige Pigment Hamosiderin, das infolge von Blutabbau in den Makrophagen und
Epithelzellen liegen kann, ist auch in der Negativkontrolle als hellbraunes, granuléres Materi-
al nachweisbar und kann somit von einer positiven immunhistologischen Reaktion eindeutig
abgegrenzt werden.

Mit Annexin V gefdrbte Schnitte wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Da-

bei zeigen apoptotische Zellen eine griine oder blaue, nekrotische Zellen eine rote Fluores-
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zenz. Erythrozyten erscheinen ebenfalls stets in roter Fluoreszenz. Mit der TUNEL-Methode
bearbeitete apoptotische Zellen und Erythrozyten fluoreszieren rot.
Zur Veranschaulichung und Lokalisationszuordnung wurde von jeder fotografierten Region

ein dreidimensionales Reliefbild angefertigt.

3.1.6.6. Dokumentation

Zur Dokumentation der histologischen und immunhistologischen Untersuchungen stand ein
Photomikroskop (Typ Axiocam MRc, Fa. Zeiss, Oberkochen) zur Verfiigung. Die Fotos wur-
den am PC mit dem Programm AxioVision 4 (Fa. Zeiss) bearbeitet und auf CD-ROM ge-

brannt.

3.1.7. Auswertung der Ergebnisse

Aufgrund der kleinen GruppengroBBe (Gruppe K: n=2; Gruppe A: n=3; Gruppe C: n=3) und
der damit verbundenen hohen Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf eine statistische Auswer-
tung verzichtet. Die im Rahmen dieser Grundlagenstudie gewonnenen Ergebnisse dienen da-
her der Verdeutlichung von Tendenzen.

Die Ergebnisse der endokrinologischen und dopplersonographischen Untersuchungen wurden
zunéchst rein deskriptiv analysiert. Fiir jeden endokrinologischen und dopplersonographi-
schen Parameter wurde der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung sowie Mi-
nimum und Maximum mit dem Programm Microsoft Excel 2003 berechnet.

In den Legenden der Tabellen finden folgende Abkiirzungen Anwendung;:

X = arithmetisches Mittel

+SD = Standardabweichung

n = Anzahl der untersuchten Tiere
Min = Minimalwert

Max = Maximalwert

Die Ergebnisse der histologischen, immunhistologischen und fluoreszenzmikroskopischen

Untersuchungen an den Corpora lutea wurden deskriptiv erfasst.
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3.2. Ergebnisse

3.2.1. Klinische Befunde

3.2.1.1. Nebenwirkungen der Behandlungen

Bei Hiindin A3 entstand nach der zweiten Aglepristone-Gabe (Tag 25 p.ov.) der ersten Triach-
tigkeit im Bereich der Injektionsstelle eine subkutane knotige walnuBBgrole Verdickung, die
innerhalb von vier Wochen ohne Behandlung verschwand.

Hiindin C1 erbrach am Tag 27 p.ov. der ersten Trichtigkeit nach der Applikation von
Cloprostenol und Cabergolin.

Bei den mit Aglepristone und Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen kam es zwi-
schen Tag 28 und 35 p.ov. zu erstem Auftreten eines bréunlich-roten vaginalen Ausflusses,
der bei allen Tieren ein bis zwei Tage nach dem Absterben der letzten Frucht verschwand.
Die Tiere wurden nach dem Auftreten von Ausfluss gemil3 Resistenztest antibiotisch ver-
sorgt. Da bei Hiindin C2 in der zweiten Laufigkeit keine Trachtigkeit erzielt werden konnte

und sie eine mittelgradige Endometritis entwickelte, wurde sie durch Hiindin C3 ersetzt.

3.2.1.2. Laufigkeitsintervalle

Die Léufigkeitsintervalle der Kontrollhiindinnen K1 und K2 mit unbeeinflusster Trachtigkeit
betrugen zehn (K1) bzw. acht (K2) Monate.

Die Zyklusdauer der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen war deutlich kiirzer. Sie betrug
fiir Hiindin A1 und A3 sechs Monate, fiir Hiindin A2 vier Monate.

Zwischen den Laufigkeiten der mit Cloprostenol und Cabergolin behandelten Hiindinnen la-

gen 3 2 (C1) und 10 Monate (C2). Hiindin C3 wurde nur wéhrend eines Zyklus untersucht.
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3.2.1.3. Auftreten von Fruchtresorptionen

Die im Rahmen der in der Einleitung erwéhnten Parallelstudie erhobenen sonographischen
Trachtigkeitsbefunde (POLITT, E.) werden im Hinblick auf mogliche Interaktionen zwischen
den medikationsbedingten ovarialen und endometrialen / plazentiren Verdanderungen in den

Tabellen 1 und 2 dargestellt.

Tab. 1: Eintritt von intrauterinem Fruchttod und Fruchtresorptionen (Res.) bei
individuellen Friichten (F) in der ersten Triichtigkeit1

. . Cloprostenol /
Hiindin Kontrolle Aglepristone .
Cabergolin
K1 K2 Al A2 A3 C1 C2
Tag p. ov.
Res. F Res. F Res. F Res. F Res. F Res. F Res. F
21 6 8 6 10 8 8 8
22 6 8 6 10 8 8 8
23 6 8 6 10 8 8 8
24 6 1° 7 6 10 1° 7 8 8
25 6 7 6 10 7 8 8
26 6 7 6 10 1 6 8 8
27 6 7 6 10 6 1 7 8
28 6 7 1 5 1 9 1 5 1 6 8
29 6 7 5 7 2 5 6 8
30 6 7 1 4 2 1 4 6 1 7
31 6 7 4 1 1 1 3 1 5 2 5
32 6 7 4 1 1 2 1 4 2 3
33 6 1° 6 4 1 1 1 4 2 1
34 6 6 4 1 1 3 1 1
35 6 6 1 3 1 1 1 1
36 6 6 3 1 1 1 1
37 6 6 3 1 1 1 0 1 0
38 6 6 2 1 1 1
39 6 6 1 0 1 0 1
40 6 6 1
41 6 6 1 0
gesamt 0 6 2 6 6 6 10 10 7 7 8 8 8 8
"aut personlicher Mitteilung von E. Politt vom 15.05.2004
® spontane Resorptionen
Res.: Anzahl abgestorbener Friichte bzw. frischer Resorptionen pro Tag

F: Anzahl noch vorhandener lebender Friichte
grau unterlegt:  Medikationszeitraum (Gruppe C: Cloprostenol: Tag 24, 27 und 36 p.ov.;
Cabergolin: Tag 24-30 und Tag 36-37 p.ov.)
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Eintritt von intrauterinem Fruchttod und Fruchtresorptionen (Res.) bei

individuellen Friichten (F) in der zweiten Triichtigkeit2

Hiindin Kontrolle Aglepristone

Tag p. ov.

Cloprostenol /
Cabergolin

K1 K2 Al A2 A3

C1 C2
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gesamt

[\
[\
[\

2 |aut personlicher Mitteilung von E. Politt vom 15.05.2004
® spontane Resorptionen

Res.:
F:
grau unterlegt:

fett umrandet:

Anzahl abgestorbener Friichte bzw. frischer Resorptionen pro Tag
Anzahl noch vorhandener lebender Friichte

Medikationszeitraum (Gruppe C: Cloprostenol: Tag 24, 27 und 31 p.ov.;
Cabergolin: Tag 24-30 und Tag 31 p.ov. bis OVH)

Tag der OVH
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3.2.2. Endokrinologische Befunde

Die Verdanderungen der Hormonprofile werden im zeitlichen Verlauf im Vergleich der Kon-
trollgruppe mit den Medikationsgruppen in den Abbildungen 1 bis 6 und im Anhang getrennt
nach Tiergruppen in den Tabellen 4 bis 6 dargestellt.

Die Lutealphase wurde in folgende funktionelle Abschnitte eingeteilt:

Phase 1 — Tag 0 - 15 p.ov. — Gelbkorperanbildung

Phase 2 — Tag 16 — 24 p.ov. — Gelbkorperbliite / Vor Medikation

Phase 3 — Tag 25 — 31 p.ov. — Gelbkorperbliite / Unter Medikation

Phase 4 — Tag 32 — 40 p.ov. — Beginnende Gelbkorperregression / Nach Medikation

Phase 5 — Tag 41 — 60 p.ov. — Fortgeschrittene Gelbkorperregression / Nach Medikation

3.2.2.1. Estradiol-17§

Die Estradiol-17p-Konzentrationen nahmen bei allen Hiindinnen in beiden graviden Lu-
tealphasen einen dhnlichen Verlauf und wiesen die fiir den Hund typischen (EDQUIST et al.
1975; AUSTAD et al. 1976; KOSTER et al. 2001) Verlaufsmuster auf (Abb. 1 und 2).

In der ersten Trichtigkeit schwankten die Werte der Kontrollgruppe vom Tag der Ovulation
bis Tag 60 p.ov. um ein Mittel von 12,9 pg/ml mit Minimalkonzentrationen von 8,0 pg/ml
und Maximalkonzentrationen von 23,5 pg/ml (Abb 1; Tab. 4a, Anhang). Bei der mit
Aglepristone behandelten Gruppe betrug die mittlere Estradiol-173-Konzentration im Verlauf
der ersten graviden Lutealphase 14,4 pg/ml, wobei Minimalkonzentrationen von 3,8 pg/ml
und Maximalkonzentrationen von 25,1 pg/ml erreicht wurden (Tab. 5a, Anhang). Bei den mit
Cloprostenol/Cabergolin  behandelten Hiindinnen wurde eine mittlere Estradiol-17f-
Konzentration von 14,7 pg/ml gemessen, wobei die Werte zwischen minimal 8,5 pg/ml und

maximal 21,0 pg/ml schwankten (Tab. 6a, Anhang).



80

26
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Abb. 1: Mittlere Estradiol-17p-Konzentrationen (x £SD) bei den Hiindinnen mit
medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit (n = 2), den mit Aglepristone
behandelten Hiindinnen (n = 3) und den mit Cloprostenol/Cabergolin be-
handelten Hiindinnen (n = 2) wihrend der ersten Trichtigkeit.
26
24 | Medikationsbeginn
22 T 1 Ng_chbehandlung A3,C1u.3
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Tage post ovulationem
Abb. 2: Mittlere Estradiol-17p-Konzentrationen (x £SD) bei den Hiindinnen mit

medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit (n = 2), den mit Aglepristone
behandelten Hiindinnen (n = 3) und den mit Cloprostenol/Cabergolin be-

handelten Hiindinnen (n = 2) wihrend der zweiten Trichtigkeit.
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In der zweiten Trichtigkeit wurde bei den Kontrollhiindinnen vom Tag der Ovulation bis zur
Ovariohysterektomie (OVH) eine mittlere Estradiol-17-B-Konzentration von 10,6 pg/ml er-
mittelt, wobei die Werte zwischen 14,6 und 7,0 pg/ml variierten (Abb. 2; Tab. 4b, Anhang).
Die Werte der Aglepristone-behandelten Tiere schwankten mit Minimalwerten von 6,0 pg/ml
und Maximalwerten von 30,7 pg/ml um einen Mittelwert von 16,3 pg/ml (Tab. 5b, Anhang).
Die mittlere Estradiol-17p-Konzentration der mit Cloprostenol/Cabergolin medikierten Hiin-
dinnen betrug im Mittel 10,0 pg/ml, wobei die Werte zwischen 5,9 pg/ml und 15,5 pg/ml vari-
ierten (Tab 6b, Anhang).

Eine Reaktion auf die Medikation oder die Resorption der Friichte wurde bei keiner der Hiin-

dinnen beobachtet.

3.2.2.2. Progesteron

Bei allen Hiindinnen stieg die Progesteronkonzentration in beiden Trachtigkeiten wahrend der
Gelbkdrperanbildung steil an und blieb bis zum Medikationsbeginn auf hohem Niveau (Abb.

3 und 4).

Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trdachtigkeit (K1 und K2)

Die Progesteronwerte der Hiindinnen mit unbeeinflusster Trachtigkeit schwankten wihrend
der ersten Trichtigkeit bis zum Beginn der Gelbkorperregression auf hohem Niveau und san-
ken dann bis Tag 60 p.ov. langsam ab (Tab. 4a, Anhang). Beide Hiindinnen warfen nach Er-
reichen basaler Progesteronkonzentrationen.

Das Hormonprofil war in der zweiten Trachtigkeit bis zur Ovariohysterektomie dhnlich (Tab.
4b, Anhang). Hiindin K1 wies am Tag der Ovariohysterektomie eine Progesteronkonzentrati-
on von 46,7 ng/ml, Hiindin K2 von 36,3 ng/ml auf.

Hiindin K2 resorbierte in der Mitte der ersten und zweiten Trichtigkeit spontan zwei bzw.

drei ihrer Friichte bei konstanten Progesteronkonzentrationen.
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Abb. 3: Mittlere Progesteronkonzentrationen (x £SD) bei den Hiindinnen mit me-
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Abb. 4: Mittlere Progesteronkonzentrationen (x £SD) bei den Hiindinnen mit me-

dikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit (n = 2), den mit Aglepristone be-

handelten Hiindinnen (n = 3) und den mit Cloprostenol/Cabergolin be-

handelten Hiindinnen (n = 2) wihrend der zweiten Trichtigkeit.
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Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen (41 bis A3)

Vor Medikationsbeginn verhielten sich die Progesteronkonzentrationen der mit Aglepristone
behandelten drei Hiindinnen in beiden Tréachtigkeiten analog zu denen der Kontrollgruppe.
Unter und kurz nach den Aglepristone-Gaben (Tag 24 und 25 p.ov., Phase 3) war ein der phy-
siologischen Situation entsprechender Progesteronkonzentrationsverlauf zu beobachten. Dies
war auch unter bzw. nach wiederholter Applikation von Aglepristone (1. Trachtigkeit: Hiindin
Al, A2 und A3 Tag 36 und 37 p.ov. (Phase 4) / 2. Trachtigkeit: Hiindin A3 Tag 31 p.ov. (En-
de der Phase 3)) der Fall (Tab. 5a und b, Anhang).

Zwischen Tag 41 und 60 p.ov. (Phase 5) der ersten Trachtigkeit wiesen alle drei Hiindinnen
dieser Gruppe eine im Vergleich zu den Tagen 31 bis 40 p.ov. (Phase 4) und zur Kontroll-
gruppe deutlich geringere Progesteronkonzentration auf, die der mittleren Progesteronkon-
zentration der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Gruppe entsprach (Abb. 3 und 4).

Bei der Hiindin A1 war die Progesteronkonzentration in der ersten Trachtigkeit zum Zeit-
punkt des Verlusts der letzten Frucht am Tag 39 p.ov. von 15,1 ng/ml (Tag 35 p.ov.) steil auf
Werte von 3,2 ng/ml abgesunken und blieb bis zum Tag 60 p.ov. auf niedrigem Niveau. In der
zweiten Trachtigkeit zeigten die Progesteronwerte von Beginn der Medikation bis zur Ovari-
ohysterektomie ein der physiologischen Gelbkorperaktivitit entsprechendes Muster. Am Tag
der Ovariohysterektomie (Tag 32 p.ov.) wurde ein Progesteronwert von 15,4 ng/ml gemessen.
Auch bei Hiindin A2 war wihrend der Medikationsphasen und des Auftretens der Resorptio-
nen keine Verdnderung in der Progesteronkonzentration zu beobachten, jedoch fielen die
Werte wie bei Hiindin A1 zum Zeitpunkt des Verlusts der letzten Fruchtanlage in der ersten
Tréchtigkeit am Tag 39 p.ov. markant ab und betrugen am Tag 46 p.ov. nur noch 3,7 ng/ml.
Auch in der zweiten Tréachtigkeit war kein unmittelbarer Einfluss der Medikation und der ers-
ten beiden Fruchtresorptionen auf die Progesteronkonzentration zu erkennen. Am Tag der
OVH (Tag 30 p.ov.), an dem noch sechs lebende Friichte im Uterus vorhanden waren, betrug

die Progesteronkonzentration 40,3 ng/ml.
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In der ersten Trichtigkeit wurde die letzte Fruchtanlage der Hiindin A3 an Tag 41 p.ov. abor-
tiert. Die Progesteronwerte blieben analog zu den anderen Hiindinnen aus dieser Gruppe wéh-
rend den Medikationen und Resorptionen auf physiologischem Niveau. Zwischen Tag 41 und
46 p.ov. sanken sie von 28,0 ng/ml auf 2,9 ng/ml ab. In der zweiten Tréachtigkeit waren zum
Zeitpunkt der Ovariohysterektomie noch zwei von sechs Fruchtkammern intakt. Die Progeste-

ronkonzentration betrug 16,2 ng/ml.

Mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen (C1 bis C3)

Vor Medikationsbeginn verhielten sich die Progesteronkonzentrationen der mit Cloproste-
nol/Cabergolin behandelten drei Hiindinnen in beiden Tréichtigkeiten analog zu denen der
Kontrollgruppe. Alle drei Hiindinnen zeigten in beiden Tréachtigkeiten bereits einen Tag nach
Medikationsbeginn einen steilen Abfall der Progesteronkonzentration (Abb. 3 und 4). Die
Werte stiegen drei bis sieben Tage nach Ende der Medikation wieder geringgradig an, sanken
unter der Wiederholungsbehandlung weiter ab und blieben dann auf niedrigem Niveau (Tab.
6a und b, Anhang).

Die Hiindinnen C1 und C3 wiesen am Tag der OVH (C1: Tag 33 p.ov., C3: Tag 34 p.ov.)
Progesteronkonzentrationen von 1,9 ng/ml (C1) bzw. 0,7 ng/ml (C3) auf. Die Progesteron-
konzentrationen der Hiindin C1 fielen in der ersten Trachtigkeit nach Medikationsbeginn in-
nerhalb von zwei Tagen von 43,4 ng/ml auf 4,3 ng/ml ab, blieben wéhrend des Auftretens der
Fruchtresorptionen konstant und sanken unter der Wiederholungsbehandlung auf Werte um
2 ng/ml ab. In der zweiten Trachtigkeit traten bei der Hiindin C1 bei Progesteronwerten zwi-
schen 9,2 und 4,1 ng/ml unter und nach Erstmedikation keine Resorptionen auf. Die Wieder-
holungsbehandlung ab Tag 31 p.ov. fiihrte zu einem Absinken der Progesteronkonzentration
auf 1,9 ng/ml am Tag der OVH (Tag 33 p.ov.) und zur Resorption je einer Frucht an den Ta-
gen 32 und 33 p.ov.

Hiindin C2 resorbierte sieben ihrer acht Friichte gegen bzw. nach Medikationsende zwischen
Tag 30 und 33 p.ov. Die Progesteronkonzentration betrug am Tag 30 p.ov. 3,9 ng/ml und
stieg bis zum Tag 35 p.ov. wieder auf 6,6 ng/ml an. Der Tod der letzten Frucht trat nach Wie-
derholungsbehandlung am Tag 37 p.ov. ein. Am Tag 39 p.ov. betrug die Progesteronkon-

zentration 4,0 ng/ml.
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Hiindin C3 wies anfangs vier Friichte auf, von denen eine einen Tag nach Medikationsende
(Tag 31 p.ov.) abstarb. Der am selben Tag einsetzenden Nachbehandlung folgte die Resorpti-
on einer zweiten Frucht am Tag 34 p.ov. Unter der Erstmedikation fielen die Progesteronwer-
te steiler ab (von 35,3 ng/ml am Tag 24 p.ov. auf 3,9 ng/ml am Tag 30 p.ov.) als bei den ande-
ren beiden Hiindinnen und sanken unter der Nachbehandlung weiter auf 0,6 ng/ml (Tag 33
p.ov.) ab. Am Tag der Ovariohysterektomie (Tag 34 p.ov.) wurde ein Progesteronwert von
0,7 ng/ml gemessen. Zu diesem Zeitpunkt konnten im Uterus zwei lebende Friichte nachge-

wiesen werden.

3.2.2.3. Relaxin

Die Einzelwerte der Relaxinkonzentrationen wiesen, wie schon von EINSPANIER et al.
(2002) beschrieben, starke individuelle Schwankungen mit Maximalwerten von 0,35 bis 7,32
ng/ml auf.

Bei keiner der behandelten Hiindinnen war anhand der Relaxinkonzentration eine unmittelba-

re Reaktion auf die Medikation zu erkennen.

Hiindinnen mit medikamentds unbeeinflusster Trdchtigkeit (K1 und K2)

Die Relaxinverlaufsmuster der Kontrolltiere entsprachen in beiden Trichtigkeiten weitestge-
hend den von STEINETZ et al. (1987, 1989, 1990, 1996) dargestellten Profilen (Abb. 5 und
6; Tab. 4a und b, Anhang).

Hiindin K1 zeigte im Verlauf der ersten Triachtigkeit einen konstanten Anstieg der Relaxin-
konzentration, der zwischen Tag 20 und 24 p.ov. einsetzte. Mit fortschreitender Tréchtig-
keitsdauer wurden weiter steigende Relaxinkonzentrationen gemessen, die bis Tag 46 p.ov.
einen Maximalwert von 1,52 ng/ml erreichten. An den Tagen 53 und 60 p.ov. war ein mode-
rater Abfall der Relaxineinzelwerte auf 0,88 ng/ml zu beobachten. Die Werte der zweiten
Tréachtigkeit waren bis zur Ovariohysterektomie mit denen der vorangegangenen Graviditét
vergleichbar. Der Anstieg der Relaxinkonzentration war bei Hiindin K2 mit dem der Hiindin
K1 vergleichbar. Das Relaxinmaximum von 1,19 ng/ml war in der ersten Trachtigkeit am Tag
60 p.ov. erreicht. In der zweiten Tréachtigkeit war ein initialer Anstieg der Relaxinkonzentrati-

on erst am Tag 29 p.ov. zu verzeichnen.
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Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen (41 bis A3)

Hiindin A1 wies in beiden Trichtigkeiten im Vergleich zu den anderen Tieren sehr hohe Re-
laxineinzelwerte auf. In der ersten Tréachtigkeit erfolgte ein sprunghafter Anstieg der Relaxin-
konzentration bereits zwischen Tag 8 p.ov. (0,95 ng/ml) und 12 p.ov. (5,39 ng/ml) (Abb. 5;
Tab. 5a, Anhang). Im Anschluss stiegen die Werte bis Tag 31 p.ov. weiter auf 7,32 ng/ml an
und fielen danach deutlich ab, obwohl am Tag 35 p.ov. bei einer Relaxinkonzentration von
4,98 ng/ml noch drei Fruchtkammern sonographisch intakt erschienen. Die letzte Frucht wur-
de am Tag 39 p.ov. bei einer Relaxinkonzentration von 1,96 ng/ml abortiert. In der Folge san-
ken die Relaxinwerte auf Basisniveau unter 0,5 ng/ml. In der zweiten Trachtigkeit erfolgte die
Resorption aller Friichte an den Tagen 28 und 29 p.ov. Hier war zwischen Tag 16 p.ov. (0,31
ng/ml) und Tag 20 p.ov. (1,30 ng/ml) ein markanter Anstieg der Relaxinkonzentration zu ver-
zeichnen (Abb. 6; Tab. 5b, Anhang). Die hohen Relaxinkonzentrationen blieben iiber das Ab-
sterben der Friichte hinaus bis zur OVH (Tag 32 p.ov.) erhalten.

Bei Hiindin A2 stiegen die Relaxineinzelwerte in der ersten Trichtigkeit moderat von
0,22 ng/ml (Tag 20 p.ov.) auf maximal 0,51 ng/ml am Tag 31 p.ov. an. Die letzte Frucht starb
am Tag 39 p.ov. bei einer Relaxinkonzentration von 0,25 ng/ml ab. In der zweiten Trachtig-
keit stieg die Relaxinkonzentration ab Tag 27 p.ov. von 0,41 ng/ml an und hatte am Tag 28
p.ov. ihr Maximum von 0,70 ng/ml erreicht. An den Tagen 28 und 30 p.ov. kam es in Koinzi-
denz mit dem Verlust von je einer Frucht zu einem leichten Abfall der Relaxinkonzentration
auf 0,46 ng/ml (Tag 30 p.ov., OVH). Am Tag der Ovariohysterektomie lebten noch sechs
Friichte.

Bei Hiindin A3 war der initiale Anstieg der Relaxinkonzentration in der ersten Trichtigkeit
wie bei Hiindin A2 zwischen Tag 16 p.ov. (0,17 ng/ml) und Tag 20 p.ov. (0,30 ng/ml) zu er-
kennen. Am Tag 31 p.ov. war das Maximum von 0,75 ng/ml erreicht. Die letzte Frucht wurde
an Tag 41 p.ov. abortiert. Ab Tag 39 p.ov. (0,57 ng/ml) sanken die Relaxinkonzentrationen
bis Tag 46 p.ov. auf 0,31 ng/ml ab. In der zweiten Triachtigkeit war ein sprunghafter Anstieg
der Relaxinkonzentration zwischen Tag 12 (0,62 ng/ml) und 24 p.ov. auf 1,58 ng/ml zu ver-
zeichnen. Fruchttode und -resorptionen fanden bei stark schwankenden Relaxinkonzentratio-
nen statt. Zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie (Tag 33 p.ov.) lagen bei einer Relaxinkon-

zentration von 0,64 ng/ml noch zwei lebende Friichte vor.
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Mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen (C1 bis C3)

Bei Hiindin C1 wurden bereits zum Zeitpunkt der Ovulation relativ hohe Relaxinkonzentrati-
onen beobachtet (1. Trachtigkeit: 0,54 ng/ml, 2. Trachtigkeit: 0,63 ng/ml). Diese Werte stie-
gen im Verlauf beider Trachtigkeiten nur geringfiigig auf ein Maximum von 0,96 ng/ml (Tag
35 p.ov., 1. Trachtigkeit) bzw. 0,95 ng/ml (Tag 33 p.ov., 2. Trichtigkeit) an. In der ersten
Tréachtigkeit sank die Relaxinkonzentration nach dem Absterben der letzten Frucht am Tag 37
p.ov. von 0,96 ng/ml (Tag 35 p.ov.) bis Tag 60 p.ov. kontinuierlich auf Ausgangswerte (0,45
ng/ml) ab (Abb. 5; Tab. 6a, Anhang). In der zweiten Trachtigkeit blieb die Relaxinkonzentra-
tion unter und nach der Medikation und wéhrend des Auftretens von Fruchtresorptionen kon-
stant. Am Tag der Ovariohysterektomie (Tag 33 p.ov.) lagen noch zwei lebende Friichte vor.
Die Relaxinkonzentrationen war mit 0,95 ng/ml auf hohem Niveau (Abb. 6; Tab. 6b, An-
hang).

Hiindin C2 zeigte ab Tag 24 p.ov. (0,21 ng/ml) einen konstanten Anstieg der Relaxinkon-
zentration bis auf ein Maximum von 1,05 ng/ml (Tag 39 p.ov.). Die Hiindin resorbierte sicben
der acht Fruchtanlagen zwischen Tag 30 und 33 p.ov bei steigenden Relaxinwerten. Die letzte
Fruchtanlage starb am Tag 37 p.ov. ebenfalls in der Phase hoher Relaxinkonzentrationen ab,
welche nach Tag 39 p.ov. (1,05 ng/ml) steil auf 0,74 ng/ml (Tag 46 p.ov.) abfielen.

Hiindin C3 zeigte im Verlauf der Trichtigkeit konstant relativ niedrige Relaxinkonzentratio-
nen von 0,35 ng/ml am Tag 20 p.ov. und durchschnittlich 0,30 ng/ml bis Tag 34 p.ov. (OVH).
Von anfangs vier lebenden Friichten starb eine am Tag 31 p.ov. und eine weitere am Tag 34
p.ov. ohne Verdnderungen in der Relaxinkonzentration ab. Am Tag der Ovariohysterektomie
(Tag 34 p.ov.) lagen noch zwei lebende Friichte bei einer Relaxinkonzentration von

0,34 ng/ml vor.

3.2.3. Sonographische Befunde

Die Ovarien konnten fast zu jedem Zeitpunkt der Lutealphase dargestellt werden, jedoch be-
reitete das Auffinden zwischen den Fruchtkammern im fortgeschrittenen Stadium der Tréch-
tigkeit Schwierigkeiten.

Das sonographische Bild der Eierstocke aller Tiere entsprach den von HAYER et al. (1993),
GUNZEL-APEL und DIETERICH (2001) und KOSTER et al. (2001) beschriebenen physio-
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logischen Befunden. Bei Hiindin K1 wurde in der Lutealphase der zweiten Triachtigkeit am
rechten Ovar eine anechogene runde Struktur mit einem Durchmesser von 2 cm festgestellt.

Die Abgrenzung der Ovarkonturen war bis zum Ende des Untersuchungszeitraums moglich.
Bei den ab Tag 5 nach der Ovulation begonnenen Untersuchungen waren Gelbkorper im Sta-
dium der Anbildung zu finden. Die Gelbkorperwand erschien echoreich und verdickt, die
Funktionskorper selbst ragten deutlich tiber die Oberfldche der Ovarien hinaus, welche infol-
gedessen eine hockerige Form erhielten. Die zentralen, anechogenen Antren verstrichen im
Zuge der fortschreitenden Luteinisierung. Im Stadium der Bliite (Phase 2 und 3) stellten sich
die Corpora lutea der Kontrollhiindinnen als runde, hypoechogene Strukturen dar. IThre Grof3e
verringerte sich im Zuge der Regression (Phase 4) allmdhlich bei gradueller Zunahme der
Echogenitit im letzten Drittel der Lutealphase (Phase 5). Darstellbarkeit, Abgrenzbarkeit und
Echogenitit der Funktionskorper und des Stromas im Graustufenbild waren bei den Hiindin-
nen mit medikamentds unbeeinflusster Trachtigkeit und bei den ab Tag 24 p.ov. mit
Aglepristone behandelten Tieren wéhrend des zweiten Drittels der Lutealphase vergleichbar.
Nach Tag 40 p.ov. nahm die Echogenitit der Gelbkorper bei den Hiindinnen der Aglepristo-
ne-Gruppe stirker und schneller zu als bei den Kontrolltieren. Zwei bis vier Tage nach Medi-
kationsbeginn (Tag 24 p.ov.) und im gesamten weiteren Verlauf der Gelbkorperphase war das
sonographische Bild der Gelbkdrper bei den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiin-
dinnen hinsichtlich Abgrenzbarkeit und Echogenitit dem der Gelbkorperregression der Kon-

trolltiere dhnlich. Die Darstellbarkeit nahm im Zuge der fortschreitenden Luteolyse ab.

3.24. Dopplersonographische Befunde

3.24.1. Farbkodierte Dopplersonographie der stromalen Ovararterien

Auf Bildtafel 1 werden farbkodierte sonographische Ovarbilder der Kontrolltiere sowie der

mit Aglepristone und Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen im Verlauf der Lu-

tealphase beispielhaft dargestellt.



Bildtafel 1:

Farbkodierte Darstellung der stromalen
Ovararterien im Vergleich der Medikati-
onsgruppen

A: Hiindin K2 (unbeeinflusste Trachtigkeit)
Tag 28 p.ov. (P4: 36,2 ng/ml)

B: Hiindin A3 (Aglepristone)
Tag 30 p.ov. (P4: 40,4 ng/ml)

C: Hiindin A1 (Aglepristone)
Tag 30 p.ov. (P4: 16,3 ng/ml)

D: Hiindin C1 (Cloprostenol/Cabergolin)
Tag 38 p.ov. (P4: 3,0 ng/ml)

E: Hiindin C2 (Cloprostenol/Cabergolin)

Tag 38 p.ov. (P4: 4,0 ng/ml)
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Befunde aller Hiindinnen vom Tag 5 bis Tag 24 p.ov. ( Gelbkorperanbildung und —bliite / Vor

Medikationsbeginn).

Bei Untersuchungsbeginn am Tag 5 nach Ovulation wiesen die Ovarien maximale Farbigkeit
auf. Die darstellbaren Farbpunkte befanden sich sowohl im Stroma als auch in den Wanden
der jungen Gelbkorper und erschienen breit und lang gestreckt. Das farbkodierte Bild dnderte
sich bis Tag 15 p.ov. je nach Hiindin nicht wesentlich. Bei Hiindin K1 lag in der zweiten
Trachtigkeit eine Einhorngraviditét vor. Das rechte Uterushorn wies drei Friichte auf, das lin-
ke war leer. Entsprechend war im rechten Ovar eine starke Farbigkeit auszumachen, wéhrend
im linken Ovar die Blutfliisse nur nach mehrmaligem Schwenken des Schallkopfes relativ
schwach auszumachen waren, bei jeder Atembewegung verschwanden und neu eingestellt
werden mussten. Bei allen anderen Hiindinnen, bei denen die Fruchtkammern in unterschied-
licher Zahl auf beide Uterushorner verteilt waren, stimmte die Darstellung der Blutfliisse und

intraovarialen Farbigkeit in beiden Eierstdcken iiberein.

Befunde ab Tag 26 p.ov. (Gelbkdrperbliite und —regression / Unter und nach Medikation):

Hiindinnen mit unbeeinflusster Trdchtigkeit (K1 und K2)

Die ab Tag 10-15 p.ov. einsetzende allmdhliche Reduktion der ovarialen Farbigkeit schritt bei
beiden Hiindinnen im weiteren Verlauf der Gelbkorperphase (Bildtafel 1, A) bis Tag 40 p.ov.
langsam voran und beschleunigte sich danach bis zur herannahenden Geburt zusehends. Am
Tag 55 und 60 p.ov. waren bei beiden Hiindinnen kaum noch ovariale Blutfliisse detektierbar,
die Farbpunkte waren nur kurzfristig als filigrane Pixel zu erkennen und hatten ihre lang ge-
streckte Form zu diesem Zeitpunkt vollends verloren. Bei Hiindin K1 waren am Tag 60 p.ov.
im linken Ovar nur bedingt schwache Farbpixel auszumachen, das rechte Ovar war aufgrund

der Uberlagerung mit Fruchtteilen nicht auffindbar.



92

Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen (41-A3)

Die ovariale Farbigkeit der ab Tag 24 p.ov. mit Aglepristone medikierten Hiindinnen unter-
schied sich bis Tag 40 p.ov. grobsinnlich nicht von der der Hiindinnen mit unbeeinflusster
Trachtigkeit (Bildtafel 1, B und C). Danach hatten die Farbpixel ihre lang gestreckte Form
vollstindig verloren, waren nunmehr punktférmig und erschienen kleiner und weniger zahl-
reich als im Vergleich zu den unbehandelten Hiindinnen. Die Abnahme der Farbigkeit schien
ab diesem Zeitraum schneller voranzuschreiten als bei der Kontrollgruppe. Um Tag 50 p.ov.
waren Farbpunkte nur noch erschwert darstellbar, wobei die Blutgefidfle der Hiindin A2 im

Vergleich zu den Hiindinnen A1 und A3 ausgeprigter und ldnger darstellbar blieben.

Mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen (C1-C3)

Bei den Hiindinnen C1 und C2 war ab Tag 28 p.ov. eine deutliche Reduktion der Farbigkeit
und eine Verkleinerung und Verschmélerung der Farbpunkte zu verzeichnen. Bei der Hiindin
C1 waren in der ersten Trachtigkeit ab Tag 30 p.ov. kaum noch Farbpixel auszumachen. Ab
Tag 38 p.ov. waren keine deutlichen Blutfliisse mehr detektierbar (Bildtafel 1, D). Bei der
Hiindin C2 konnten ab Tag 32 p.ov. bis zum Ende des Versuchszeitraumes nur sehr undeutli-
che Blutfliisse im farbkodierten Bild dargestellt werden (Bildtafel 1, E).

Auch die Ovarien der Hiindin C3 wiesen ab Tag 28 p.ov. eine reduzierte Farbigkeit auf, je-
doch war die Abnahme weniger ausgeprégt als bei den beiden anderen Tieren dieser Gruppe.
Die Farbkodierung der Ovararterien nahm bei der Hiindin C3 erst am Tag 34 p.ov. deutlich
ab.
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3.2.4.2. Flussmuster der stromalen Ovararterien

Die Verdnderungen der arteriellen Dopplerkurven werden im Verlauf der Lutealphase (funk-
tionelle Abschnitte 1-5) im Gruppenvergleich in den Abbildungen 7 bis 16 und im Anhang in
den Tabellen 7 und 8 dargestellt. Die drei Flussgeschwindigkeiten SPV, DPV und EDV wie-
sen sehr dhnliche Verlaufsmuster wihrend der Gelbkdrperphase / Trachtigkeit auf, so dass
hier stellvertretend nur die SPV (Abb. 7 und 8) und TAMAX (Abb. 9 und 10) graphisch dar-
gestellt werden. Die Werte von DPV und EDV sind den Tabellen 7 und 8 im Anhang zu ent-
nehmen. Ferner werden der Pulsatilitits- und Widerstandsindex in einem Sdulendiagramm
veranschaulicht (Abb. 11 bis 14), wihrend die Werte der S/D- und A/B-Quotienten tabella-
risch im Anhang (Tab. 7 und 8) aufgefiihrt sind.

Befunde aller Hiindinnen vom Tag 5 bis Tag 24 p.ov. (Gelbkorperanbildung und —bliite / vor

Medikationsbeginn):

Die Flusskurven aller Hiindinnen zeichneten sich wihrend der Gelbkorperanbildung und frii-
hen Bliite, wie bei KOSTER et al. (2001) beschrieben, durch einen steilen systolischen An-
stieg, einen wenig markanten frithdiastolischen Einschnitt, ein hohes diastolisches Maximum
und einen allmihlichen Ubergang der Diastole in die vergleichsweise hohe Enddiastole aus.
Die systolische Maximalgeschwindigkeit war wahrend der Gelbkdrperanbildung (Phase 1)
mit durchschnittlich 25,92 cm/sec am hochsten. Wéhrend der frithen Gelbkorperbliite (Phase
2) wiesen alle Hiindinnen geringgradig niedrigere Werte auf (Abb. 7, 8, 15; Tab. 7 und 8, An-
hang).

Der Pulsatilitits- und der Widerstandsindex waren wihrend der Gelbkorperanbildung mit im
Durchschnitt 0,628 und 0,439 auf niedrigem Level und verdnderten sich auch in der friihen
Gelbkorperbliite nicht (Abb. 11 bis 14; Tab. 7 und 8, Anhang) Der S/D- und der A/B-Quotient
waren im Verlauf der Gelbkdrperanbildung ebenfalls niedrig und stiegen in der frithen Gelb-

korperbliite nicht oder nur geringgradig an.
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Abb. 7: Systolische Maximalgeschwindigkeit (SPV x £SD) in den stromalen Ova-
rarterien der Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit
(n=2), der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (n=3) und der mit
Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (n=2) in der ersten
Trachtigkeit.
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Abb. 8: Systolische Maximalgeschwindigkeit (SPV x £SD) in den stromalen Ova-

rarterien der Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit
(n=2), der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (n=3) und der mit
Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (n=2) in der zweiten
Trachtigkeit.
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Untersuchungen ab Tag 26 p.ov.:

Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit (K1 und K2)

Das Geschwindigkeitsprofil der frithen Gelbkorperphase wurde bei den Kontrollhiindinnen in
der ersten Trichtigkeit bis Tag 40 oder 45 p.ov. beibehalten (Abb. 16). Bis zum Tag 60 p.ov.
nahm die Flusskurve dann allméhlich die Form der von KOSTER et al. (2001) fiir die spite
Lutealphase beschriebenen Flussmuster mit steilem systolischem Anstieg und Abfall, flacher
Diastole und wenig iiber der Nulllinie liegender enddiastolischen Geschwindigkeit an. In in-
dividuell variabler Ausprigung dnderte sich das Profil der Hiillkurve qualitativ durch einen
Abfall des diastolischen Peaks und der enddiastolischen Geschwindigkeit.

In der spéten Gelbkorperbliite und wihrend der Gelbkorperregression sanken die Blutflussge-
schwindigkeiten weiter ab, bis im Zuge der fortgeschrittenen Gelbkorperregression (Phase 5)
Geschwindigkeiten entsprechend den von KOSTER et al. (2001) beschriebenen erreicht wa-
ren (Abb. 7 und 9, Tab. 7a und 8a, Anhang).

PI und RI blieben in der Gelbkorperbliite und beginnenden —regression nahezu unverindert
oder stiegen geringgradig an, wihrend sie danach, besonders ab Tag 55 p.ov., einen deutliche-
ren Anstieg erfuhren (Abb. 11 und 13, Tab. 7a und 8a, Anhang). Der S/D- und A/B-Quotient
zeigten einen entsprechenden Verlauf. (Tab. 7a und 8a, Anhang)

Bei der Hiindin K1 waren in Geburtsnéhe die Ovarien von Fruchtanlagen iiberlagert, so dass
am Tag 60 p.ov. am linken Ovar nur zwei Messungen, am rechten Ovar keine Messung mog-
lich war. Beide Hiindinnen warfen in der ersten Trichtigkeit am Tag 63 bzw. 62 p.ov. kom-
plikationslos. In der zweiten Tréchtigkeit lag bei Hiindin K1 eine rechtsseitige Einhorngravi-
ditit vor, das linke Uterushorn war leer. Die Blutflussgeschwindigkeiten fielen korrespondie-
rend zur ersten Triachtigkeit zum Ende der Gelbkorperbliite stetig leicht ab (Abb. 8 und 10).
Die Hiillkurvenprofile und Blutflussparameter beider Ovarien waren trotz unterschiedlicher
Farbintensitét dhnlich. Die FlieBgeschwindigkeiten sowie PI und RI wiesen in beiden Eiersto-

cken zu allen Messzeitpunkten annidhernd identische Werte auf.



96

25
'|' Medikationsbeginn
20 : i
l Nachbehandlung A1-3, C1 u. 2
15 1 J; T T T
8 J_ O Kontrolle
n .
€ l O Aglepristone
° 10 | B Cloprostenol/Cabergolin
5 4 1
0
-15 16 - 24 25 - 31 32-40 41 -60
Tage post ovulationem
Abb. 9: Mittlere Maximalgeschwindigkeit (TAMAX X £SD) in den stromalen O-
vararterien der Hiindinnen mit medikamentés unbeeinflusster Triachtig-
keit (n=2), der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (n=3) und der mit
Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (n=2) in der ersten
Trachtigkeit.
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Abb. 10: Mittlere Maximalgeschwindigkeit (TAMAX X £SD) in den stromalen O-

vararterien der Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trichtig-
keit (n=2), der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (n=3) und der mit
Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (n=2) in der zweiten
Trichtigkeit.
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Bei Hiindin K2 starb von insgesamt acht Fruchtanlagen an den Tagen 24 und 33 p.ov. der
ersten Tréachtigkeit je eine Frucht spontan ab und wurde in der Folge resorbiert, ohne die ova-
rialen Blutflussgeschwindigkeiten zu beeintrachtigen. Die Indizes PI und RI sowie der S/D-
und A/B-Quotient verhielten sich dhnlich unauffillig. Auch in der zweiten Trachtigkeit war
bei Hiindin K2 an den Tagen 21, 24 und 28 p.ov. bei einzelnen Embryonen ein spontaner
Fruchttod zu beobachten (zwei von sechs Friichten im linken und eine von finf Friichten im
rechten Uterushorn). Die ovarialen Flussgeschwindigkeiten sowie PI und RI blieben in die-
sem Zeitraum und dariiber hinaus bis zum Tag der Ovariohysterektomie weitestgehend un-
verdndert (Abb. 8, 10, 12, 14; Tab. 8a, Anhang). Im Seitenvergleich der Ovarien konnte kein
auffélliger Unterschied hinsichtlich der Geschwindigkeiten oder der Indizes verzeichnet wer-

den.

Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen (41-43)

Das Geschwindigkeitsprofil der stromalen Ovararterien der mit Aglepristone behandelten
Hiindinnen dhnelte in der ersten Trachtigkeit bis Tag 40/45 p.ov. dem der Kontrollhiindinnen
(Abb. 15, B und 16, B). Danach dnderte sich das Profil der Hiillkurve durch einen Abfall von
SPV, DPV und EDV (Abb. 7; Tab. 7b, Anhang). Die mittlere systolische Maximalgeschwin-
digkeit (SPV) dhnelte wihrend der Gelbkorperbliite (Phase 3) und friihen Gelbkorperregressi-
on (Phase 4) der der Kontrollhiindinnen, fiel wahrend der fortschreitenden Regression (Phase
5) aber auf Werte ab, die mit denen der Hiindinnen der Gruppe C vergleichbar waren.

Die Indizes PI und RI waren wihrend der Gelbkorperbliite und -regression denen der unbe-
handelten Hiindinnen dhnlich, jedoch zeigte sich der relative Anstieg von PI und RI bei den
mit Aglepristone behandelten Hiindinnen schon um Tag 40 p.ov. und damit ca. fiinf bis zehn
Tage frither (Abb. 11 und 13; Tab. 7b, Anhang). Der S/D- und A/B-Quotient verhielten sich
mit gleich bleibenden Werten wéhrend der Gelbkdrperbliite und beginnenden —regression und
einem Anstieg wihrend der fortgeschrittenen Regression analog zu denen der unbehandelten
Hiindinnen (Tab 7b, Anhang).

Wihrend des Auftretens der Resorptionen und Aborte schwankten die Blutflussgeschwindig-
keiten in der ersten Trachtigkeit bei allen Hiindinnen dieser Gruppe, ein Zusammenhang zwi-
schen der Medikamentengabe oder dem Auftreten von Fruchttoden und der ovarialen Blut-

flussgeschwindigkeit war nicht zu erkennen. Nach dem Abort der jeweils letzten Frucht fielen
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die ovarialen Blutflussgeschwindigkeiten bei den Hiindinnen Al und A2 relativ steil, bei
Hiindin A3 in flacherem Verlauf, ab. Die Indizes PI und RI sowie der S/D- und A/B-Quotient
zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren keine Unterschiede.

Bei Hiindin A1 starben in der zweiten Trachtigkeit vier ihrer insgesamt sechs Friichte am Tag
28 p.ov. ab, die verbliebenen zwei am Tag darauf. Auch im Verlauf der zweiten Graviditét
war ein stetiger und leichter Abfall in den Blutflussgeschwindigkeiten auszumachen (Abb. 8
und 10; Tab. 8b). Nach dem Absterben der ersten Friichte am Tag 28 p.ov. sanken sie ab,
wéhrend PI und RI ab Tag 32 p.ov. geringfiigig anstiegen. Am Tag der Ovariohysterektomie
(Tag 32 p.ov.) waren alle Fruchtkammern in einem fortgeschrittenen Stadium der Resorption.
Die ovarialen Blutflussparameter unterschieden sich im Rechts-Links-Vergleich nicht.

Hiindin A2 resorbierte je eine ihrer acht Friichte an den Tagen 28 und 30 p.ov. der zweiten
Trachtigkeit ohne erkennbare Beeinflussung der Blutflussparameter. Beide Resorptionen fan-
den im rechten Uterushorn statt. Im Seitenvergleich waren die Blutflussgeschwindigkeiten am
Tag der Ovariohysterektomie (Tag 30 p.ov.) im rechten Ovar geringgradig hoher.

Bei der Hiindin A3 trat an den Tagen 26 und 27 p.ov. je ein Fruchttod auf. Nach Wiederho-
lungsmedikation am Tag 31 p.ov. wurde am Tag 32 und 33 p.ov. wiederum je ein Fruchttod
beobachtet. Die Blutflussgeschwindigkeiten blieben bis Tag 30 p.ov. weitgehend unveréndert
und fielen am Tag 32 p.ov. leicht ab, wihrend PI und RI ab Tag 30 p.ov. geringgradig anstie-
gen (Abb. 12 und 14). In situ waren am Tag der Ovariohysterektomie (Tag 33 p.ov.) im lin-
ken Uterushorn drei Resorptionen und eine intakte Fruchtkammer zu erkennen, im rechten
Horn lagen eine iltere Resorption und eine intakte Fruchtkammer vor. Die ovarialen Blut-

flussparameter waren im Seitenvergleich annidhernd identisch.
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Mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen (C1-C3)

Die Hiillkurvenprofile der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen verdnderten
sich in der ersten Tréachtigkeit ab Tag 28 p.ov. und dhnelten somit um Tag 30 p.ov. denen, die
die Kontroll- und Aglepristonegruppen erst wiahrend der fortgeschrittenen Gelbkdrperregres-
sion aufwiesen (Abb. 15 und 16).

Die mittleren ovarialen Blutflussgeschwindigkeiten fielen nach Medikationsbeginn steil, dann
im Verlauf der spiten Gelbkorperbliite und beginnenden -regression kontinuierlich weiter ab
und blieben bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes auf niedrigem Niveau (Abb. 7 und 9;
Tab. 7c, Anhang). PI und RI fielen zwischen Tag 31 und 60 p.ov. hoher aus als die der Kon-
trollgruppe und der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (Abb. 11 und 13). Der S/D- und
A/B-Quotient verhielten sich dhnlich wie in der Kontrollgruppe (Tab. 7c, Anhang).

Die Blutflussgeschwindigkeiten der Hiindin C1 sanken in der ersten Trichtigkeit zwei Tage
nach Medikationsbeginn markant ab. Am Tag 34 und 36 p.ov. waren am rechten Ovar keine
Messungen moglich. Die letzten Flussmuster konnten am Tag 38 p.ov. an beiden Ovarien
erstellt werden. Danach waren die ovarialen Gefde kaum mehr darstellbar. In der zweiten
Trachtigkeit fielen die Werte fiir SPV, TAMAX, DPV und EDV kontinuierlich von Tag 26
bis Tag 28 p.ov. ab und blieben bis zur Ovariohysterektomie am Tag 33 p.ov. auf niedrigem
Niveau (Abb. 8 und 10; Tab. 8c, Anhang). Im Seitenvergleich der Ovarien konnte kein Unter-
schied in den Blutflussgeschwindigkeiten oder in den Indizes PI und RI festgestellt werden.
Die Reduktion der ovarialen Blutflussgeschwindigkeiten fiel bei den anderen Tieren modera-
ter aus. Die Flussgeschwindigkeiten der Hiindin C2 sanken nach Medikationsbeginn langsam
aber kontinuierlich bis Tag 32 p.ov. ab und stagnierten bis Tag 36 p.ov. Nach Wiederho-
lungsbehandlung (Tag 36 p.ov.) sanken die Werte weiter ab und verblieben bis Tag 60 p.ov.
auf niedrigem Niveau.

Hiindin C3 wies in der Trachtigkeit anfanglich vier Friichte auf, von denen am Tag 31 und 34
p.ov. je eine im linken Uterushorn abstarb. Im rechten Horn verblieben bis zur Ovariohyste-
rektomie zwei intakte Fruchtkammern. Im Seitenvergleich der Ovarien wurden am Tag der
OVH im rechten Ovar leicht erhohte Geschwindigkeiten gemessen, nachdem sie zu Behand-
lungsbeginn markant abgefallen waren, um bis Tag 32 p.ov. auf einem im Vergleich zu den
anderen Hiindinnen dieser Gruppe relativ hohen Level zu bleiben. Am Tag 34 p.ov. war auch

bei dieser Hiindin eine deutliche Verlangsamung festzustellen.
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nol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (n=2) in der zweiten Trachtigkeit.
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Abb. 15:
Gepulste Dopplersonogramme der Blutfliisse in den stromalen arte-
riellen Gefiflen im Gruppenvergleich

A: Hiindin K1 (Kontrolle) Tag 26 p.ov.
B: Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 28 p.ov.

C: Hiindin C3 (Cloprostenol/Cabergolin) Tag 28 p.ov.
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Abb. 16:
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Gepulste Dopplersonogramme der Blutfliisse in den stromalen

arteriellen Gefifien im Gruppenvergleich
A: Hiindin K1 (Kontrolle) Tag 36 p.ov.
B: Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 38 p.ov.

C: Hiindin C2 (Cloprostenol/Cabergolin) Tag 38 p.ov.
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3.2.5. Makroskopische Ovarbefunde

Die GroBe der Ovarien und die Anzahl der Gelbkorper pro Ovar sind aus Tabelle 3 ersicht-
lich. Die Befunde sind beispielhaft in Bildtafel 2 verdeutlicht. Zur Darstellung moglicher In-
teraktionen zwischen den medikationsbedingten ovarialen und endometrialen bzw. plazenti-
ren Veranderungen werden in der Tabelle 3 zusétzlich die im Rahmen der in der Einleitung
erwihnten Parallelstudie (POLITT, E.) erhobenen makroskopischen Befunde am Uterus am
Tag der OVH aufgefiihrt.

Tab. 3: Grofle der Ovarien und Ausbildung von Gelbkoérpern sowie makroskopi-

sche Befunde am Uterus® am Tag der Ovariohysterektomie

grofiter Lings-
Tag P, abgestor- | Frucht-
Hund Seite und Querdurch- C.l. | intakte F .
p.ov. | (ng/ml) bene F tod
messer des Ovars
K1 31 46,7 links 1,6 x1,2 4 0 0 -
rechts 1,8x 1,5 3 3 3 -
: 5
K2 30 36,3 links 1,9x1,2 4 4 2 9;:20.4
rechts 1.9x 1,4 6 4 1 20.4°
: 5
Al 32 15.4 links 1,9x1,3 4 0 2 3-4
rechts 1,8x1,2 5 0 4 3-4°
A2 30 403 links 2,0x2,6 3 3 1 9
rechts 2,3x2,1 4 3 2 2;:<1
A3 33 16,2 links 1,8x 1,7 5 1 3 6;1;<1
rechts 2,0x 1,4 5 1 1 7
c1 33 1.9 links 1,8x 1,1 3 1 2 10; <1
rechts 1,7x 1,1 3 1 1 1
Cc3 34 0.7 links 1,9x 1,3 4 0 2 3;<1
rechts 2,0x 1,1 4 2 0 -
C.l: Anzahl der Corpora lutea pro Ovar
F: Anzahl der Fruchtkammern pro Uterushorn

<1 Fruchttod am Tag der OVH aufgetreten

3 Angaben bezlglich der Fruchtkammern: pers. Mitteilung von E. POLITT vom 15.05.2004
* Fruchttod eingetreten vor ... Tagen

® Fruchtkammern waren ultrasonographisch nicht eindeutig zuzuordnen
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Bildtafel 2:
Makroskopische Ovarbefunde
im Vergleich der Medikations-

gruppen

A: linkes Ovar der Hiindin K1
(Kontrolle) am Tag 31 p.ov.

mit deutlich abgrenzbaren C.1.

B: linkes Ovar der Hiindin A1

(Aglepristone) am Tag 32 p.ov.

mit deutlich abgrenzbaren C.1.

C: rechtes Ovar der Hiindin C1
(Cloprostenol/Cabergolin) am
Tag 33 p.ov. mit undeutlich ab- -

grenzbaren C.1.

P> Gelbkorper
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Bei allen Hiindinnen wurde die Oberfliche der Ovarien durch zyklische Funktionsgebilde,
wie z. B. Vorwolbungen durch Gelbkdrper und narbige Einziehungen, wie bei LIEBICH
(1999) beschrieben, unregelméfig gestaltet.

Bei den Hiindinnen K1-K2, A1-A3 und C3 lielen sich die Gelbkorper makroskopisch im sa-
gittal geteilten Ovar gut abgrenzen (Bildtafel 2, A und B). Bei Hiindin C1 wirkte die Schnitt-

fliche verwaschen, die Grenzen der Corpora lutea waren undeutlich (Bildtafel 2, C).

3.2.6. Histologische Ovarbefunde

Die Befunde der histologischen Untersuchung sind beispielhaft in Bildtafel 3 dargestellt.

Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trichtigkeit / Ovarbefunde der Hiindin Kl

(Tag 31 p.ov.) und K2 (Tag 30 p.ov.)

Bei Hiindin K1 lag eine Einhorngraviditdt vor, im linken Uterushorn waren keine Frucht-
kammern ausgebildet. Das rechte Horn enthielt drei intakte Friichte. Hiindin K2 hatte in der
zweiten Graviditdt urspriinglich insgesamt elf Fruchtkammern ausgebildet, von denen zwei
im linken Uterushorn und eine im rechten Horn zwischen den Tagen 21 und 28 p.ov. spontan
resorbiert wurden.

Die Gelbkorper der Hiindinnen zeigten eine gute Versorgung mit groen und kleinen Gefa-
Ben. Es fanden sich grofle Luteinzellen von polyedrischer Form, die deutliche Zellgrenzen
und einen groBen, ovalen, hypochromatischen Zellkern mit prominentem Nucleolus aufwie-
sen. Die perinukledre Region des Zytoplasmas war kompakt, mittelgradig eosinophil und fein
granuliert. Das nach ANDERSEN und SIMPSON (1973) an die perinukleére Region angren-
zende Exoplasma farbte sich heller an und enthielt eine unterschiedliche Anzahl kleiner Vesi-
kel, die teilweise amorphe Einschliisse aufwiesen. Die Gelbkorper wurden von einem dichten
Kapillargeflecht durchzogen, jede Luteinzelle war von mehreren Kapillaren umgeben (Bildta-

fel 3, A). Aus den GefidBen traten Erythrozyten aus.



Bildtafel 3:

Histologische Gelbkorperbefunde im
Vergleich der Medikationsgruppen
(HE-Firbung, Geritevergroflerung
125x)

A: Hiindin K2 (Kontrolle) Tag 30 p.ov.

w9 Qv

Hiindin C1 (Cloprostenol/Cabergolin)
Tag 33 p.ov.

—» Luteinzellkern
2»  Endothelzellkern

B  Erythrozyt

Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 30 p.ov.
Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 33 p.ov.
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Hiindin A1 (Aglepristone) Tag 32 p.ov.
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Insgesamt stellten sich die Luteinzellen der Gelbkorperzentren grofBtenteils intakt dar, es
herrschte hier ein homogenes Zellbild mit engen, kompakten Strukturen, wéhrend in den
Randbereichen einiger Gelbkorper einzelne Zellen mit hyperchromatischem, karyolytischem
oder pyknotischem Kern zu finden waren. Der Randbereich der Gelbkorper stellte sich in ei-
nigen Lokalisationen als schmaler, weniger eosinophiler Saum dar. Bei stirkerer VergrofBe-
rung fanden sich Zellen mit grobgranuldrem Zytoplasma sowie mehr und groferen Vakuolen
im Exoplasma. In den Bereichen stirkerer Vakuolisierung fanden sich mehr Zellkerne mit
Anzeichen von Degeneration als in den kompakteren Bereichen.

Das Rindenstroma bestand aus relativ schmalen Zellen des spinozelluldren Bindegewebes, in
das die Follikel in ihren verschiedenen Stadien der An- und Riickbildung eingebettet waren.
Es fanden sich wenige intakte Follikel sowie Primordial-, Primér-, Sekundér- und Tertidrfol-
likel in unterschiedlichen Stadien der frithen bis mittleren Atresie.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Luteinzellen der Hiindin K2 groBtenteils
intakt waren und die Gelbkorper eine gute Versorgung mit grof3en und kleinen Geféden auf-
wiesen, was den von ANDERSEN und SIMPSON (1973) in diesem Gestationsstadium be-
schriebenen Befunden entspricht. Die Gelbkorper des rechten Ovars der Hiindin K1 zeigten
ein dhnliches Bild. Die Gelbkdrperzellen des linken Ovars fielen durch ein inhomogeneres
Gesamtbild auf. Sie waren allgemein starker vakuolisiert und schienen sich im Vergleich zu

denen des rechten Ovars in einem fortgeschritteneren Stadium der Regression zu befinden.

Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen / Ovarbefunde der Hiindin Al (Tag 32 p.ov.),
A2 (Tag 30 p.ov.) und A3 (Tag 33 p.ov.)

Im direkten Vergleich zu den Kontrollhiindinnen fiel auf, dass sich die Luteinzellen der Hiin-

dinnen dieser Medikationsgruppe grofBtenteils in einem fortgeschritteneren Stadium der Reg-
ression befanden. Bei allen drei Tieren fiel auf, dass zytoplasmatisch destrukturierte und va-
kuolisierte Luteinzellen in vielen Fillen intakt erscheinende Zellkerne besallen. Sdmtliche
Gelbkorper der mit Aglepristone behandelten Tiere erschienen im Vergleich zu den Hiindin-
nen K1 und K2 geringer kapillarisiert. Es fanden sich viele groflere Gefélle, die von Ansamm-
lungen kleiner Zellen mit dunkel angefarbten Zellkernen umringt waren und in dieser Farbung
nicht ndher klassifiziert werden konnten. Die Zellkerndichte erschien aufsteigend in der Rei-

henfolge A2-A3-Al erhoht.
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In der Rinde fanden sich auch bei den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen wenige intak-
te Follikel sowie Primordial-, Primér-, Sekundér- und Tertidrfollikel in verschiedenen Stadien
der frithen bis mittleren Atresie.

Die Hiindin A2 zeigte im Vergleich zu den beiden anderen mit Aglepristone behandelten Tie-
ren die beste Versorgung mit groBBen und kleinen Gefdlen und den am geringsten ausgeprég-
ten Grad der Vakuolisierung. Sie hatte zu Beginn der zweiten Trichtigkeit neun Fruchtkam-
mern ausgebildet, von denen sich vier im linken und fiinf im rechten Uterushorn befanden.
Eine spontane Resorption war am Tag 21 p.ov. im linken Uterushorn aufgetreten, zwei weite-
re Fruchttode wurden im rechten Uterushorn nach der Medikation an den Tagen 28 und 30
p.ov. ausgelost. Am Tag der Ovariohysterektomie (d 30 p.ov.) lagen in jedem Uterushorn drei
intakte Friichte. Die den Gelbkdrper durchziehenden Spalten waren in einigen Féllen mit
Detritus gefiillt und erschienen teilweise verschmélert. Die Zellen in den Zentren der Gelb-
korper erschienen liberwiegend intakt, die Zellkerne waren grof3, oval und hypochromatisch,
das Zytoplasma homogen und mittelgradig eosinophil. Die perinukledre Region enthielt feine
Granula, das Exoplasma zumeist mehrere kleine Vakuolen mit amorphen Einschliissen. Die
Zellen des Randbereichs zeigten zunehmend vakuolisiertes, grober granuliertes und inhomo-
genes Zytoplasma. Die Zellkerne im Randsaum waren hyperchromatisch und teilweise ge-
schrumpft. Kernorganellen waren kaum mehr auszumachen, die Kernmembran erschien unre-
gelmdBig. Die Grenze zwischen Endo- und Exoplasma war verwaschen (Bildtafel 3, B).

Die Zellen der Corpora lutea des linken Ovars erschienen im Seitenvergleich intakter, das
Gewebe war homogen, in den Zentren stellenweise kompakt und wenig vakuolisiert wie bei
Hiindin K2. In einigen Gelbkdrpern des linken Ovars fand sich ein schmaler Randsaum mit
aufgelockertem und stérker vakuolisiertem Gewebe, in dem auch mehr lytische Zellkerne zu
erkennen waren. Die Gelbkorper des rechten Ovars erschienen im Ganzen aufgelockert und
starker vakuolisiert als im linken Ovar. Einige Gelbkorper zeigten einen breiten, stark aufge-
hellten Randsaum mit Zellen in verschiedenen Stadien der fortgeschrittenen Degeneration mit
fadig aufgelostem Zytoskelett und eingelagerten, teilweise konfluierenden Vakuolen.

Hiindin A3 trug zu Beginn der zweiten Trachtigkeit sechs Friichte, von denen vier im linken
und zwei im rechten Uterushorn gelagert waren. Zwei Friichte aus je einem Horn starben an
den Tagen 26 und 27 p.ov. ab und wurden resorbiert. An den Tagen 32 und 33 p.ov. starben
zwei weitere Friichte im linken Uterushorn ab. Zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie (Tag

33 p.ov.) wies das linke Uterushorn demnach eine intakte und drei abgestorbene bzw. resor-
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bierte Friichte auf. Im rechten Horn befand sich eine intakte Frucht und eine éltere Resorpti-
on. In beiden Ovarien dieser Hiindin war das Zellbild und die GefaBBversorgung divergent. Es
fanden sich auf beiden Seiten Lokalisationen mit kompaktem, intakt erscheinendem Gewebe
und guter kapilldrer Versorgung sowie Zellhaufen in fortgeschrittenen Stadien der Degenera-
tion bei schlechterer Gefdauspragung. Einige Gelbkorper zeigten ein homogenes, aufgelo-
ckertes Gesamtbild, andere enthielten ein intakt erscheinendes Zentrum und einen stark vaku-
olisierten, degenerierten Randbereich. Im Vergleich zu Hiindin A2 erschienen weniger Zellen
intakt (Bildtafel 3, C).

Die Gelbkdorper der Hiindin A1 zeigte im Vergleich zu den Hiindinnen A2 und A3 die stérks-
ten Ausmalle an Degeneration. Hiindin A1 hatte in der zweiten Trichtigkeit urspriinglich ins-
gesamt sechs Fruchtkammern ausgebildet, von denen sich zwei im linken und vier im rechten
Uterushorn befanden. Alle Friichte waren vier bis fiinf Tage nach Medikationsbeginn abge-
storben und demnach zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie (d 32 p.ov.) seit drei bis vier
Tagen resorbiert. Es fand sich in mehreren Gelbkorpern ein breiter heller Randsaum, dessen
Bereich groftenteils von Vakuolen beherrscht wurde. Intakte Zellkerne waren vor allem in
den Zentren der Gelbkorper auszumachen, allerdings erschien das Zytoplasma in Zentrum
und Peripherie schwach eosinophil, fadig, stirker vakuolisiert und grober granuliert als bei
den Hiindinnen mit unbeeinflusster Trachtigkeit. Zahlreiche Kerne im Randbereich waren
hyperchromatisch oder in Auflosung begriffen, insgesamt erschienen im Zentrum und in der
Peripherie viele Zellen kernlos (Bildtafel 3, D). Das Endoplasma zeigte sich grob granuliert,
das Exoplasma mit mittleren bis groen, zusammengeflossenen Vakuolen groBtenteils ausge-
fiillt, wobei die Vakuolen nicht mehr die typischen amorphen Einschliisse enthielten, sondern
hiufig leer erschienen. Bei denjenigen Zellen, deren Kerne morphologisch noch intakt er-
schienen, war die Grenze zwischen Endo- und Exoplasma jedoch kaum bis nicht mehr zu er-
kennen. Ein groBer Teil der Luteinzellen zeigte statt eines kompakten, feingranuliren bis fi-
lamentdsen Zytoplasma ein fadiges, aufgelostes Zytoskelett. In Bereichen mit degenerativ
erscheinenden Luteinzellen fanden sich einzelne intakt erscheinende Zellen. Des Weiteren
fanden sich Liicken, vermutlich ehemals Luteinzellen, Proteine und Detritus zugrunde gegan-
gener Luteinzellen. Die Spalten innerhalb der Gelbkorper waren groftenteils verschmilert
oder kollabiert und mit Detritus angefiillt. Im Vergleich beider Ovarien dieser Hiindin er-

schienen die Luteinzellen des rechten Ovars in einem fortgeschritteneren Prozess der Lyse.
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Mit Cloprostenol / Cabergolin behandelte Hiindinnen / Ovarbefunde der Hiindin Cl (Tag 33
p.ov.) und C3 (Tag 34 p.ov.)

Die Gelbkorper der Hiindinnen dieser Medikationsgruppe waren durchweg in einem degene-
rativen Zustand. Im Vergleich zu den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen waren sie mit
weniger GefdBlen versorgt, die Luteinzellen waren zu einem Grofteil von nurmehr einer oder
zwei Kapillaren umgeben. Das Zytoplasma war in den weniger degenerierten Luteinzellen
inkompakt und fadig, in Zellen mit weiter fortgeschrittener Degeneration ausschlielich von
Vakuolen durchsetzt. Intakte Zellkerne wurden nur vereinzelt gefunden. Bei beiden Hiindin-
nen fanden sich rund um die Gefdfle Cluster von in dieser Farbung nicht ndher klassifizierba-
ren Zellen mit dunklem runden bis ovalen Zellkern und wenig Zytoplasma. Die Kerndichte
war stark erhoht, die Kern-Zytoplasma-Relation stark erniedrigt.

Bei Hiindin C1 wurden insgesamt fiinf Friichte nachgewiesen, von denen sich drei im linken
und zwei im rechten Uterushorn befanden. Am Tag 23 p.ov. starb eine Frucht aus dem linken
Uterushorn spontan ab. Je eine induzierte Resorption trat an den Tagen 32 und 33 p.ov. in je
einem Uterushorn auf. Zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie befanden sich im linken Horn
somit eine intakte Fruchtkammer, eine éltere Resorption und eine kurz vorher abgestorbene
Frucht. Das rechte Horn wies eine intakte Frucht und eine frische Resorption auf.

Bei dieser Hiindin befanden sich die Gelbkdrper in einem Zustand der fortgeschrittenen Reg-
ression. Nur vereinzelt war eine intakt erscheinende Zelle auszumachen, insgesamt war das
Zytoplasma der Luteinzellen stark vakuolisiert und grob granuliert, wobei sich die grofBten
Vakuolen im Randbereich fanden. An anndhernd allen Zellkernen waren Anzeichen von Un-
tergang wie Hyperchromasie, Schrumpfung oder Auflésung zu erkennen, mehrere Zelltriim-
mer waren auszumachen. Endo- und Exoplasma waren verwaschen und nicht zu differenzie-
ren. Strukturen des Zytoskeletts waren nicht mehr identifizierbar und durch Vakuolen ersetzt
(Bildtafel 3, E). Das gesamte Corpus luteum war von Zellliicken durchdrungen. Die typischen
Spalten waren zum groBten Teil kollabiert, eine bindegewebige Induration des Gewebes
schien begonnen zu haben. Im Vergleich beider Ovarien zeigten sich die Gelbkdrper des rech-
ten Ovars stirker degeneriert als die des linken Ovars.

Hiindin C3 hatte zu Beginn der Tréichtigkeit vier Fruchtkammern, die sich gleichmiBig auf
beide Uterushorner verteilten. Drei Tage vor Ovariohysterektomie wurde eine Frucht im lin-

ken Horn resorbiert, die andere starb am Tag der OVH (Tag 34 p.ov.) ab. Zum Zeitpunkt der
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OVH befanden sich somit zwei intakte Friichte im rechten und eine Resorption und eine
frisch abgestorbene Frucht im linken Uterushorn.

Die Befunde bei Hiindin C3 korrelierten weitestgehend mit denen der Hiindin C1, wenngleich
das Ausmal} der Vakuolisierung und Degeneration etwas weniger ausgepragt war. Die Anzahl
der kleinen Gefd3e erschien verringert. Auch hier fanden sich nur vereinzelt intakte Lutein-
zellkerne, jedoch war das Zytoplasma der meisten Luteinzellen insgesamt strukturierter und
etwas weniger vakuolisiert als bei Hiindin C1. In nahezu allen Zellen waren noch fadige
Strukturen (vermutlich Uberreste des ehemaligen Zytoskeletts) zu erkennen, zwischen denen
Vakuolen eingelagert waren. Im Vergleich der Ovarien befanden sich die Luteinzellen des
rechten Ovars in mehreren Lokalisationen in einem etwas fritheren Stadium der Degeneration
und zeigten beziiglich des Zytoplasmas ein homogeneres Gesamtbild als die der linken Seite.
In der Rinde fanden sich auch bei den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen
wenige intakte Follikel sowie Primordial-, Primir-, Sekundér- und Tertidrfollikel in verschie-

denen Stadien der frithen bis mittleren Atresie.

Im Vergleich der Hiindinnen untereinander erschienen die Gelbkdrper der Hiindin K2 und die
Gelbkdrper des rechten Ovars der Hiindin K1 groftenteils intakt und entsprachen den Anga-
ben der Literatur (ANDERSEN u. SIMPSON 1973) iiber Gelbkorper in der Mitte der Lu-
tealphase.

Die Gelbkorper des linken Ovars der Hiindin K1 sowie die Gelbkdrper der Hiindin A2 zeigten
sich mit allgemein aufgelockertem Zellverband im frithen Stadium der Regression. Der Grad
der Vakuolisierung sowie die Anzahl an Kernverdnderungen schien stirker ausgeprégt als bei
den oben genannten Eierstocken. Bei diesen drei Hiindinnen war eine gute Versorgung mit
groflen und kleinen GefiaB3en in den Gelbkorperzentren und teilweise auch in der Peripherie zu
beobachten. Die Gelbkorper der Hiindinnen Al und A3 zeigten sich in verschiedenen Stadien
der fortgeschrittenen Degeneration. Es fanden sich vermehrt Areale mit stark vakuolisiertem
Zytoplasma und verdnderten Kernen sowie Zellliicken und Detritus. Die Anzahl vor allem der
kleinen Gefdlle erschien verringert. Die Corpora lutea der Hiindin C1 zeigten die stérksten
Ausmalle von Degeneration. Das Gesamtbild wurde von vakuolisierten und lytischen Zellen
sowie Zelldetritus beherrscht, es fanden sich nur sehr wenige, einzeln liegende, intakte Lu-
teinzellen und Zellkerne. Die Anzahl kleiner Gefialle erschien verringert, die {iberwiegende

Zahl der groflen Geféalle war kollabiert und mit Detritus angefiillt.
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3.2.7. Befunde der immunhistologischen und biochemischen Untersuchungen

Die Befunde der immunhistologischen und biochemischen Untersuchungen sind beispielhaft

in den Bildtafeln 4 bis 7 aufgefiihrt.

3.2.7.1 3-B-HSD

Das Enzym 3-B-HSD katalysiert die Konversion der Steroide Pregnenolon und Dehydroepi-
androsteron zu Progesteron beziehungsweise Androstendion. 3-B-HSD ist flir die Produktion
aller Steroidhormone essentiell (BAIN et al. 1991). Laut DREIER et al. (1975) ist 3--HSD

zur Altersbestimmung des Gelbkorpers bei der Hiindin geeignet.

Hiindinnen mit medikamentos unbeeinflusster Trdachtickeit / Gelbkorperbefunde der Hiindin

K1 (Tag 31 p.ov.) und K2 (Tag 30 p.ov.)

Die Gelbkorper der Hiindinnen K1 und K2 zeigten durchgehend eine deutliche und starke
zytoplasmatische Immunreaktion fiir 3-B-HSD sowie ein homogenes Gesamtbild (Bildtafel 4,
A). Nur in den Gelbkorpern des linken Ovars der Hiindin K1 war das Signal im Allgemeinen
schwicher ausgepragt. Weniger Zellen zeigten eine deutlich positive Reaktion fiir 3-B-HSD,
und es fanden sich mehrere nur schwach positive Zellen. Einige Gelbkorper zeigten ein ein-
heitlich starkes Signal, wihrend andere eine durchgehend schwéchere Expression aufwiesen.

Die Befunde beziiglich der 3-B-HSD-Reaktion korrelierten mit den Ergebnissen aus der
H.-E.-Féarbung. Die lichtmikroskopisch intakt erscheinenden Luteinzellen der Hiindin K2 und
die des rechten Ovars der Hiindin K1 zeigten eine kriftig positive Immunreaktion fiir 3-f-
HSD. Die Intensitdt der Immunreaktion schien mit dem Grad der Vakuolisierung negativ kor-

reliert zu sein.
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Bildtafel 4 :

Immunbhistologischer Nachweis von 3-
B-HSD in den Gelbkorpern im Ver-
gleich der Medikationsgruppen
(Geritevergroflerung 125x)

Hiindin K2 (Kontrolle) Tag 30 p.ov.

Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 30 p.ov.
Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 33 p.ov.
Hiindin A1 (Aglepristone) Tag 32 p.ov.

m 9w >

Hiindin C3 (Cloprostenol/Cabergolin)
Tag 34 p.ov.

—» Luteinzellkern
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Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen / Gelbkorperbefunde der Hiindin Al (Tag 32 p.ov.),
A2 (Tag 30 p.ov.) und A3 (Tag 33 p.ov.)

Bei allen Tieren dieser Medikationsgruppe waren im Vergleich zu den Hiindinnen K1 und K2
weniger Zellen 3-B-HSD-positiv, wobei Hiindin A2 im Gegensatz zu Al und A3 mehr und
deutlichere Signale zeigte.

Bei der Hiindin A2 war das Gesamtbild in den Gelbkorpern des linken Ovars insgesamt unru-
hig und im Vergleich zu den Hiindinnen K1 und K2 durch leicht vermehrte Auflockerung und
Vakuolenbildung weniger homogen, jedoch zeigten die Zellen grofitenteils noch ein deutli-
ches Signal fiir 3-B-HSD. In den Zellen der Gelbkorper des rechten Ovars fand sich trotz be-
ginnender Vakuolenbildung und des Vorhandenseins einiger geschédigter Kerne in den meis-
ten Zellen eine gute Expression von 3-B-HSD. In beiden Ovarien waren Areale mit schwiche-
rer Immunreaktion auszumachen (Bildtafel 4, B).

Bei Hiindin A3 war das Bild divergent und inhomogen. Die Anzahl der Zellen mit positiver
Immunreaktion lag zwischen der der Hiindinnen A1 und A2. In den meisten Luteinzellen bei-
der Ovarien wurde 3-B-HSD nachgewiesen, jedoch war das Signal in vielen Zellen nur
schwach ausgeprégt. Eine deutliche Expression fand sich vornehmlich in Zellen mit weniger
ausgeprigter Vakuolisierung (Bildtafel 4, C).

Bei Hiindin A1 waren nur wenige Bereiche positiv. Die Mehrzahl der Zellen zeigte keine Ex-
pression von 3-B-HSD. Die Gelbkorper des linken Ovars zeigten im Vergleich zu den Kon-
trollhiindinnen insgesamt eine weniger kréiftige Immunreaktion fiir 3-B-HSD, im Ganzen trat
das Signal in weniger Zellen auf. In den Gelbkdrpern des rechten Ovars waren nur vereinzelt
positive Zellen aufzufinden, hier war das Signal im Allgemeinen schwicher ausgeprégt (Bild-

tafel 4, D).

Mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen / Gelbkorperbefunde der Hiindin Cl
(Tag 33 p.ov.) und C3 (Tag 34 p.ov.)

Die Luteinzellen der Hiindin C1 waren in beiden Eierstocken von Vakuolen durchsetzt und
wiesen keine oder nur eine sehr schwache Immunreaktion fiir 3-B-HSD auf. Nur vereinzelt

waren verstreute, isolierte, fiir 3-B-HSD schwach oder deutlich positive Zellen zu erkennen.
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Bei Hiindin C3 waren die Luteinzellen sdmtlicher Gelbkorper ebenfalls stark mit Vakuolen
durchsetzt. Eine Vielzahl an Zellen exprimierte kein positives Signal fiir 3-B-HSD, jedoch
zeigten allgemein mehr Luteinzellen eine positive Immunreaktion als bei Hiindin C1. Im Sei-
tenvergleich wiesen die Gelbkorper der rechten Seite in mehreren Lokalisationen mehr positi-

ve Reaktionen auf als die der linken Seite (Bildtafel 4, E).

3.2.7.2 Relaxin

Relaxin wird bei der Hiindin hauptsdchlich in der Plazenta und in geringem Male auch in den
Corpora lutea der Ovarien produziert (STEINETZ et al. 1989; STEWART 1992; KLONISCH

et al. 1999).

Hiindinnen mit medikamentds unbeeinflusster Trdachtigkeit / Gelbkorperbefunde der Hiindin

Kl (Tag 31 p.ov.) und K2 (Tag 30 p.ov.)

Bei den Kontrolltieren K1 und K2 exprimierten die in der H.-E.-Ubersichtsfirbung intakt er-
scheinenden Luteinzellen ein deutliches Signal fiir Relaxin, wihrend der Anteil negativ rea-
gierender Zellen gering war und eine negative Immunreaktion ausschlieBlich in stirker vakuo-
lisierten Luteinzellen auftrat.

Die Gelbkorper des rechten Ovars der Hiindin K1 zeigten durchgehend eine deutliche zy-
toplasmatische Immunreaktion fiir Relaxin sowie ein homogenes Gesamtbild. In den Gelb-
korpern des linken Ovars dominierten schwach Relaxin-positive Zellen. Vereinzelt waren
Zellen mit deutlichem Signal und Zellen ohne Signal auszumachen. Allgemein zeigten Zellen
mit stiarkerer Vakuolisierung eine schwichere Reaktion.

In anndhernd allen Zellen der Gelbkorper der Hiindin K2 war ein deutlich positives Signal fiir
Relaxin im Zytoplasma auszumachen (Bildtafel 5, A). In einigen Lokalisationen, vor allem in
den Gelbkorpern des linken Ovars, fanden sich stirker vakuolisierte Zellen, deren Zytoplasma

eine weniger intensive bis fehlende Expression aufwies.
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Bildtafel 5 :

Immunbhistologischer Nachweis von Relaxin in den Gelbkoérpern im

Vergleich der Medikationsgruppen (Geritevergroflerung 125x)

A:

B
C:
D

Hiindin K2 (Kontrolle) Tag 30 p.ov.

Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 30 p.ov.

Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 33 p.ov.

Hiindin C1 (Cloprostenol/Cabergolin) Tag 33 p.ov.

—» Luteinzellkern
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Mit Aglepristone behandelte Hiindinnen / Gelbkorperbefunde der Hiindin Al (Tag 32 p.ov.),
A2 (Tag 30 p.ov.) und A3 (Tag 33 p.ov.)

Im Vergleich zu den Kontrollhiindinnen wiesen die Gelbkdrper der Hiindinnen dieser Medi-
kationsgruppe eine deutlich erniedrigte Anzahl Relaxin-positiver Luteinzellen auf. Aufgelo-
ckerte und vakuolisierte Bereiche zeigten eine negative Immunreaktion. Im Vergleich der
Hiindinnen untereinander zeigte Hiindin A2 die meisten Relaxin-positiven Luteinzellen (Bild-
tafel 5, B). Die Mehrzahl der Zellen zeigte noch ein deutliches, wenn im Vergleich zu den
Kontrollhiindinnen jedoch schwicheres Signal fiir Relaxin. In den Zellen der Gelbkorper des
rechten Ovars erschien das Gesamtbild homogener. Trotz beginnender Vakuolenbildung und
des Vorhandenseins einiger geschiadigter Zellen fand sich in den meisten Zellen eine deutliche
Immunreaktion.

Hiindin A3 zeigte ein inhomogenes Bild. Die meisten Luteinzellen beider Ovarien waren Re-
laxin-positiv, jedoch war das Signal in vielen Zellen nur schwach ausgeprigt. Vornehmlich in
Zellen mit weniger ausgepragter Vakuolisierung fand sich eine deutliche Expression. Insge-
samt lagen iiberwiegend Areale mit nur schwacher Immunreaktion vor, wohingegen in eini-
gen Bereichen ein deutliches Signal vorhanden war (Bildtafel 5, C). Im Allgemeinen wiesen
die Luteinzellen des rechten Ovars eine stirkere Immunreaktion fiir Relaxin auf.

Hiindin A1 wies groBfldchige Bereiche Relaxin-negativer Luteinzellen auf. In wenigen intakt

erscheinenden Arealen konnte ein deutliches Signal fiir Relaxin nachgewiesen werden.

Mit Cloprostenol / Cabergolin behandelte Hiindinnen / Gelbkorperbefunde der Hiindin Cl
(Tag 33 p.ov.) und C3 (Tag 34 p.ov.)

Die Luteinzellen der Hiindin C1 waren in beiden Eierstocken in erheblichem Malle von Va-

kuolen durchsetzt und wiesen im Allgemeinen keine Immunreaktion fiir Relaxin auf. Nur ver-
einzelt waren verstreute schwach positive Zellen zu erkennen (Bildtafel 5, D).

Bei Hiindin C3 waren die Luteinzellen sdmtlicher Gelbkdrper wie bei Hiindin C1 stark mit
Vakuolen durchsetzt. Eine Vielzahl an Zellen zeigte keine positive Immunreaktion fiir Rela-
xin, jedoch exprimierten allgemein mehr Luteinzellen ein positives Signal als bei Hiindin C1.
Im Seitenvergleich waren in den Gelbkorpern des rechten Ovars in mehreren Lokalisationen

mehr Relaxin-positive Luteinzellen zu erkennen.
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3.2.7.3. Progesteronrezeptor

Der verwendete Progesteronrezeptor-Antikdrper zeigte nur eine zytoplasmatische Immunre-
aktion. Die Zellkerne aller Ovarstrukturen waren PR-negativ. Daher konnte dieser immunhis-
tologische Parameter nicht ausgewertet werden.

3.2.74. Apoptose / Nekrose

Annexin-V-Fluorescein-Methode”

Der Annexin-V-Fluos Staining Kit” dient der Sichtbarmachung und Unterscheidung apoptoti-
scher und nekrotischer Zellen.

Bei beiden Kontrollhiindinnen (K1 und K2) waren wenige einzelne Luteinzellen Nekrose-
positiv. Vereinzelt zeigten Endothelzellkerne eine kréftige Fluoreszenz und waren sowohl
beziiglich Nekrose, als auch in geringerem Male beziiglich Apoptose, positiv (Bildtafel 6, A).
Die Luteinzellen der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen (A1-A3) zeigten im Allgemei-
nen mehr Nekrose-positive Reaktionen als die der Kontrolltiere. Hier waren vor allem mehre-
re Endothelzellkerne pro Sichtfeld Nekrose- und, in geringerem Mal3e, Apoptose-positiv, wo-
bei die Anzahl Nekrose-positiver Kerne im Vergleich zu den Kontrollhiindinnen erhdht er-
schien und in der Reihenfolge A2-A3-A1l zunahm. Die Anzahl Apoptose-positiver Endothel-
zellkerne verhielt sich dhnlich wie bei den Kontrolltieren (Bildtafel 6, B, C, D).

Bei den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Tieren (C1 und C3) wies ein GroBteil der
in der H.-E.-Farbung deutlich pyknotischen Lutealzellkerne eine positive Reaktion fiir Nekro-
se auf. Die Kerne vieler Endothelzellen waren hier Nekrose-positiv, die Anzahl war gegen-
tiber den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen wiederum weitaus erhoht. Eine positive
Reaktion fiir Apoptose wurde nur an vereinzelten Endothelzellen beobachtet (Bildtafel 6, E).
Bei keiner Hiindin konnte in den Luteinzellen eine deutlich positive Reaktion fiir Apoptose

nachgewiesen werden.
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Bildtafel 6:
Biochemischer Nachweis von Nekrose und Apoptose in den Gelbkorpern im

Vergleich der Medikationsgruppen (Annexin-V-Methode, Fluoreszenzmikro-
skop, Geritevergroflerung 125x)

A: Hiindin K2 (Kontrolle) Tag 30 p.ov.

Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 30 p.ov.
Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 33 p.ov.
Hiindin A1 (Aglepristone) Tag 32 p.ov.

m9 Qv

Hiindin C3 (Cloprostenol/Cabergolin)
Tag 34 p.ov.

rot: Nekrose
hellblau: Apoptose
L: Luteinzellkern

E: Endothelzellkern
e: Erythrozyt(en)
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Bildtafel 7:
Biochemischer Nachweis von Apoptose in den Gelbkorpern im Vergleich der
Medikationsgruppen (TUNEL-Methode, Fluoreszenzmikroskop,

Geritevergrofierung 125x)
A:

S S

rot: Apoptose
E: Endothelzellkern
e: Erythrozyt(en)

Hiindin K1 (Kontrolle) Tag 31 p.ov.
Hiindin A2 (Aglepristone) Tag 30 p.ov.
Hiindin A3 (Aglepristone) Tag 33 p.ov.
Hiindin A1 (Aglepristone) Tag 32 p.ov.
Hiindin C3 (Cloprostenol/Cabergolin)
Tag 34 p.ov.
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TUNEL-Methode

Mittels der TUNEL-Methode gelingt der Nachweis apoptotischer Zellen. Das Prinzip der Me-
thode basiert auf der Sichtbarmachung spezifischer apoptosebedingter DNA-Fragmente
(nicks) mittels einer enzymatischen Reaktion und deren Identifikation im Fluoreszenzmikro-
skop.

Eine deutlich positive Reaktion fiir Apoptose konnte bei keiner Hiindin in den Luteinzellen
nachgewiesen werden. Bei den Kontrollhiindinnen zeigten vereinzelte Endothelzellkerne eine
kréftige Fluoreszenz fiir Apoptose. Die Anzahl Apoptose-positiver Endothelzellkerne verhielt
sich bei den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen dhnlich wie bei den Kontrolltieren. Bei
den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen fanden sich insgesamt weniger

Apoptose-positive Endothelzellkerne als bei den beiden anderen Gruppen (Bildtafel 7, A - E).
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4 DISKUSSION

4.1. Ziel der Arbeit

Obwohl die canine Tréachtigkeit und die Vorgdnge wihrend spontaner oder medikamentds
induzierter Fruchtverluste unter klinischen Aspekten relativ gut erforscht sind, sind bislang
wenige Details iiber die damit verkniipften Funktionsabldufe und -verdnderungen bekannt.
Bei dem klinisch relevanten Phianomen der Gelbkorperinsuffizienz ist die luteale Aktivitit aus
bislang unbekannten Griinden herabgesetzt und/oder nimmt vorzeitig ab, so dass es zu einem
unphysiologischen Absinken der Progesteronkonzentration kommt, der im Falle einer Gravi-
ditdt zum Absterben und zur Resorption oder zum Abort einzelner oder aller Friichte fiihrt
(GUNZEL-APEL et al. 2003).

Ziel dieser Orientierungsstudie war es, bei graviden Hiindinnen die physiologische Luteal-
funktion einerseits und medikamentos in ihrer Funktion gestorte Gelbkorper andererseits ver-
gleichend zu untersuchen, um genauere Einblicke in luteale Funktionsmechanismen im Hin-
blick auf die wichtige Aufgabe des Progesterons als so genanntes ,,Trachtigkeitsschutzhor-

mon* zu gewinnen.

4.2. Untersuchungsmaterial, klinische, endokrinologische und sonographische

Untersuchungsverfahren

Aufgrund der geringen Tierzahl pro Gruppe (zwei Kontrolltiere, drei mit Aglepristone und
drei mit Cloprostenol/Cabergolin behandelte Hiindinnen) wurde auf eine statistische Auswer-
tung verzichtet. Die endokrinologischen und dopplersonographischen Befunde wurden de-
skriptiv dargestellt und jeweils von einem unabhingigen Gutachter bestétigt.

Mit Hilfe regelméBiger Zykluskontrollen (GUNZEL-APEL 1997) und priovulatorischer so-
nographischer Untersuchungen (GUNZEL-APEL u. DIETERICH 2001) war es mdglich, den
Ovulationstermin und den Besamungszeitpunkt priazise einzugrenzen.

Zur klinischen Erfassung ovarialer Funktionszustdnde und —verdnderungen wurde pro Hiindin
eine komplette Triachtigkeit bzw. die damit einhergehende Lutealphase endokrinologisch,

sonographisch und dopplersonographisch untersucht. Da in der mit Cloprostenol/Cabergolin
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behandelten Gruppe die Hiindin C2 nach der ersten Trachtigkeit eine Endometritis entwickel-
te, musste sie in der zweiten Graviditdt durch eine nullipare Hiindin (C3) ersetzt werden.

In der zweiten Trachtigkeit wurden die Hiindinnen zunichst den selben Untersuchungen un-
terworfen wie wihrend der ersten Graviditdt, bevor zwischen Tag 30 und 34 p.ov. eine Ova-
riohysterektomie erfolgte. Der Zeitpunkt der Ovariohysterektomie richtete sich bei den mit
Aglepristone bzw. Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen nach dem Eintritt von
Fruchttoden und —resorptionen und wurde bei den Kontrolltieren entsprechend festgelegt.

Mit Hilfe der von BEHRENDS et al. (1993) fiir Estradiol-17p und Progesteron und der von
EINSPANIER et al. (1999) fiir Relaxin etablierten und bewéhrten endokrinologischen Analy-
severfahren war es moglich, den Einfluss der unterschiedlichen Medikationsformen im Hin-
blick auf Verdanderungen der Ovarfunktion und der Integritdt der endokrinen Plazentafunktion
(Studie POLITT, E.) zu charakterisieren.

Fiir die dopplersonographischen Untersuchungen der stromalen Ovararterien der Hiindin er-
wies sich die von KOSTER et al. (2001) etablierte Vorgehensweise als gut geeignet, da sie
die Erhebung reproduzierbarer Ergebnisse gewéhrleistete.

Die begleitende Erfassung von Fruchtverlusten erfolgte im Rahmen einer zeitgleich an den
selben Tieren durchgefiihrten Studie, der die in der vorliegenden Arbeit erwihnten diesbeziig-

lichen Daten entnommen wurden (POLITT, E., pers. Mitteilung vom 15.05.2004).

4.3. Histologische, immunhistologische und biochemische Untersuchungsver-

fahren

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen und die Befunde der immunhistologischen
und biochemischen Untersuchungen beziiglich der Anzahl positiv reagierender Zellen wurden
subjektiv geschitzt und deskriptiv erfasst. Ausschdtzung und Wertung der Befunde wurden
von zwei unabhédngigen Gutachtern bestétigt.

Da die Organe wihrend des Eingriffs nicht perfundiert wurden, wurde in der histologischen
Untersuchung auf eine Beurteilung des Weitungszustandes der intralutealen Gefa3e verzich-

tet.
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Der verwendete monoklonale Progesteronrezeptor-Antikdrper zeigte nur eine zytoplasmati-
sche Immunreaktion. Da die Kerne in simtlichen Ovarzellen PR-negativ waren, wurden die
immunhistologischen Reaktionen als fraglich eingestuft und nicht ausgewertet. Um ein Aus-
trocknen wihrend der Vermessung und Probennahme zu verhindern, wurden die Ovarien
nach Exenteration mit physiologischer Kochsalzlosung befeuchtet, innerhalb von 10 bis 15
Minuten in 4%igem gepuffertem Formalin fixiert und nach ca. 50 bis 72 Stunden in Paraffin
eingebettet. Als Ursache fiir das Fehlschlagen einer nukledren PR-Reaktion kdnnte eine zu
lange Fixation der Organe in 4%igem gepufferten Formalin in Frage kommen. Die Hormon-
rezeptoren besitzen laut BOJAR (1988) eine sehr geringe Halbwertszeit von unter einer Stun-
de. Bei lidngerer Fixierungsdauer werden die Proteinstrukturen stark vernetzt, so dass die An-
tigene durch die liblichen Demaskierungsmethoden fiir die Primérantikdrper unzugénglich
werden (NOLL u. SCHAUB-KUHNEN 2000). Weiterhin ist eine Inkompatibilitit der einge-
setzten Marker mit den caninen Zellkernen und Antigenen in Betracht zu ziehen. Der Einsatz
eines bereits bewéhrten (PAULSMEIER 1998; VERMEIRSCH 2001) oder eines anderen
hundespezifischen Markers konnte hieriiber Aufschluss geben. Laut ROTHCHILD (1996)
besteht iiberdies die Moglichkeit, dass neben den klassischen kernstindigen Rezeptoren
schneller reagierende zytoplasmatische Reaktionswege bestehen. In weiterfithrenden Studien
wire demnach zu kliren, ob und warum bei der immunhistologischen Untersuchung aus-

schlieBlich eine zytoplasmatischen Reaktion auftrat.

4.4. Behandlungsverfahren

Zur Untersuchung der ovarialen Reaktionen im Rahmen medikamentdser Behandlungsverfah-
ren zum Trachtigkeitsabbruch wurde zum einen das Antiprogestin Aglepristone zweimal im
Abstand von 24 Stunden an den Tagen 24 und 25 p.ov. s.c. in einer Dosierung von 10 mg/kg
KGW (GALAC et al. 2000; FIENI et al. 2001a, ¢), zum anderen das PGF,,-Analogon
Cloprostenol (1 pg/kg KGW s.c. am Tag 24 und 27 p.ov.) in Kombination mit dem Dopami-
nagonisten Cabergolin (5 pg/kg KGW p.os. tiglich von Tag 24 bis 30 p.ov.) nach ONCLIN
und VERSTEGEN (1996) gewéhlt.
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Neben der kompetitiven Hemmung der uterinen Progesteronrezeptoren durch die Antipro-
gestine (FIENI et al. 2001c) werden weitere Wirkmechanismen vermutet, die iiber die Hypo-
thalamus-Hypophyse-Ovar-Achse (GALAC 2000; FIENI et al. 2001a), moglicherweise aber
auch iiber einen Anstieg von plazentdrem PGF,, infolge Beendigung der Trichtigkeit (FIENI
et al. 2001b, ¢) oder durch direkte ovariale Mechanismen (DIMATTINA et al. 1986, 1987;
SPITZ et al. 1994) eine Luteolyse hervorrufen.

Das synthetische PGF,,-Analogon Cloprostenol zeichnet sich durch hohere, spezifisch luteo-
lytische Eigenschaften aus als natiirliches PGF;, und fiihrt iiber eine drastische Herabsetzung
der ovarialen Progesteronsekretion zum Trachtigkeitsabbruch (JACKSON et al. 1982; SHIL-
LE et al. 1984). Die zeitgleiche Applikation eines Dopaminagonisten unterbindet die hy-
pophysére Sekretion des luteotropen Prolaktin und verstérkt somit den luteolytischen Effekt
am Ovar (ONCLIN et al. 1995; ONCLIN u. VERSTEGEN 1996, 1999). Trotz der Einhaltung
der o.g. bewidhrten Behandlungsschemata und Dosierungen gelang es in der ersten Graviditét
bei keiner Hiindin, Tod und Resorption aller Friichte innerhalb eines angemessenen Zeitraums
herbeizufiihren. In der zweiten Trachtigkeit hatte zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie nur
eine Hiindin (A1) alle Friichte resorbiert.

Laut FIENI et al. (2001a) und GALAC et al. (2000) fiihrt eine Behandlung mit Aglepristone
von Tag 26 bis 45 p.ov. in ca. 95 % der Fille zum Absterben aller Friichte innerhalb von sie-
ben Tagen. Da aus Riicksichtnahme auf die Fertilitit der Tiere und die Vergleichbarkeit alle
Hiindinnen in der ersten Graviditdt an den Tagen 36 und 37 p.ov. nachbehandelt wurden,
bleibt die Frage, ob die verbliebenen Friichte auch ohne Wiederholungsbehandlung abgestor-
ben wiren, unbeantwortet.

Nach LEIN et al. (1989) sind die Corpora lutea der Hiindin im Vergleich zu anderen Spezies
resistenter gegeniiber dem Einfluss von Prostaglandin F,,. AuBBerdem wurde nachgewiesen,
dass die Induktion einer kompletten Luteolyse eher von der Behandlungsdauer als von der
Hohe der Dosis abhingig ist (CONCANNON u. HANSEL 1977; JACKSON et al. 1982;
LEIN et al. 1989). Trotz des Einsatzes des im Vergleich zum natiirlichen Prostaglandin Fy,
potenteren synthetischen Analogons Cloprostenol in Kombination mit dem Dopaminago-
nisten Cabergolin konnte bei keiner Hiindin in der ersten Behandlungsphase der ersten Tréich-
tigkeit eine vollstidndige funktionelle Luteolyse mit dauerhaft basalen Progesteronkonzentrati-

onen < 2 ng/ml erzielt werden.
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Trotz eines steilen Abfalls der Progesteronkonzentrationen nach Medikationsbeginn lagen die
Progesteronwerte am Tag 35 p.ov. (fiinf Tage nach Medikationsende) mit 4,3 ng/ml (C1)
bzw. 6,6 ng/ml (C2) deutlich héher. Die Nachmedikation fiihrte zu einem weiteren Absinken
der Progesteronwerte auf 3,0 ng/ml (C1) bzw. 4,0 ng/ml (C2) und zum Tod der noch lebenden
Friichte jeweils am folgenden Tag. Am Tag 60 p.ov. wurden Progesteronkonzentrationen von
2,2 (C1) bzw. 4,1 ng/ml (C2) gemessen. Hiindin C3 hatte am Tag 31 p.ov. trotz anfanglich
steilen Abfalls der Progesteronkonzentration nur eine ihrer vier Friichte resorbiert. Obwohl
die Progesteronwerte nach weiterer Behandlung mit Cloprostenol und Cabergolin auf bis zu
0,5 ng/ml (Tag 33 p.ov.) absanken, iiberlebten zwei Friichte bis zur Ovariohysterektomie am
Tag 34 p.ov. Ahnliche Beobachtungen machten auch CONCANNON und HANSEL (1977),
VICKERY und McRAE (1980) und JACKSON et al. (1982) bei mit PGF,, behandelten Hiin-
dinnen, die die Trachtigkeit nach Erreichen basaler Progesteronkonzentrationen < 2 ng/ml fiir
einige weitere Tage aufrechterhielten.

Die zum Trachtigkeitsabbruch verwendeten Behandlungen riefen nur in geringem Mafle die
von HUBLER und ARNOLD (2000) und FIENI et al. (2001a) fiir Aglepristone, von VICKE-
RY und McRAE (1980) und JACKSON et al. (1982) fiir Cloprostenol und ONCLIN und
VERSTEGEN (1996) und HARVEY et al. (1997) fiir Cabergolin beschriebenen Nebenwir-
kungen hervor. Das bei einer Hiindin einmalig aufgetretene Erbrechen nach Applikation von
Cloprostenol und Cabergolin ist mit der kontrahierenden Wirkung von PGF,, auf die glatte
Muskulatur des Gastrointestinaltraktes zu erkldren (BUSSE 1997). Die bei einer mit
Aglepristone behandelten Hiindin beschriebene subkutane knotige walnussgrof3e Hautirritati-
on an der Injektionsstelle ist vermutlich auf eine entziindliche Reaktion zuriickzufiihren. Auch
bei FIENI et al. (2001a) wurden lokale entziindliche Gewebeveranderungen nach Aglepristo-
ne-Gabe beschrieben, die wahrscheinlich auf der 6lig-alkoholischen Losung des Medikamen-
tes beruhen. Die mit Aglepristone oder Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen zeig-
ten zwischen Tag 28 und 35 p.ov., parallel zum fortschreitenden Fruchtsterben, erstes Auftre-
ten eines briaunlich-roten vaginalen Ausflusses, der einen bis zwei Tage nach dem Absterben
der jeweils letzten Frucht verschwand. Trotz der bei allen Tieren durchgefiihrten Endometri-
tis-Prophylaxe entwickelte eine Hiindin (C2) in dem der ersten Tréichtigkeit folgenden Zyklus
eine mittelgradige Endometritis. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die Endometritis durch die
mit dem Tréchtigkeitsabbruch einhergehenden entziindlichen Prozesse hervorgerufen worden

ist.
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4.5. Ovarfunktion in den medikamentos unbeeinflussten Trichtigkeiten

Die ermittelten Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen im peripheren
Blutserum ergaben die fiir die Spezies Hund typischen Sekretionsmuster (SMITH u. McDO-
NALD 1974; CONCANNON 1984, 1986; STEWART et al. 1994; EINSPANIER et al. 1999)
und lassen auf eine physiologische Funktion von Ovar und Plazenta im Tréichtigkeitsverlauf
schlieBen. Das Auftreten spontaner Fruchtresorptionen war nicht mit Verdnderungen der en-
dokrinologischen Parameter verkniipft.

Im Stadium der Gelbkorperbliite (Tag 16 bis 30 p.ov.) war die dopplersonographisch erfass-
bare Perfusion des ovarialen Parenchyms als Zeichen gesteigerter Stoffwechselaktivitit auf
einem hohen Niveau. Da den nach der Ovulation neu gebildeten Gefdllen eine Muskelschicht
fehlt, wird die Perfusion des komplexen lutealen GefaBBnetzes nicht durch Autoregulation ge-
steuert, sondern hingt primir vom Blutdruck vorgeschalteter prikapilldrer Arterien und Arte-
riolen ab, die unter dem vasodilatativen Einfluss endo- und parakriner Substanzen die Blut-
versorgung der Luteinzellen gewéhrleisten (WILTBANK et al. 1990). Dadurch wird nicht nur
die Zufuhr von Stoffen fiir die Progesteronsynthese (Sauerstoff, Lipoproteine, Glukose etc.)
optimiert, sondern auch das Angebot an luteotropen Hormonen (LH, Prolaktin) erhéht, die
wiederum einen proliferativen Effekt auf vaskuldre Strukturen und luteale Zellen ausiiben
(NISWENDER et al. 1976; ELLINWOQD et al. 1978).

Die intraovariale Vaskularisation nahm im Zuge der Gelbkorperregression allméhlich ab. Die
systolischen und diastolischen Blutflussgeschwindigkeiten sanken, wéhrend Pulsatilitéts- und
Widerstandsindex anstiegen. Im Kurvenverlauf kam die Abnahme der Durchblutung und die
gleichzeitige Zunahme des peripheren Widerstandes in einer relativ stirkeren Verminderung
der diastolischen und enddiastolischen Komponenten zum Ausdruck. Damit bestétigen die
dopplersonographischen Befunde der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse histologischer
(ANDERSEN u. SIMPSON 1973; ELLINWOOD et al. 1978; PETERS u. McNATTY 1980)
und dopplersonographischer (KOSTER et al. 2001) Studien beim Hund.

Histologisch befanden sich die Luteinzellen der anlésslich der Ovariohysterektomie am Tag
31 (K1) und 30 p.ov. (K2) entnommenen Ovarien weitestgehend in dem von ANDERSEN
und SIMPSON (1973) fiir dieses Gestationsstadium beschriebenen, groftenteils intakten Zu-

stand. Die Gelbkorper wiesen eine gute Versorgung mit grolen und kleinen Gefa3en auf.
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Die Luteinzellen der Gelbkdrperzentren stellten sich mehrheitlich intakt dar; es herrschte hier
ein homogenes Zellbild mit engen, kompakten Strukturen, wihrend in den Randbereichen
stellenweise einzelne stirker vakuolisierte Zellen mit degeneriert erscheinenden Kernen zu
finden waren. Nach ANDERSEN und SIMPSON (1973) beginnt die physiologische Gelbkor-
perregression in den Zentren der Corpora lutea. Nach den Ergebnissen der hier vorliegenden
Studie ist jedoch davon auszugehen, dass die stirker vakuolisierten Zellen in den Randberei-
chen der Gelbkorper den Beginn der physiologischen Luteolyse darstellen. Diese Vermutung
wird durch die schwichere Immunreaktion von 3-B-HSD und Relaxin in den peripheren Be-
reichen nahezu aller untersuchten Hiindinnen untermauert.

Die Befunde der immunbhistologischen 3-B-HSD- und Relaxinreaktion korrelierten mit den
Ergebnissen aus der histologischen Untersuchung. Die lichtmikroskopisch intakt erscheinen-
den Luteinzellen zeigten durchgehend eine positive zytoplasmatische Immunreaktion fiir 3-f3-
HSD und Relaxin sowie ein homogenes Gesamtbild, das auf eine intensive Produktion von
Progesteron und Relaxin hinweist und mit den peripheren Blutbefunden korreliert. Die Inten-
sitdt der Immunreaktion nahm mit dem Grad der Vakuolisierung ab. Vor allem in den Rand-
bereichen mit stirker vakuolisierten Luteinzellen war die Immunreaktion schwécher ausge-
pragt.

Bei beiden Hiindinnen waren wenige einzelne Lutealzellkerne Nekrose-positiv. Einige wenige
Endothelzellkerne wiesen eine kriftige Fluoreszenz auf und waren sowohl Nekrose- als auch
in geringerem Malle, Apoptose-positiv.

Bei uniparen Tieren und der Frau wird an dem den dominanten Follikel tragenden Eierstock
eine erheblich stirkere Zunahme des Blutflusses beobachtet (NISWENDER et al. 1975;
BROWN et al. 1980; HATA et al. 1990). TAYLOR et al. (1985a) erfassten bei der Frau einen
im Gegensatz zu der kontralateralen Seite erniedrigten Pulsatilitdtsindex, der auf einen erhoh-
ten Blutfluss hinweist. Bei der in dieser Studie untersuchten rechtsseitigen Einhorngraviditét
der Hiindin K1 erschienen die Gelbkdrper des rechten Ovars histologisch intakter und endo-
krin aktiver als die der linken Seite. Mit Hilfe der farbkodierten Dopplersonographie war im
rechten Ovar eine starke Farbigkeit auszumachen, wiahrend im linken Ovar die farbigen Blut-
fliisse nur nach mehrmaligem Schwenken des Schallkopfes auszumachen waren. Andererseits
zeigten die Blutflussmuster im Seitenvergleich keine Unterschiede. Aufgrund des seltenen
Vorkommens einer caninen Einhorntrichtigkeit diirften weiterfilhrende Untersuchungen zu

dieser Thematik schwierig sein.
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4.6. Ovarfunktion in den durch Aglepristone gestorten Trichtigkeiten

Antiprogestine sind synthetische Progesteronrezeptor-Antagonisten, die nachweislich beim
Hund, anders als bei z. B. Mensch oder Ratte (DIMATTINA et al. 1986; CROXATTO et al.
1987; GARZO et al. 1988; YAMARBE et al. 1989), keine von einem unmittelbaren Abfall der
Progesteronkonzentration begleitete Luteolyse induzieren und somit das Absterben der Friich-
te in erster Linie durch Blockade der uterinen Progesteronrezeptoren hervorrufen (GALAC et
al. 2000; FIENI et al 2001a, c).

Bei allen behandelten Hiindinnen nahmen die Estradiol-17-$-Konzentrationen einen @hnli-
chen Verlauf und wiesen die fiir den Hund typischen (EDQUIST et al. 1975; AUSTAD et al.
1976; KOSTER 1999) Verlaufsmuster in der physiologischen Trichtigkeit auf. Demnach
konnte anhand der Estradiol-17B-Konzentration kein Einfluss der Medikation auf die Ovar-
funktion abgeleitet werden. Ahnliche Beobachtungen machten auch FIENI et al. (2004) bei
mit Aglepristone behandelten Katzen. Im Gegensatz dazu hat die Behandlung mit Mifepristo-
ne in der mittleren Lutealphase der Frau eine Verringerung der Estradiol-173- und LH-
Sekretion zur Folge (GARZO et al. 1988; CURRY u. NOTHNICK 1996). Nach den von
HOPPEN (1990) zusammengefassten Erkenntnissen erniedrigen basale Estradiol-17f3-
Konzentrationen, wie sie in der Lutealphase der Hiindin vorliegen, die Plasmaspiegel von LH
und FSH auf hypophysédrer Ebene, wihrend Progesteron Einfluss auf die hypothalamische
Pulsfrequenz ausiibt. Als Ursache fiir die vorzeitige Luteolyse und das in vielen Fillen ver-
kiirzte Interdstrusintervall bei mit Aglepristone behandelten Hiindinnen wird ein Effekt des
Antiprogestins auf hypothalamisch-hypophysdrer Ebene vermutet (CONCANNON et al.
1990; GALAC et al. 2000; FIENI et al. 2001a, b, ¢). Ein hypophysirer Effekt auf den Regel-
kreis der Estradiol-17B-Produktion kann demnach aufgrund der in dieser Studie erzielten Er-
gebnisse wihrend der Lutealphase der graviden Hiindin ausgeschlossen werden. Inwiefern
eine Wirkung des Aglepristones auf hypothalamischer Ebene zu verzeichnen ist, muss in wei-
terfiihrenden Untersuchungen unter Einbeziehung von GnRH, FSH und LH geklért werden.
Nach der Ovulation stiegen die Progesteronkonzentrationen im Zuge der Gelbkorperanbil-
dung (Tag 0 bis 15 p.ov.) steil an und blieben wihrend der Gelbkorperbliite (Tag 16 bis 30
p.ov.), wie bei SMITH und McDONALD (1973) und CONCANNON (1984, 1986) beschrie-
ben, korrespondierend zu den Kontrollhiindinnen, auf hohem Niveau. Dies blieb auch unter

der Medikation (Tag 24 und 25 p.ov.) und in den darauf folgenden Tagen der Gelbkorperbliite
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unverindert. Somit war ein deutliches Absinken der Progesteronkonzentration in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen von GALAC et al. (2000) und FIENI et al. (2001a, ¢), wéh-
rend oder kurz nach der Behandlung bei keiner der Hiindinnen zu beobachten. Auch die Wie-
derholungsmedikation (Tag 36 und 37 p.ov.) in der Phase der frithen Gelbkdrperregression
blieb ohne unmittelbare Reaktion auf die Progesteronkonzentration. Dagegen war ein deutli-
cher Abfall der Progesteronwerte in Koinzidenz mit dem Tod der jeweils letzten Frucht zu
verzeichnen, der beim Vergleich des entsprechenden Zeitraums der Lutealphase der Kontroll-
tiere fiir eine Beschleunigung bzw. Verstirkung der Gelbkorperregression im Sinne einer Lu-
teolyse spricht. Ahnliche Beobachtungen machten auch FIENI et al. (2001c) in Studien mit
Aglepristone bzw. CONCANNON et al. (1990) mit Mifepristone. Die Ergebnisse zeigen, dass
wie bereits von CONCANNON et al. (1990) diskutiert wurde, die Funktion des caninen
Gelbkorpers in der Trachtigkeit auch von der Integritdt des feto-plazentdren Gewebes abhén-
gig ist.

Bei einem mit Aglepristone herbeigefiihrten Tréachtigkeitsabbruch in der fortgeschrittenen
Graviditdt wird die Austreibung der Feten von einem Anstieg an PGF,,-Metaboliten begleitet
(FIENI et al. 2001b, c). Ob dem in der vorliegenden Studie beobachteten vorzeitigen Abfall
der Progesteronkonzentration ein entsprechender Zusammenhang zugrunde liegt, kann nicht
belegt werden, da begleitende Messungen von PGF,,-Metaboliten fehlen. Bei der Frau und
bei der Ratte 16st die Gabe von Mifepristone Uteruskontraktionen bei zeitgleicher Zunahme
an uterinem PGE; und PGF,, aus, was offensichtlich Folge und nicht Ausléser der uterinen
Aktivititen ist (HILL et al. 1990; ARKARAVICHIEN u. KENDLE 1992). Laut CSAPO
(1973) zeigt der nicht gravide Uterus der Frau wihrend der Lutealphase spontane Kontraktio-
nen, wihrend die Aktivitdt des graviden Uterus durch die Balance zwischen dem intrinsischen
Suppressor, Progesteron, und dem Stimulator, PGF,,, reguliert wird. Diesem Phdnomen miiss-
te bei der Hiindin durch Bestimmung von endogenem PGF,, und Progesteron bei Verkiirzung
der Blutprobenentnahmeintervalle nachgegangen werden. Auf diese Weise wiére auch die
Frage zu kléren, ob intrauteriner Fruchttod und —resorption oder —abort mit einer Ausschiit-
tung von PGF,, einhergeht und wie die ovariale Progesteronsekretion darauf reagiert.

Die mit Aglepristone behandelten Hiindinnen A1l und A3 wiesen Interdstrusintervalle von
sechs Monaten, Hiindin A2 von vier Monaten, auf, was mit den Angaben von CONCANNON
et al. (1990), GALAC et al. (2000) und FIENI et al. (2001a, ¢) tiber eine mogliche Verkiir-

zung des Laufigkeitsintervalls nach Gabe von Antiprogestinen {ibereinstimmt.



132

GALAC et al. (1999) und FIENI et al. (2001¢) vermuten, dass Aglepristone hypothalamische
Progesteronrezeptoren besetzt und somit dem negativen Feedback-Effekt des Progesterons
durch vermehrten Aussto3 gonadotroper Hormone entgegenwirkt, so dass eine Verkiirzung
des Laufigkeitsintervalls nicht nur auf eine vorzeitige Luteolyse, sondern auch auf eine Ver-
kiirzung des Andstrus durch vorzeitige FSH-Ausschiittung zuriickzufiihren ist.

Bei allen drei Hiindinnen war in der ersten Triachtigkeit in der Phase der fortschreitenden
Fruchtverluste (Tag 31 bis 46 p.ov.) ein Abfall der peripheren Relaxinkonzentration zu ver-
zeichnen. Es gilt als erwiesen, dass Relaxin beim Hund iiberwiegend in der Plazenta und nur
in geringerem Maf3e in den Ovarien gebildet wird (STEINETZ et al. 1989; STEWART 1992;
KLONISCH et al. 1999), wobei genaue Angaben iiber den ovarialen Relaxinanteil an der Ge-
samtrelaxinkonzentration im peripheren Blut fehlen. Im Corpus luteum des ingraviden Weil3-
biischelaffen wird die Steroidproduktion durch Relaxin in allen Stadien der Gelbkdrperphase
angeregt (BEINDOREFF et al. 2001). Dieser Effekt ist dosisabhéingig. Mit zunehmender Reife
des Gelbkorpers wird eine hohere Relaxindosis benétigt, um die Steroidproduktion auf hohem
Niveau zu halten, womit bei dieser Spezies eine lokale luteotrope Wirkung des Relaxins be-
legt wird (VERHAGEN 2002).

Die dopplersonographisch ermittelten Profile der Blutflussgeschwindigkeit der mit
Aglepristone behandelten Hiindinnen dhnelten bis Tag 40/45 p.ov. denen der Kontrollhiindin-
nen. Danach sanken die Flussgeschwindigkeiten ab. Die Flusskurve erreichte in individuell
unterschiedlicher Auspriagung im Vergleich zu den unbehandelten Hiindinnen fiinf bis zehn
Tage friiher die von KOSTER et al. (2001) fiir die spite Lutealphase beschriebene Form. Die
Flussgeschwindigkeiten fielen wihrend der Gelbkorperregression auf Werte ab, die mit denen
der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen vergleichbar waren. Die Indizes PI
und RI waren wihrend der Gelbkorperbliite und -regression denen der unbehandelten Hiin-
dinnen dhnlich, jedoch zeigte sich der relative Anstieg von PI und RI bei den mit Aglepristone
behandelten Hiindinnen schon um Tag 40 p.ov. und damit fiinf bis zehn Tage friiher als bei
den Kontrolltieren. Die S/D- und A/B-Quotienten verhielten sich mit gleich bleibenden Wer-
ten in den Phasen der Gelbkorperbliite und frithen -regression und einem Anstieg wahrend der
fortgeschrittenen Regression dhnlich wie die der unbehandelten Hiindinnen. Wie in analoger
Weise von KOSTER et al. (2001) bei tragenden Hiindinnen beschrieben, unterschieden sich
die Flussgeschwindigkeiten und Indizes der Ovarien im Rechts-Links-Vergleich nicht deut-

lich.
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Ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen Medikation und dopplersonographischen Para-
metern konnte nicht hergestellt werden, jedoch nahmen die ovarialen Blutflussgeschwindig-
keiten (SPV, EDV und DPV) nach dem Verlust der letzten Frucht, korrespondierend mit dem
Absinken der Progesteron- und Relaxinwerte, deutlich ab.

Obwohl von KOSTER et al. (2001) beim Hund eine positive Korrelation zwischen Progeste-
ronkonzentration und ovarialem Blutfluss nachgewiesen wurde, hat Progesteron im Allge-
meinen keinen perfusionsfordernden Effekt im Ovargewebe. Vielmehr scheint die Zufuhr von
Nahrstoffen und luteotropen Hormonen die Produktion von Progesteron zu steigern (NIS-
WENDER et al. 1975; ELLINWOOD et al. 1978). Dem LH wird eine durchblutungssteigern-
de Wirkung zugeschrieben, die bei verschiedenen Spezies vor allem durch eine rasche, prio-
vulatorische Zunahme der ovarialen Durchblutung zum Zeitpunkt des LH-Peaks charakteri-
siert ist (WURTMAN 1964; PIACSEK u. HUTH 1971; JANSON 1975; NISWENDER et al.
1975; LEE u. NOVY 1978; WEINER et al. 1993) und auch fiir den Hund beschrieben wird
(KOSTER et al. 2001). So resultiert die Gabe von anti-LH-Serum beim Schaf in einer signifi-
kanten Abnahme des ovarialen Blutflusses (NISWENDER et al. 1976). Dopplersonographi-
sche Untersuchungen des ovarialen Blutflusses Aglepristone-behandelter und zeitgleich LH-
substituierter Hiindinnen konnten das Ausmal} der durch Antiprogestine gehemmten LH-
Stimulation am Ovar nédher charakterisieren und zur Kliarung der Frage beitragen, ob der feh-
lende luteotrope Stimulus allein oder in Verbindung mit weiteren durchblutungshemmenden
Faktoren fiir die verminderte Perfusion der Ovarien verantwortlich zu machen ist.

OKKENS et al. (1985) haben bewiesen, dass der Uterus der zyklischen Hiindin keinen Ein-
fluss auf die Lebensspanne des Corpus luteum hat, jedoch vermuten SMITH u. McDONALD
(1974), dass ein plazentdres Luteotropin bei der tragenden Hiindin die Aufrechterhaltung der
Corpus-luteum-Funktion zusitzlich gewéhrleistet. Bei Callithrix jacchus handelt es sich bei
diesem plazentiren Luteotropin laut BEINDORFF et al. (2001) und VERHAGEN (2002) um
Relaxin. Relaxin ist offensichtlich an der Dezidualisierung endometrialer Stromazellen betei-
ligt und schafft durch die entsprechende Gewebemodellierung die Voraussetzung fiir die Im-
plantation (ZHU et al. 1990; CHEN et al. 1998). Es beeinflusst die fiir die Einnistung not-
wendige Gewebevorbereitung, indem es die Angiogenese fordert (EINSPANIER et al. 2001)
und gewebemodulierende Enzyme aktiviert (HWANG et al. 1996). Ahnliche Vorginge sind
auch am Ovar denkbar, da fiir die Formation des Corpus luteum ebensolche Remodulierungs-

vorgange wie Umbau und Angiogenese wichtig sind (DICKSON et al. 2001). In weiterfiih-
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renden Untersuchungen ist somit zu kldren, ob eine verminderte Ovarperfusion durch eine mit
dem Verlust der feto-plazentiren Integritdt einhergehenden verringerten Stimulation mit Re-
laxin ausgelost wird oder ob der Riickgang der ovarialen Durchblutung urséchlich durch an-
dere Faktoren (z. B. Ausschiittung von PGF,, aus dem uterinen Gewebe) eingeleitet wird und
nachfolgend eine Unterversorgung des Ovars infolge herabgesetzter luteotroper Stimulation
die angiostatischen Abbauvorginge weiter unterhlt.

Im histologischen Bild fiel im direkten Vergleich zu den Kontrollhiindinnen auf, dass sich die
Mehrzahl der Luteinzellen der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen am Tag der OVH
(Tag 30 bis 33 p.ov.) in einem fortgeschritteneren Stadium der Regression befanden. Nur
Hiindin A2, die zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie die geringste Zahl an Fruchtresorpti-
onen aufwies, zeigte im Vergleich zu den Hiindinnen A1 und A3 eine bessere Versorgung mit
groflen und kleinen Gefdlen und die geringste Vakuolisierung der Luteinzellen. Das Zellbild
war iiberwiegend mit dem der Kontrollhiindinnen vergleichbar. Dagegen dhnelte das histolo-
gische Bild der Gelbkorper der Hiindin A1, die zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie be-
reits alle Friichte resorbiert hatte, in mehreren Lokalisationen dem der mit Cloproste-
nol/Cabergolin behandelten Tiere.

Bei allen drei Hiindinnen waren viele der kleineren GefdB3e von Ansammlungen kleiner Zellen
umgeben, die nicht ndher charakterisiert werden konnten, und deren Ursprung in weiterfiih-
renden Untersuchungen zu kliren ist.

Aus welchem Grund sich die Gelbkdrper der Hiindin A1 in einem fortgeschritteneren Stadium
der Regression befanden als die der Hiindinnen A2 und A3, bleibt weiteren Studien vorbehal-
ten. Insbesondere zur Frage, ob das Einsetzen degenerativer Verdnderungen einer individuell
vermehrten Sensibilitdt gegeniiber dem Medikament, dem massiven Absterben der Friichte
oder einem verringerten Stimulus durch luteotrope Substanzen entspringt, konnte hier eine
weitere Analyse des stromalen Gefédllbettes sowie der Relaxin- und Progesteronrezeptoren
und weiterer Komponenten des Cholesteroltransportes und der Progesteronproduktion weitere
Erkenntnisse bringen. Weiterhin wire zu kldren, ob bei der Hiindin Al eine im Gruppenver-
gleich massivere Luteolyse eingesetzt hatte, oder ob die degenerativen Verdanderungen friiher
eingesetzt haben als bei den Hiindinnen A2 und A3, und demnach zum Zeitpunkt der Ovario-

hysterektomie zeitlich weiter fortgeschritten waren.
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Nach Abschluss der Resorptionen/Aborte findet nach CONCANNON et al. (1990) und FIENI
et al. (2001c) eine vorzeitige Luteolyse statt, die moglicherweise durch einen Wegfall lute-
otroper Substanzen ausgelost wird. Da die Luteotropine LH und Prolaktin in dieser Studie
nicht ermittelt wurden, konnen diesbeziiglich keine Angaben gemacht werden. Die histologi-
schen Bilder aller mit Aglepristone behandelten Hiindinnen weisen jedoch, anders als die
Progesteronkonzentrationen, auf bereits vor dem Verlust der letzten Frucht einsetzende luteo-
lytische Verdnderungen der Gelbkorper hin, da die Trachtigkeiten der Hiindinnen A2 und A3
zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie nicht komplett beendet waren. Zudem muss zwi-
schen der funktionellen und der strukturellen Luteolyse unterschieden werden, da das Absin-
ken der Progesteronkonzentrationen als Zeichen der funktionellen Luteolyse dem Beginn der
strukturellen Luteolyse offensichtlich folgt.

Die immunhistologischen Untersuchungen erbrachten bei allen mit Aglepristone behandelten
Tieren weniger 3-B-HSD- und Relaxin-positive Zellen als bei den Kontrollhiindinnen, wobei
die Gelbkorper der Hiindin A2 im Vergleich zu A1 und A3 mehr und deutlichere Signale
zeigten. Aufgelockerte und vakuolisierte Bereiche wiesen meist eine negative Immunreaktion
auf, doch waren bei zytoplasmatisch destrukturiert erscheinenden Luteinzellen in vielen Fal-
len positive Signale und intakt erscheinende Zellkerne zu erkennen. Wie von ANDERSEN
und SIMPSON (1973) beim Hund fiir die physiologische Gelbkdrperregression beschrieben,
fand dieser Prozess auch bei den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen nur an einzelnen
Zellen statt. Entsprechend den beim Weillbiischelaffen (FRASER et al. 1999) und Menschen
beschriebenen (ADAMS u. HERTIG 1969) Befunden, waren bei der Hiindin sowohl in gerin-
gerem Maf3e wihrend der physiologischen Gelbkorperregression, als auch nach Aglepristone-
Gabe, stark vakuolisierte Zellen zu finden, die jedoch noch einen lichtmikroskopisch intakten
Zellkern aufwiesen und trotz stirkerer Vakuolisierung grof3tenteils in der Lage waren, Pro-
gesteron und Relaxin zu synthetisieren.

Nach GALAC et al. (2000) und FIENI et al. (2001a, b, ¢) kommt es beim Hund durch die
Gabe von Aglepristone zu einer Blockade hypothalamisch-hypophysérer Progesteronrezepto-
ren und damit unter der Medikation zu einem vorgetduschten Abfall der Blut-
Progesteronkonzentration, woraufhin der Organismus zundchst auf hypothalamisch-
hypophysérer Ebene durch Ausschiittung von Prolaktin und LH eine Stimulation der Lutein-

zellen zu vermehrter Progesteronsekretion anregt.
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Mit Hilfe des Nachweises von 3-B-HSD konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden,
dass die Luteinzellen, korrespondierend mit den Progesteronkonzentrationen, nach Auftreten
der ersten Fruchtresorptionen noch in der Lage sind, Progesteron zu sezernieren. Diese Fahig-
keit scheint mit dem Fortschreiten luteolytischer Verdnderungen zu schwinden, da von Tag 46
bis 60 p.ov. der ersten Trachtigkeit alle drei mit Aglepristone behandelten Hiindinnen deutlich
geringere Progesteronkonzentrationen als die Kontrolltiere aufwiesen. Die mittlere Progeste-
ronkonzentration entsprach in dieser Phase den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Tie-
ren und deutet somit auf eine vorzeitige funktionale Luteolyse hin.

Letztlich kann ein direkter ovarialer Effekt von Aglepristone nicht ausgeschlossen werden, da
Mifepristone die Aktivitdt der 3-B-HSD im menschlichen Ovargewebe in vitro zu unterdrii-
cken vermag (DIMATTINA et al. 1986 ) und auch die mit Aglepristone behandelten Hiindin-
nen eine geringere Immunreaktion fiir 3-B-HSD zeigten als die Kontrolltiere. SPITZ et al.
(1994) vertreten die Hypothese, dass Mifepristone beim Menschen direkt am Ovar wirkt, je-
doch werden zur kompletten Blockade der ovarialen Progesteronsekretion grole Mengen an
Antiprogestinen bendtigt, was eine Luteolyse ausschlieBlich durch ovariale Effekte unwahr-
scheinlich macht. Vielmehr wird der hauptsédchliche luteolytische Effekt in einer Drosselung
der Luteotropinsekretion liegen, da Endometrium und Hypophyse des Menschen eine hohere
Sensitivitit gegeniiber Antiprogestinen aufweisen als das Ovar. Verlaufskontrollen von LH
und Prolaktin unter Aglepristone-Medikation bis nach Komplettierung der Luteolyse konnten
in weiterfilhrenden Studien weiteren Aufschluss bringen. Da im Gelbkdrper des Hundes in
der mittleren Lutealphase Progesteronrezeptoren zu finden sind (PAULSMEIER 1998; VER-
MEIRSCH et al. 2001) und laut ROTHCHILD (1981 u. 1996) die Mdglichkeit einer autokri-
nen Stimulation der Progesteronsekretion iiber Progesteronrezeptoren und dariiberhinaus
vermutlich iiber weitere Wege besteht, konnen Antiprogestine mdoglicherweise auch beim
Hund direkt am Ovar agieren und sind somit fiir den degenerativeren Zustand der Luteinzel-
len nicht auszuschlieBen.

Eine sinkende Relaxinkonzentration mit nachfolgend abfallenden Progesteronwerten und die
Tatsache, dass das canine Ovar, wie schon bei STEINETZ et al. (1989) und KLONISCH et al.
(1999) beschrieben und in der hier vorliegenden Studie bestitigt, zu erheblicher Relaxinpro-
duktion fahig ist, konnte auch beim Hund als ein Hinweis auf eine luteotrope Funktion des

Relaxins gewertet werden.
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Das bei den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen in Koinzidenz mit den degenerativen
Verianderungen an den Luteinzellen nachgewiesene Absinken der ovarialen Relaxinprodukti-
on kann ferner Anlass zu der Vermutung geben, dass nicht nur das in der Plazenta, sondern
auch das im Ovar gebildete Relaxin seine eigene Synthese und die Funktion der Gelbkorper
stimuliert.

Die Luteinzellen der Hiindinnen A1 bis A3 zeigten im Allgemeinen mehr positive Reaktionen
fiir Nekrose als die der Kontrollen. AuBlerdem erschien die Anzahl nekrose-positiver Endo-
thelzellkerne erhoht. Diese Befunde deuten darauf hin, dass Aglepristone beim Hund an den
Luteinzellen der tragenden Hiindin keine Form des programmierten Zelltodes ausgelost hat,
die mit den hier angewandten Verfahren identifiziert werden konnte. Die degenerativen Ver-
dnderungen schienen vor allem nekrosebedingt zu sein, was mit Hilfe elektronenmikroskopi-
scher Untersuchungen genauer zu charakterisieren wére. Das im Vergleich zu den Kontrolltie-
ren vermehrte Auftreten nekrotischer Verdnderungen in den Endothelzellen der Gelbkdrper
konnte ein Anzeichen fiir einen gefaBlokalisierten Ursprung der Luteinzell-Degeneration be-

deuten.

4.7. Ovarfunktion in den durch Cloprostenol/Cabergolin gestorten Trichtig-

keiten

Die Estradiol-17p-Konzentrationen wiesen den fiir die canine Lutealphase typischen Verlauf
auf (EDQUIST et al. 1975; AUSTAD et al. 1976) und zeigten somit keine Reaktion auf die
Cloprostenol/Cabergolin-Medikation oder den Verlust der Friichte.

Entsprechend den Beobachtungen von JACKSON et al. (1984), SHILLE et al. (1984), FIENI
et al. (1989), SALPIGTIDOU (1998) u. a. zeigten die Progesteronkonzentrationen einen
Tag nach Medikationsbeginn einen steilen Abfall. Der Wiederanstieg der Progesteronwerte
drei bis sieben Tage nach Behandlungsbeginn und das erneute Absinken unter der Wiederho-
lungsmedikation auf ein konstant niedriges Niveau bestétigt die Ausfithrungen von LEIN et
al. (1989), CONCANNON und MEYERS-WALLEN (1991), ROMAGNOLI et al. (1991) und
SALPIGTIDOU (1998), wonach die Gelbkorper der Hiindin im Vergleich zu anderen Spezies
weniger ansprechbar fiir die Wirkung von PGF,, sind und eine vollstindige Luteolyse nur
durch wiederholte PGF,,-Gaben zu erzielen ist. Eine unmittelbare Reaktion der Progesteron-

konzentration in Zusammenhang mit Fruchtverlusten war in keinem Fall zu erkennen.
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Zwischen den Laufigkeiten der mit Cloprostenol und Cabergolin behandelten Hiindinnen C1
und C2 lagen 3 % bzw. 10 Monate. Eine Verkiirzung des Ostrusintervalls wird nach OETTLE
et al. (1985) im Allgemeinen bei Hiindinnen beobachtet, die wihrend der ersten acht Wochen
der Lutealphase mit PGF,, in einer Dosierung von 60-500 pg/kg/Tag fiir drei bis sechs Tage
behandelt wurden, jedoch konnte diese Beobachtung von LANGE (1995) und SALPIGTI-
DOU (1998) nicht in jedem Fall bestitigt werden. Nach LANGE (1995) ist es nicht mdglich,
die Verkiirzung des Ostrusintervalls nach einer PGF,,-Behandlung vorauszusagen, wobei
moglicherweise auch das Alter der Hiindin und das individuell unterschiedliche natiirliche
Liaufigkeitsintervall eine Rolle spielen konnen. Auch eine Kombinationsbehandlung mit
PGF,, und Prolaktinantagonisten fiihrt nicht in jedem Fall zu einer Verkiirzung des Ostrusin-
tervalls (ONCLIN et al. 1995; ONCLIN u. VERSTEGEN 1999).

Die Ergebnisse der dopplersonographischen Untersuchungen bestdtigen die Ergebnisse von
KOSTER et al. (2001). Die durch Cloprostenol und Cabergolin erfolgte Hemmung der Gelb-
korperfunktion ging mit einem drastischen Riickgang der Ovarperfusion einher. Zwei bis vier
Tage nach Medikationsbeginn verschlechterte sich die Darstellbarkeit der ovarialen Struktu-
ren mit deutlicher Reduktion der Farbkodierung. Bei einer Hiindin (C1) waren die Blutfliisse
am Tag 38 p.ov. der ersten Triichtigkeit, wie auch schon von KOSTER et al. (2001) beobach-
tet, auf ein mit dem verwendeten Dopplersystem nicht mehr detektierbares Niveau gesunken.
Die Hiillkurvenprofile der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen verdnderten
sich ab Tag 28 p.ov. und dhnelten bereits in dieser Phase den Flussmustern, die bei der Kon-
troll- und Aglepristonegruppe erst im letzten Abschnitt der graviden Lutealphase (Tag 41 bis
60 p.ov.) auftraten. Die Indizes PI und RI waren zwischen Tag 32 und 60 p.ov. hoher als bei
den Kontrollhiindinnen und den mit Aglepristone behandelten Tieren. Der S/D- und A/B-
Quotient verhielten sich dhnlich wie in der Kontrollgruppe und erwiesen sich aus diesem
Grunde in Bestitigung der Aussagen von KOSTER et al. (2001) als ungeeignet fiir die Cha-
rakterisierung ovarialer Funktionsverdnderungen. Im Seitenvergleich der Ovarien war bei
keiner der Hiindinnen ein Unterschied in den Blutflussgeschwindigkeiten oder in den Indizes

PI und RI festzustellen.
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Es ist bekannt, dass die Gabe von PGF,, beim Hund zu einer mit drastisch verminderter ova-
rialer Durchblutung einhergehenden Luteolyse fiihrt (KOSTER et al. 2001). Der durchblu-
tungsvermindernde Effekt von PGF,, wird einer vasokonstriktorischen Wirkung im Bereich
der extralutealen Arterien zugeschrieben, wodurch die Perfusion des Gelbkorpers reduziert
wird. Durch die Umverteilung des Blutflusses kommt es innerhalb des Corpus luteum zu einer
lokalen Ischéimie, die den Abbau des Gewebes induziert (WILTBANK et al. 1990). KOSTER
et al. (2001) unterstiitzten die Vermutung, dass PGF,, bei der Hiindin in der Gelbkorperphase
einen direkten oder indirekten durchblutungsvermindernden Effekt ausiibt, der sich hemmend
auf die Funktionsfdhigkeit der Luteinzellen und damit auf die Progesteronsekretion auswirkt.
Die Blutflussgeschwindigkeiten sowie die farbige Darstellbarkeit der intraovarialen Gefélle
blieben bei der Hiindin C3 im Vergleich zu den beiden anderen Tieren dieser Gruppe am
langsten auf relativ hohem Niveau. Bis zur Ovariohysterektomie (Tag 34 p.ov.) war im
dopplersonographischen Bild kaum eine Abnahme der Farbigkeit festzustellen, wahrend bei
den Hiindinnen C1 und C2 ab Tag 28 p.ov. eine deutliche Reduktion der Farbigkeit und eine
Verkleinerung und Verschmélerung der Farbpunkte festgestellt werden konnte, und die Re-
duktion der Farbigkeit mit dem Einsetzen der ersten Fruchttode einherging. Bei Hiindin C3
trat eine Resorption nach Erstmedikation am Tag 31 p.ov. auf, ein weiterer Fruchttod konnte
danach am Tag 34 p.ov. erst nach Zweitmedikation beobachtet werden, wobei an diesem Tag
auch die Intensitit der Farbigkeit erstmals nennenswert abnahm. Die dopplersonographischen
und histologischen Befunde der Hiindin C3 geben Anlass zu der Vermutung, dass neben der
speziestypischen relativen Unempfanglichkeit fiir die Wirkung des PGF,, (LEIN et al. 1989)
auch Unterschiede innerhalb der Individuen eine Rolle spielen. Weiterfithrende mikroskopi-
sche Untersuchungen auf einen unterschiedlichen Grad ischdmischer Schadigungen bei den
Hiindinnen der Gruppe C konnten diese Vermutung bestitigen.

Histologisch befanden sich die Gelbkorper am Tag der OVH (C1 Tag 33 p.ov., C3 Tag 34
p.ov.) wie schon bei SHILLE et al. (1984) beschrieben in einem Zustand der fortgeschrittenen
Regression. Nur vereinzelt war eine intakt erscheinende Zelle auszumachen. Insgesamt war
das Zytoplasma der Luteinzellen stark vakuolisiert und grob granuliert. Fast alle Zellkerne
wiesen Anzeichen des Untergangs auf, wobei sich die Gelbkorper der Hiindin C1 in einem

weiter fortgeschrittenen Stadium der Degeneration befanden als die der Hiindin C3.
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Bei beiden Tieren wiesen nur vereinzelte Luteinzellen eine positive Immunreaktion fiir 3-f3-
HSD und Relaxin auf, wobei im rechten Ovar der Hiindin C3, die im rechten Uterushorn zum
Zeitpunkt der Ovariohysterektomie zwei intakte Fruchtkammern und im linken Horn eine
Resorption und eine frisch abgestorbene Fruchtkammer aufwies, die meisten positiven Signa-
le zu erkennen waren. Die immunhistologischen 3-B-HSD-Befunde zeigen somit in Verbin-
dung mit den drastisch abgefallenen Progesteronkonzentrationen eine kaum noch bis nicht
mehr vorhandene Progesteronsekretion. Analog zu den Hiindinnen der Gruppe A blieb auch
bei den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Tieren, wie schon bei EINSPANIER et al.
(2002) beobachtet, die periphere Relaxinkonzentration trotz einsetzender Fruchttode und -
resorptionen konstant und fiel in der ersten Tréachtigkeit erst nach Verlust der letzten Frucht
ab. Dagegen konnte durch immunhistologischen Nachweis ovarialen Relaxins nachgewiesen
werden, dass die Gelbkorper bereits wenige Tage nach Beginn der Cloprostenol- und Caber-
golin-Behandlung kaum noch Relaxin produzierten und somit allenfalls eine verschwindend
geringe Menge zu dem in der Blutzirkulation gemessenen Relaxin beigesteuert haben konnen.
Ein grofer Anteil der in der H.-E.-Farbung deutlich pyknotischen Luteinzellkerne waren bei
beiden Hiindinnen Nekrose-positiv. Ferner waren die Kerne zahlreicher Endothelzellen posi-
tiv. Im Vergleich zu den Kontrollhiindinnen wurden weniger Apoptose-positive Endothelzell-
kerne gefunden. Auffallend ist hier die im Vergleich zu den Hiindinnen der Gruppe A gestei-
gerte Anzahl neu aufgetretener Zellkerne in der Nachbarschaft der Gefiale. DORE (1989)
beschreibt in den Gelbkorpern von Hiindinnen in der fortgeschrittenen Regression ein ver-
mehrtes Auftreten von Makrophagen, die sich zu Riesenzellen zusammenschlieen. Somit
bleibt zu kldren, ob es sich bei den in der vorliegenden Studie beobachteten Infiltraten mogli-
cherweise um Zellen des immunologischen Systems wie Makrophagen und Lymphozyten
handelt, die dhnlich wie bei der physiologischen Gelbkorperregression iiber den Blutweg an-
transportiert wurden, um den vermehrten Zelldetritus zu phagozytieren, oder ob die Kerne
anderen Zellen zuzuordnen sind.

Das Ovar unterliegt auch unter physiologischen Bedingungen zyklischen Umbauvorgéingen,
deren periodische Durchblutungsdynamik durch ein Wechselspiel zwischen angiogenetischen
und angiostatischen Faktoren sowie vasoaktiven Mediatoren reguliert wird (REYNOLDS et
al. 1992). Die préipartale Luteolyse wird einer plazentiren Ausschiittung von PGF,, zuge-

schrieben (OKKENS et al. 1985; CONCANNON et al. 1988; HOFFMANN et al. 1996).
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Der in diesem Zusammenhang von WILTBANK et al. (1990) und ROMAGNOLI et al.
(1993) beschriebene vasokonstriktorische Effekt scheint sich durch die in der vorliegenden
Studie erhobenen Befunde der dopplersonographischen Untersuchungen zu bestétigen, wel-
che an die Ergebnisse von KOSTER et al. (2001) ankniipfen. Eine durch die Ischimie hervor-
gerufene nutritive Unterversorgung konnte auch fiir die nekrotischen Verdnderungen der Lu-
tein- und Endothelzellen verantwortlich sein, wohingegen eine damit einhergehende vermin-
derte luteotrope Stimulation eine Erkldrung fiir das Einsetzen endogener degenerativer Me-
chanismen bedeuten konnte. Weiterfiihrende Untersuchung des ovarialen GefaBsystems und
detailliertere Erkenntnisse iiber die Verdnderungen angiogenetischer Faktoren konnten die
Hypothese einer durch Ischdmie hervorgerufenen Nekrose der Lutein- und Endothelzellen

untermauern.

4.8. Zusammenfassende Schlussbetrachtung des aktuellen Kenntnisstandes

iiber die canine Luteolyse

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben gezeigt, dass die Luteolyse beim Hund sowohl
im Rahmen der physiologischen Gelbkorperregression als auch im Zuge medikamentoser
Induktion auch mit nekrotischen Verdnderungen einher zu gehen scheint.

In allen drei Gruppen wurde eine Nekrose der Lutein- und Endothelzellkerne nachgewiesen,
wobei die Anzahl der Nekrose-positiven Zellkerne in der Kontrollgruppe am geringsten war,
gefolgt von den mit Aglepristone und den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindin-
nen. Bei allen Tieren waren Apoptose-positive Endothelzellkerne gleichermaBlen vereinzelt zu
finden. Auffallend ist, dass in den in dieser Studie untersuchten Gelbkorpern weder mit der
Annexin-V-, noch mit der TUNEL-Methode Luteinzellen dargestellt werden, die als deutlich
Apoptose-positiv einzustufen waren. Auch im Gelbkdrper zyklischer Hiindinnen konnten
SONNACK et al. (2003) mit der TUNEL-Methode keine Apoptosen nachweisen. Als Ursa-
che fiir das Fehlschlagen einer deutlichen Reaktion konnte, wie auch im Falle der o. g. Pro-
gesteronrezeptoren, eine fiir die angewandten Methoden zu lange Fixation der Organe in
4%igem gepufferten Formalin in Frage kommen, die moglicherweise auf eine Empfindlich-
keit des Gewebes gegeniiber lingerer Fixierung hindeutet, die in folgenden &hnlichen Unter-

suchungen beriicksichtigt werden sollte.
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Bei lidngerer Fixierungsdauer werden zelluldre Proteinstrukturen stark vernetzt, so dass die
nachzuweisenden Komponenten durch die iiblichen Demaskierungsmethoden fiir die Nach-
weisreagenzien unzuginglich werden (NOLL u. SCHAUB-KUHNEN 2000) und moglicher-
weise ein zu schwaches oder falsch-negatives Signal resultiert.

Hingegen konnten AIUDI et al. (2004) mittels DNA-laddering und Gel-Elektrophorese so-
wohl bei zyklischen, als auch bei tragenden und mit PGF,, behandelten Hiindinnen eine apop-
tosebedingte DNA-Fragmentierung in Corpora lutea verschiedener Gelbkorperphasen auffin-
den, wobei sich die Anzahl apoptotischer Zellen im Laufe der Gelbkorperphase erhohte und
bei den mit PGF,, behandelten Hiindinnen hochste Werte beobachtet wurden, jedoch Anga-
ben iiber die Verteilung lutealer und nicht lutealer Zellen (z. B. Endothelzellen) fehlen. Im
Gegensatz dazu konnten SONNACK et al. (2003) mittels elektronenmikroskopischer Unter-
suchungen und dem Nachweis von Caspase-3, einem Effektor im apoptotischen Prozess, in
Gelbkdrpern ingravider Hiindinnen erst ab Tag 60 p.ov. erste Anzeichen apoptotischer Ver-
anderungen der Luteinzellen nachweisen. Diese divergenten Ergebnisse beruhen wahrschein-
lich auf den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden und untermauern die Relevanz weite-
rer Studien.

SPERANDIO et al. (2000) sind der Ansicht, dass eine Unterteilung von Zelltod in Apoptose
und Nekrose nicht ausreicht, um alle Formen des Zellunterganges exakt zuzuordnen. So fan-
den sie im Zentralen Nervensystem Zellen, die Merkmale sowohl von Apoptose als auch von
Nekrose aufwiesen, jedoch keiner Zelluntergangsform eindeutig zugeordnet werden konnten.
Sie nannten diese Form des Zelltodes wegen seiner Ahnlichkeit mit der Apoptose Paraptose
und vermuten neben der Apoptose eine Form des nichtapoptotischen, aber trotzdem pro-
grammierten Zelltodes, der durch unterschiedliche Mechanismen reguliert wird.

Die Anwesenheit apoptotischer Luteinzellen im Rahmen der physiologischen Gelbkorperreg-
ression ist auch bei Schaf (KENNY et al. 1994), Rind (JUENGEL et al. 1993; ZHENG et al.
1994), Pferd (AL-ZI’ABI et al. 2002), Ratte (BRUCE et al. 2001), Hase (DHARMARAJAN
et al. 1994) und Hamster (McCORMACK et al. 1998) erwiesen. Die Behandlung des Weil3-
biischelaffen (YOUNG et al. 1997), der Ratte (BOONE u. TSANG 1998; WANG et al. 2003)
und des Schafs (RUEDA et al. 1995) mit PGF,,, und die Gabe eines Antiprogestins bei der
Ratte (TELLERIA et al. 2001) fiihrt zu einer Zunahme apoptotischer Luteinzellen.
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Dagegen wurden bei Stuten (AL-ZI’ABI et al. 2002) und WeiB3biischelaffen wéhrend der na-
tiirlichen Gelbkorperregression und auch nach einer Behandlung mit PGF,, (FRASER et al.
1999) Luteinzellen aufgefunden, die nicht den Kriterien des apoptotischen Zelltodes entspra-
chen und morphologisch den von SPERANDIO et al. (2000) und in der vorliegenden Arbeit
beim Hund beschriebenen Zellen dhnelten. Sie wurden als stark vakuolisiert und mit teilweise
intakt erscheinendem Zellkern beschrieben und als eine vermutlich bislang unbekannte Form
des Zelluntergangs charakterisiert (FRASER et al. 1999). Wihrend die Form des mit PGF,,
provozierten Zelluntergangs bei Schafen (SAWYER et al. 1990) und Kiithen (JUENGEL et al.
1993) dem der natiirlichen Regression &hnelt, findet sich bei Wei3biischelaffen (FRASER et
al. 1999) ein divergentes Bild. Speziesunterschiede werden dadurch erklirt, dass die luteale
Regression einiger Spezies physiologischerweise durch PGF,, uteriner (Schaf, Rind) bzw.
ovarialer Herkunft (Primaten) ausgeldst wird (McCRACKEN et al. 1999). Dieser Zusammen-
hang besteht bei der ingraviden Hiindin jedoch nicht.

Die Gelbkdrper der in der vorliegenden Studie untersuchten Kontrollhiindinnen befanden sich
im Stadium der beginnenden Gelbkdrperregression, definiert nach ANDERSEN und SIMP-
SON (1973). Inwiefern sich die Anzahl apoptotischer und/oder nekrotischer Luteal- und En-
dothelzellen in der fortgeschrittenen Gelbkdrperregression des Hundes erhdht, muss in weiter-
fiihrenden Untersuchungen gekldrt werden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von
Gelbkdrperzellen in verschiedenen Stadien der natiirlichen und induzierten Regression konn-
ten zur Charakterisierung der bei der Hiindin vorliegenden Form des Zellunterganges beitra-
gen.

Beim Schaf geht die natiirliche Luteolyse mit einem apoptosebedingten Untergang der lutea-
len Endothelzellen einher (SAWYER et al. 1990). Dagegen wurde beim Weil3bilischelaffen,
wie in der hier vorliegenden Studie beim Hund, kein massiver apoptotischer Tod der Endo-
thelzellen nachgewiesen (FRASER et al. 1999). Eine Studie an regressiven bovinen Gelbkdor-
pern zeigte, dass sich die meisten Endothelzellen schon vor Einsetzen apoptotischer Verénde-
rungen von ihrer Basalmembran 16sen und mit dem Blutstrom abtransportiert werden (MOD-
LICH et al. 1996). Ahnliche Vorginge konnten den beim Hund erhobenen Befunden zugrun-

de liegen.
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Beide hier verwendeten Behandlungen fiihrten in unterschiedlicher Auspriagung zu degenera-
tiven Verdnderungen im lutealen Gewebe. Wihrend PGF,, einen direkten luteolytischen Ef-
fekt ausiibt, der durch ein anndhernd synchrones Einsetzen der strukturellen und funktionellen
Luteolyse gekennzeichnet ist, findet die funktionelle Luteolyse beim Einsatz von Aglepristo-
ne mit einer zeitlichen Verzogerung zur strukturellen Degeneration des Gelbkorpergewebes
statt. Dennoch sind, wie vor allem bei Hiindin Al erkennbar, degenerierende Luteinzellen
noch fiir einige Zeit in der Lage, die fiir die Aufrechterhaltung der Trichtigkeit erforderliche
Progesteronproduktion zu gewihrleisten. Im Rahmen des provozierten Zelltodes durch irre-
versible Stoffwechselstorungen beginnt die letale Zellschddigung, je nach Art der Noxe, mit
frustranen Proliferationsvorgingen und anderen adaptiven Zellverdnderungen (RIEDE 1995).
Ob und in welcher Weise derartige Kompensationsmechanismen die Progesteronsekretion der
degenerierenden Luteinzelle sicherstellen, muss elektronenmikroskopischen Studien vorbe-
halten bleiben.

Bei allen degenerativ verdnderten Luteinzellen schien die Lyse von der Zellperipherie auszu-
gehen und von einer Destabilisierung des Zytoskeletts begleitet zu sein. Daher bleibt fraglich,
ob der Zelluntergang bei den drei Gruppen, begleitend oder ausschlieBlich, durch eine toxi-
nartige Wirkung, moglicherweise durch die Ausschiittung endogener Enzyme, ausgelost wor-
den ist.

Im Falle der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen konnte die Beteiligung va-
sokonstriktiver Einfliisse an der Luteolyse dopplersonographisch erfasst werden. Der immun-
histologische Nachweis wahrscheinlich durch ischdmische Prozesse bedingter nekrotischer
Lutein- und Endothelzellen unterstiitzt somit die Vermutungen anderer Autoren (PHARRISS
et al. 1971; SHILLE et al. 1984; KOSTER et al. 2001). Dem Vorkommen apoptotischer En-
dothelzellen und dem Grad der GefaBschiddigung muss in weiterfithrenden Untersuchungen

nachgegangen werden.
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Nach neueren Erkenntnissen von BEINDORFF et al. (2001) und VERHAGEN (2002) sollte
dem Relaxin und seinen ovarialen Rezeptoren beim Hund in Hinblick auf eine mogliche lute-
otrope Funktion besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. Erste diesbeziigliche Hinwei-
se sind bei den mit Antiprogestin behandelten Hiindinnen abzuleiten, bei denen Progestero-
nabfall und Grad der Luteolyse mit fortschreitendem Fruchtverlust und Absinken der periphe-
ren Konzentration des beim Hund vor allem im Synzytiotrophoblasten produzierten Relaxins
einher zu gehen scheinen (STEINETZ et al. 1989; STEWART et al. 1992; KLONISCH et al.
1999).

Die divergenten histologischen und immunhistologischen Befunde an den Gelbkorpern des
rechten bzw. linken Ovars der Hunde K1, A1, A2 und C3 geben auch bei dieser Spezies erste
Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung der lutealen Beschaffenheit durch gleichseitige
uterine Faktoren. Bei Rind, Schwein und Schaf wurde ein direktes, lokales arterio-vendses
Gegenstromprinzip (,,counter-current transfer*) nachgewiesen, iiber welches biologisch wirk-
same Stoffe des Uterus zwischen V. uterina und A. ovarica ausgetauscht werden konnen, die
somit die ovarialen Funktionen beeinflussen (BAIRD 1987; KRZYMOWSKI et al. 1982,
1990). Bei diesen Tierarten ist unter anderem der Transfer von PGF,, (McCRACKEN et al.
1972; McCRACKEN 1980; GUTHRIE u. REXROAD 1981; ZOTTL 1988; CLAUS 1990;
KRZYMOWSKI et al. 1990; HAFEZ 1993), Estradiol-17B und Progesteron (KRZY-
MOWSKI et al. 1981) erwiesen. So gelangt endometriales PGF,, durch direkte lokale Passage
der Wand der V. utero-ovarica in die A. ovarica und bewirkt beim Schaf Luteolyse (McCRA-
CKEN et al. 1972; McCRACKEN 1980), wihrend es beim Schwein gemeinsam mit dem ova-
rial gebildeten PGF,, die Ovulation unterstiitzt (CLAUS et al. 1987; ZOTTL 1988; CLAUS
1990; WEILER u. CLAUS 1991). Auch bei Meerschweinchen, Ratte und Hamster besteht
aufgrund der Nihe sowie der Anastomosierung uteriner und ovarialer Gefd3e offensichtlich
die Moglichkeit eines direkten, unilateralen uterolutealen Transportmechanismus fiir Substan-
zen, die zur Regression des gleichseitigen Gelbkorpergewebes fiihren (DEL CAMPO u.
GINTHER 1972).

Beim Pferd gelangt uterines PGF,, offensichtlich ausschlieBlich iiber die systemische Zirkula-
tion zum Ovar. Ein lokaler utero-ovarialer Transportmechanismus wurde hier bislang nicht
nachgewiesen (GINTHER u. FIRST 1971; DEL CAMPO u. GINTHER 1973; GINTHER
1992; HAFEZ 1993).
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Im Unterschied zu der arterio-vendsen Gefalkopplung bei Rind, Schaf und Schwein, bei de-
nen die A. ovarica in gewundenem, engen Kontakt in einem Gefillgeflecht zu den utero-
ovarialen Venen verlduft, ist der Verlauf der ovarialen Arterien bei der Stute nicht in engerer,
ausgeprigter Verflechtung zu den Uterusvenen lokalisiert, womit nur begrenzte Moglichkei-
ten flir den Transport luteolytischer Substanzen zwischen Uterushorn und gleichseitigem Ovar
moglich sind (GINTHER et al. 1972; DEL CAMPO u. GINTHER 1973; GINTHER 1974;
GINTHER u. DEL CAMPO 1974). Bei der Hiindin besteht trotz wenig ausgepréigter Anasto-
mosen zwischen Uterus- und Ovargefdflen aufgrund der Ndhe und der breiten Kontaktflichen
zwischen Arterien und Venen in Ovarndhe die anatomische Voraussetzung fiir einen venoar-
teriellen Transportmechanismus (DEL CAMPO u. GINTHER 1974). Zudem wiesen GER-
BER et al. (1979) im Uterusvenenblut von Hiindinnen in der spiten Graviditit Prostaglandin
E,, und CONCANNON et al. (1988) PGF,,-Metaboliten in hoher Konzentration nach, denen
durchaus eine biologische Wirkung zukommen konnte. GINTHER und FIRST (1971) haben
gezeigt, dass beim Pferd die Lebensdauer des gleichseitigen Corpus luteum durch Entfernung
des ipsilateralen Uterushorns nicht verlangert wird. Mit Hilfe dhnlicher Versuchsanordnungen
konnte unter Einbeziehung histologischer und immunhistologischer Untersuchungen des ipsi-
und contralateralen Ovars auch bei der Hiindin der Frage nach einem lokalen Stoffaustausch
zwischen Uterus und Ovar nachgegangen werden.

Der komplette oder partielle Fruchtverlust geht bei der caninen Gelbkorperinsuffizienz, dhn-
lich wie bei einem durch PGF,, herbeigefiihrten Trichtigkeitsabbruch, mit einem oftmals
dramatischen Absinken der Progesteronkonzentration einher (SOKOLOWSKI 1971; PURS-
WELL 1992; GUNZEL-APEL et al. 2003). Die Befunde der mit Aglepristone behandelten
Tiere geben dariiberhinaus wertvolle Hinweise auf die Existenz indirekter Einfliisse auf die
canine Gelbkorperfunktion und tragen somit zum Verstdndnis der ovarialen und uterinen

Funktionsmechanismen in der caninen Trachtigkeit bei.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die physiologische sowie die medikamentds gestorte Gelb-
korperfunktion tragender Beaglehiindinnen mit Hilfe endokrinologischer, dopplersonographi-
scher, histologischer, immunhistologischer und biochemischer Methoden untersucht.

Dazu wurden acht institutseigene Hiindinnen in drei Gruppen unterteilt und in zwei aufeinan-
der folgenden Tréchtigkeiten untersucht. In der Kontrollgruppe (n = 2, K1 und K2) erfolgte
keine Medikation. Die Hiindinnen der Gruppe A (n = 3, Al bis A3) wurden an den Tagen 24
und 25 p.ov. mit je 10 mg/kg s.c. des Antigestagens Aglepristone (Alizine®, Fa. Hoechst
Roussel Vet, Carros, Frankreich) behandelt. Am Tag 36 und 37 p.ov. der ersten Trachtigkeit
erfolgte die Wiederholung der Aglepristone-Gabe, da bis dahin eine bis mehrere Friichte nicht
abgestorben waren. Dasselbe war bei der Hiindin A3 in der zweiten Trachtigkeit am Tag 31
p.ov. der Fall.

Die Hiindinnen der Gruppe C (n = 3, C1 bis C3) erhielten am Tag 24 und 27 p.ov. 1 pg/kg s.c.
des PGFa,-Analogons Cloprostenol (Estrumate®, Fa. Essex Tierarznei, Miinchen) in Kombi-
nation mit dem Prolaktinhemmer Cabergolin (Galastop®, Fa. CEVA Tiergesundheit GmbH,
Diisseldorf) in der Dosierung 5 pg/kg p.os. tiglich von Tag 24 bis 30 p.ov. Die Hiindinnen C1
und C2 wurden in der ersten Trichtigkeit erneut am Tag 36 p.ov. mit Cloprostenol und am
Tag 36 und 37 p.ov. mit Cabergolin behandelt, um den vollstindigen Trichtigkeitsabbruch
herbeizufiihren. Ebenso wurde bei den Hiindinnen C1 und C3 in der zweiten Tréichtigkeit vom
Tag 31 p.ov. bis zur Ovariohysterektomie verfahren.

Wihrend der Trachtigkeiten erfolgten Verlaufskontrollen der peripheren Konzentrationen von
Estradiol-17f, Progesteron und Relaxin sowie mit Hilfe der farbkodierten und gepulsten
Dopplersonographie der Durchblutung der stromalen ovarialen Arterien. Nach Ovariohyste-
rektomie zwischen Tag 30 und 34 p.ov. wurden die Ovarien mittels histologischer, immun-
histologischer und biochemischer Verfahren untersucht.

Die Estradiol-17-B-Konzentrationen nahmen bei allen Hiindinnen einen &hnlichen Verlauf.
Eine Reaktion auf Medikation oder Fruchttod war nicht zu erkennen.

Bei allen Hiindinnen stieg die Progesteronkonzentration nach der Ovulation steil an und blieb

bis zum Medikationsbeginn auf hohem Niveau.
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Wihrend die Progesteronwerte bei den Kontrollhiindinnen bis zur Mitte der Lutealphase hoch
blieben und danach bis zur Geburt langsam absanken, war bei den mit Aglepristone behandel-
ten Hiindinnen in Koinzidenz mit dem Verlust der letzten Frucht eine deutliche Abnahme der
Progesteronkonzentration zu verzeichnen. Alle drei mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten
Hiindinnen zeigten bereits einen Tag nach Medikationsbeginn einen steilen Abfall der Pro-
gesteronkonzentration. Eine komplette Luteolyse wurde jedoch nur bei zwei der drei Hiindin-
nen im Zuge der Wiederholungsbehandlung erreicht.

Die Relaxin-Einzelwerte wiesen starke intraindividuelle Schwankungen auf. Die Kontroll-
hiindinnen zeigten im Verlauf der ersten Trichtigkeit einen konstanten Anstieg der Relaxin-
konzentration und warfen bei hohen Werten. Bei keiner der mit Aglepristone oder Cloproste-
nol/Cabergolin behandelten Hiindinnen war anhand der Relaxinkonzentration eine unmittel-
bare Reaktion auf die Medikation zu beobachten, jedoch fielen die Werte in Koinzidenz mit
dem Absinken der Progesteronkonzentration und dem Absterben der letzten Frucht steil ab.
Kurz nach der Ovulation wiesen die stromalen ovarialen Arterien maximale Farbigkeit und
hohe Blutflussgeschwindigkeiten bei niedrigen PI- und RI- Werten auf. In der Folge setzte
eine allmdhliche Reduktion der ovarialen Farbigkeit und der Stromungsgeschwindigkeiten bei
Zunahme der Indizes PI und RI ein, die bei den Kontrollhiindinnen im weiteren Verlauf der
Gelbkdrperphase bis zur Geburt voranschritt. Die Abnahme der Farbigkeit und der Blutfluss-
geschwindigkeiten schien bei den mit Aglepristone behandelten Hiindinnen nach dem Verlust
der letzten Friichte schneller zu erfolgen. Der relative Anstieg von PI und RI fand bei den mit
Aglepristone behandelten Hiindinnen fiinf bis zehn Tage frither als bei den Kontrolltieren
statt. Bei den mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen wurde bereits zwei bis vier
Tage nach Medikationsbeginn eine deutliche Reduktion der ovarialen Durchblutung, begleitet
von abnehmenden Blutflussgeschwindigkeiten, beobachtet. Die Indizes PI und RI fielen in
der spéten Lutealphase hoher aus als bei den Kontrolltieren und der Aglepristone-Gruppe.
Histologisch erschienen die Gelbkdrper der Kontrollhiindinnen am Tag der Ovariohysterek-
tomie (Tag 31 bzw. 30 p.ov.) groBtenteils intakt, wihrend sich die Gelbkorper der mit Agle-
pristone behandelten Hiindinnen (Tag 32, 30 bzw. 33 p.ov.) im Stadium der frithen bis mittle-
ren Regression befanden und starke individuelle Unterschiede aufwiesen. Die Gelbkorper der
mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen (Tag 33 bzw. 34 p.ov.) zeigten das
stirkste Ausmal} der Degeneration. Die Befunde der immunhistologischen Untersuchungen

(3-B-HSD, Relaxin) korrelierten mit den histologischen Ergebnissen.
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Bei den Kontrollhiindinnen waren nur vereinzelte Luteinzellen Nekrose-positiv. Einzelne En-
dothelzellkerne zeigten eine kréftige Fluoreszenz und waren sowohl Nekrose-, als auch in
geringerem Malle Apoptose-positiv. Die Lutein- und Endothelzellen der mit Aglepristone
behandelten Hiindinnen wiesen mehr positive Reaktionen fiir Nekrose auf. Bei den mit
Cloprostenol/Cabergolin behandelten Tieren waren mehr Lutein- und Endothelzellkerne
Nekrose-positiv als bei der Aglepristone-Gruppe. Die Anzahl Apoptose-positiver Endothel-
zellen entsprach in beiden Medikationsgruppen den Verhéltnisse der Kontrolltiere.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der Fruchtverlust bei einem durch PGF,, herbeige-
fiihrten Trachtigkeitsabbruch mit einer funktionalen und strukturellen Luteolyse und einem
Absinken der ovarialen Durchblutung einhergeht. Die Befunde der mit Aglepristone behan-
delten Tiere geben dariiberhinaus wertvolle Hinweise auf die Existenz indirekter Einfliisse auf
die canine Gelbkorperfunktion und liefern die Grundlage fiir kiinftige Untersuchungen hin-
sichtlich der Funktionsmechanismen des Ovars in der Graviditit und der Pathogenese der

Gelbkorperinsuffizienz.
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6 SUMMARY

Tatjana Hoftmann
Endocrinological, Doppler sonographical, histomorphological and immunohistochemical

investigations on physiology and pathology of luteal function in the pregnant bitch

In the present study the physiological and medicamentally impaired luteal function of preg-
nant beagle bitches was investigated by endocrinological, Doppler sonographical, histomor-
phological, immunohistochemical and biochemical methods.

Eight bitches were divided into three groups and examined in two subsequent gestations. The
two bitches of group K (K1 and K2) were not treated. The bitches of group A (n =3, A1-A3)
were injected 10 mg/kg bodyweight of the antigestagene aglepristone (Alizine®, Hoechst
Roussel Vet, Carros, France) s.c. at days 24 and 25 after ovulation. The treatment was re-
peated in all bitches at days 36 and 37 of the first pregnancy, because one or more concep-
tuses were still intact after the first treatment. In the second gestation, bitch A3 was given
aglepristone again at day 31 after ovulation for the same reason.

The bitches of group C (n =3, C1-C3) received 1 pg/kg bodyweight of the prostaglandin Fy,-
analogue cloprostenol (Estrumate®, Essex Tierarznei, Munich) s.c. at days 24 and 27 after
ovulation, combined with the prolactin-antagonist cabergoline (Galastop®, CEVA Tierge-
sundheit GmbH, Diisseldorf) at a dosage of 5 pug/kg bodyweight orally daily from day 24 to
30 after ovulation. Bitches C1 and C2 had to be further treated with cloprostenol on day 36
after ovulation and cabergoline from day 36 to 37 after ovulation for complete pregnancy
termination. In the second pregnancy bitches C1 and C3 received cloprostenol at day 31 and
cabergoline from day 31 after ovulation until ovariohysterectomy for the same reason.
Patterns of estradiol-17p, progesterone and relaxin were monitored and the changes in ovarian
arterial blood flow were investigated by colour coded and pulsed Doppler ultrasound. After
ovariohysterectomy, performed between days 30 and 34 of the second pregnancy, the ovaries
were examined histomorphologically, immunohistochemically and biochemically.

The concentrations of estradiol-173 were similar in all bitches, not showing any reaction on
either medication or death of the conceptuses. The progesterone concentration rose sharply

after ovulation and remained at a high level until the start of treatment.
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While in control bitches progesterone concentrations remained high until mid luteal phase and
then declined slowly until whelping, the aglepristone-treated bitches showed a distinct de-
crease in progesterone concentration coinciding with death of the last fetus. All bitches of
group C showed a marked drop in progesterone concentration one day after the onset of clo-
prostenol/cabergoline treatment. In two of the three bitches, complete luteolysis could be ob-
tained with further treatment.

Relaxin concentrations varied strongly within bitches. The control bitches showed a constant
rise in relaxin concentration during progressing gestation and whelped at high relaxin concen-
trations. No direct changes in relaxin values were observed either in the aglepristone or clo-
prostenol/cabergoline treated bitches, but relaxin concentrations dropped as sharply as proges-
terone concentrations coinciding with death of the last fetuses.

The ovaries of the control bitches showed maximum colour staining immediately after ovula-
tion, accompanied by highest blood flow velocities and low PI and RI, followed by a gradual
decrease in blood flow during the subsequent luteal phase until whelping. The reduction of
blood flow seemed to progress more rapidly in the aglepristone-treated bitches. The relative
increase of PI and RI occurred five to ten days earlier than in control group. Bitches treated
with cloprostenol/cabergoline showed a distinct reduction of ovarian perfusion and blood
flow velocities within 2-4 days after the onset of medication. In the late luteal phase PI and RI
were higher than in the control group or group A.

At ovariohysterectomy, the corpora lutea of the control bitches (day 31/30 after ovulation)
were histomorphologically intact to a large extent, while those of the aglepristone-treated
group (day 32/30/33 after ovulation) were in different stages of early to mid-regression and
showed marked individual differences. The corpora lutea of the bitches treated with clopros-
tenol/cabergoline (day 33/34 after ovulation) showed the highest degree of degeneration. The
immunohistochemical findings regarding 3-B-HSD and relaxin correlated with the histomor-
phological results. In control bitches, few luteal cells were positive for necrosis. Isolated en-
dothelial cells were positive for necrosis and, in a smaller number, for apoptosis. The luteal
and endothelial cells of the aglepristone-treated bitches showed more positive staining for
necrosis. In the ovaries of the bitches treated with cloprostenol/cabergoline more luteal and
endothelial cells showed positive staining for necrosis as in group A. The number of endothe-
lial cells with positive staining for apoptosis was about the same in both treatment groups as

in the controls.
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The results of the present study show that in case of a PGF,-induced termination of preg-
nancy, loss of conceptuses is accompanied by functional and structural luteolysis and a drop
in ovarian perfusion. Furthermore the findings of the aglepristone-treated bitches support the
possibility of indirect control mechanisms on corpus luteum function and serve as the basis

for further studies on canine luteal insufficiency.
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8 ANHANG

4%ig neutral gepuffertes Formalin

850 ml Aqua dest.

110 ml Formaldehydldsung 37 % (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 3999)
4¢g NaH,POg4 (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 6346)

5,19¢ Na,HPO, (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 6586)

pH-Wert der Gesamtlosung: 7,0

Phosphat-gepufferte Kochsalzlgsung (PBS)

Instamed-Pulver zur Herstellung von PBS (Fa. Biochrom KG, Berlin)
9,55 g Pulver mit Aqua bidest auf 1000 ml auffiillen

pH-Wert der Gebrauchslosung: 7,4

Hamalaun-Eosin-Fiarbung (ROMEIS 1989)

1. Entparaffinieren:
= 2x 15 Min. Xylol
= 2 x5 Min. 100 % Ethanol
= absteigende Ethanol-Reihe je 3 Min. 90 %
80 %
70 %
50 %
* 5 Min. Aqua bidest
1 Min. Farbung in Himalaun nach Mayer (Fa. Karl Roth GmbH & Co., Karlsruhe)
kurz in Aqua bidest spiilen
10 Min. ,,blduen‘ unter flieBendem Leitungswasser
kurz in Aqua bidest spiilen
2 Min. Farbung in Eosin (Fa. Karl Roth GmbH & Co., Karlsruhe)
kurz in Aqua bidest spiilen
Dehydrieren:
= 30 Sec. 70 % EtOH
* 3 Min. 90 % EtOH
= 2x5Min. 100 % EtOH
= 2x5Min. Xylol
9. eindecken in Immu-Mount (Fa. Shandon, Pittsburgh, USA)

i AR
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Herstellung des Citratpuffers

A. 21,01 g Zitronensdure + 1000 ml Aqua dest. = 0,1 M Zitronensdure
B. 29,41 g Natriumcitrat + 1000 ml Aqua dest. = 0,1 M Na-Citrat

4,5 ml 0,1 M Zitronensdure + 20,5 ml 0,1 M Na-Citrat
pH-Wert auf 6,0 einstellen und auf 250 ml mit PBS auffiillen, vor Versuchsbeginn in eine
grof3e Kiivette fiillen und bei 120 °C in den Trockenschrank stellen.

Farbung zum Nachweis von Progesteronrezeptoren

1. Paraffinschnitte tiber Nacht bei 37 °C im Wérmeschrank lagern
2. Entparaffinieren: 2 x 15 Min. Xylol
2 x 5 Min. 100% Ethanol
je 3 Min. 90-50% Ethanol
5 Min. Aqua bidest
Schnitte 10 Min. bei 120 °C in Citratpuffer inkubieren
Ca. 30 Min. im Citratpuffer auf Raumtemperatur abkiihlen lassen
kurz Aqua bidest
2 x 5 Min. PBS-Puffer
8 Min. in 0,0125% Trypsinlosung + 0,03g CaCl, bei 37 °C stellen
2 x 5 Min. PBS-Puffer
20 Min. 3% H,O, (Fa. Roth, Karlsruhe)
10. 2 x 5 Min. PBS-Puffer
11. 30 Min. Normalserum (human 1:100 verdiinnt)
12. Primér-AK {iber Nacht bei 4°C in feuchter Kammer:

S A

13. 2 x 5 Min. PBS-Puffer

14. Sekundir-AK (DAKO A) (Fa. DAKO A/S, Glostrup, Ddnemark)

15.2 x 5 Min. PBS

16. 15 Min. chromogenes Substrat (AEC-DAKO) (Fa. Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, USA)

17. 5 Min. Leitungswasser

18. kurz Aqua bidest

19. Eindecken mit Immu-Mount (Fa. Shandon, Pittsburgh, USA)
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Farbung zum Nachweis von Relaxin und 3-B-HSD

Vorbereitung: Objekttrager am Abend vorher iiber Nacht in den Warmeschrank stellen.

XN bW

—_ e —
W= O

Entparaffinieren (siche H.-E.-Féarbung)

2 x 5 Min. PBS

20 Min. 3% H,0, bei Raumtemperatur in Feuchtekammer

2 x 5 Min. PBS

30-45 Min. Normalserum human 1:100

Primér-AK iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank in Feuchtekammer
2 x 5 Min. PBS

45 Min. Sekundidr-AK (DAKO A)

2 x 5 Min. PBS

. 8 Min. chromogenes Substrat (AEC-DAKO)
. 5 Min. stoppen in Leitungswasser

. kurz spiilen mit Aqua bidest

. Eindecken mit Immu-Mount
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Tab. 4a: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (= SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der unbehandelten Hiindinnen wihrend der ersten Triachtigkeit (n = 2).
Tag Estradiol-17p (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-ov: X | +SD | Min | Max | X |+SD | Min | Max | X | £SD | Min | Max
0 21 194 | 4.1 15,3 | 23,5 | 191 0,4 18,7 1 1951025 | 0,25 | 0,17 | 0,33
4 2| 98 1,6 8,2 11,4 | 53,2 0,8 524 | 54,0 | 0,20 | 0,20 | 0,16 | 0,23
8 21 90 0,3 8,7 9,3 50,3 93 | 410596 ]021 | 0,21 | 0,16 | 0,27
12 2 | 10,7 0,1 10,5 | 10,8 | 63,0 | 156 | 474 | 785 ] 0,33 | 0,33 | 0,26 | 0,39
16 2| 121 2,7 9,4 14,8 | 56,4 80 | 483 | 644 ] 0,29 | 0,29 | 0,22 | 0,36
20 2 | 10,7 2,7 8,0 13,3 | 54,7 | 4,7 50,0 | 594 1041 | 0,41 | 0,25 | 0,57
24 2| 11,8 0,6 11,2 | 124 | 55,3 80 | 472 | 633]060 | 060 | 0,44 | 0,76
25 2 | 10,5 2,0 8,5 12,4 | 47,6 04 | 472 | 4791 0,35 | 0,35 | 0,34 | 0,36
26 2| 11,9 0,5 11,4 | 124 | 43,8 7,7 36,1 | 5141038 | 0,38 | 0,37 | 0,40
27 2 | 12,3 1,8 10,56 | 14,0 | 44,7 | 47 | 40,0 | 4941 0,38 | 0,38 | 0,37 | 0,38
28 2 | 11,7 1,5 10,2 | 13,1 | 431 6,9 36,2 | 4991059 | 0,59 | 0,55 | 0,62
29 2 | 15,0 3,3 11,7 | 18,2 | 50,5 33 | 471 [ 5381049 | 0,49 | 0,48 | 0,49
30 2 | 16,3 1,6 14,7 | 17,9 | 48,3 55 | 42,8 | 53,7 1043 | 0,43 | 0,43 | 0,43
31 2 | 12,9 0,7 12,2 | 13,6 | 481 66 | 415 | 546|051 | 0,51 | 0,48 | 0,55
35 2 | 13,8 0,4 13,3 | 14,2 | 35,2 1,9 33,2 | 3711054 | 0,54 | 048 | 0,60
39 2 | 14,9 0,4 14,5 | 153 | 31,3 1,1 30,2 | 324 | 0,71 | 0,71 | 0,53 | 0,88
46 2| 121 2,8 9,3 14,9 | 21,9 0,7 21,2 | 226 | 1,17 | 117 | 0,82 | 1,52
53 2 | 15,2 1,4 13,8 | 16,6 | 13,5 1,0 12,56 11441080 | 0,80 | 0,69 | 0,92
60 2| 135 | 4,8 8,7 18,3 | 11,4 2,7 8,7 14,11 1,03 | 1,03 | 0,88 | 1,19
Tab. 4b: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (+ SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der unbehandelten Hiindinnen wihrend der zweiten Trachtigkeit (n = 2).
Tag Estradiol-17p (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-ov: X +SD | Min | Max x +SD | Min | Max X +SD | Min | Max
0 2 | 13,4 1,2 12,2 | 146 | 30,1 | 10,0 | 20,1 | 40,0] 0,66 | 0,50 | 0,16 | 1,16
4 2| 95 2,1 7.4 116 | 51,5 62| 453 | 57,7] 064 | 0,32 | 0,32 | 0,96
8 21106 | 0,2 10,4 | 10,8 | 48,8 73| 415| 56,0 0,73| 0,37 | 0,36 | 1,10
12 | 2] 99 1,5 8,4 114 | 511 52| 459 | 56,2| 0,57 | 0,31 | 0,26 | 0,88
16 |2 128 | 0,9 1,8 | 13,7 | 51,0| 10,3 | 40,7 61,3] 0,58 | 0,32 | 0,26 | 0,90
20 2 | 10,2 0,0 10,1 10,2 523 | 149 | 374 | 671] 0,74| 054 | 0,20 | 1,28
24 | 2] 93 0,1 9,2 9,4 451 33| 418 | 483] 092 | 0,36 | 0,5 | 1,28
25 | 2| 11,3 1,2 10,1 | 12,5 | 40,7 59| 34,7 | 466] 099 | 0,35| 0,64 | 1,33
26 | 2| 8,38 0,8 7,9 9,6 41,5 98| 316 | 51,3] 091] 0,59 | 0,32 | 1,50
27 | 2] 94 0,6 8,8 10,0 | 40,6 6,7 339| 473] 09 | 0,64 | 0,32 | 1,60
28 | 2] 123 | 0,2 12,1 | 124 | 35,6 62| 294 | 417] 097 | 0,59 | 0,38 | 1,55
29 | 2| 11,2 1,8 9,4 13,0 | 38,3 48| 33,5| 430] 140| 0,60 | 0,80 | 2,00
30 | 2] 108 | 2,2 8,6 129 | 37,9 16| 363 | 394] 135| 0,75] 0,60 2,10
31 1] 7,0 0,0 7,0 7,0 46,7 00| 46,7| 46,7] 0,58 | 0,00 | 0,58 | 0,58
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Tab. 5a: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (= SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen wihrend der ersten Triach-
tigkeit (n = 3).
Tag Estradiol-17f (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-Ov: x +SD | Min | Max X +SD | Min | Max X +SD | Min | Max
0 31 142 | 25 10,6 | 16,0 | 150 | 41 12,0 | 209 | 0,32 | 0,17 | 0,20 | 0,56
4 3| 12,2 3,2 9,4 16,6 | 33,8 | 12,1 | 16,7 | 42,8 | 0,29 | 0,16 | 0,18 | 0,51
8 3| 13,6 3,9 8,5 18,0 | 394 | 156 | 174 | 51,2 |1 0,42 | 0,37 | 0,13 | 0,94
12 3| 13,2 3,2 9,5 17,3 | 38,7 | 16,7 | 16,0 | 556 | 1,92 | 245 | 0,15 | 5,39
16 | 3| 120 | 4,9 54 170 | 379 | 174 | 158 | 582 | 1,57 | 1,98 | 0,17 | 4,38
20 3| 14,8 3,9 9,6 19,1 | 374 | 152 | 16,0 | 499 | 1,87 | 2,28 | 0,22 | 5,10
24 31174 | 42 115 1] 20,5 | 37,2 | 158 | 16,5 | 549 | 213 | 2,49 | 0,32 | 5,66
25 31 11,4 2,8 8,3 15,1 | 344 | 13,3 | 158 | 457 | 2,14 | 2,37 | 0,34 | 549
26 | 3| 15,7 3,4 11,0 | 19,0 | 34,0 | 13,6 | 15,0 | 46,1 | 2,04 | 2,38 | 0,34 | 5,41
27 | 3] 158 | 45 9,5 19,5 | 36,2 | 153 | 16,0 | 529 | 1,99 | 2,19 | 0,41 | 5,09
28 31 12,1 2,6 9,6 156 | 34,7 | 140 | 153 | 474 | 1,97 | 2,20 | 0,38 | 5,08
29 3| 153 3,2 114 | 192 | 341 | 13,2 | 156 | 452 | 211 | 2,28 | 0,43 | 5,33
30 3| 17,4 54 10,3 | 23,3 | 33,3 | 121 | 16,3 | 43,3 | 243 | 2,66 | 0,47 | 6,20
31 31 12,8 | 4,2 7,6 18,0 | 29,2 | 10,0 | 15,2 | 38,0 | 2,86 | 3,16 | 0,51 | 7,32
35 3| 18,1 6,4 9,7 251 | 28,4 9,6 151 | 37,1 ] 2,05 | 2,05 | 0,48 | 4,95
39 31 135 | 42 8,4 18,8 | 14,3 | 10,3 32 | 280] 093 | 0,74 | 0,25 | 1,96
46 | 3| 140 | 25 10,8 | 17,0 3,3 0,3 2,9 3,7 | 0,37 | 0,16 | 0,22 | 0,59
53 31 139 | 49 71 18,6 4.4 1,8 2,1 6,5 | 0,28 | 0,09 | 0,17 | 0,37
60 3] 13,1 6,6 3,8 18,9 3,8 2,5 1,4 7,3 0,33 | 0,19 | 0,18 | 0,60
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Tab. Sb: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (= SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen wihrend der zweiten Trich-
tigkeit (n = 3).
Tag Estradiol-17p (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-Ov: x +SD | Min | Max x +SD | Min | Max X +SD | Min | Max
0 31 21,7 101 75| 29,31 14,0 26| 114 175] 026 | 0,14 | 0,15 | 0,47
4 31 10,9 2,3 7,7 13,0] 27,0 78| 16,0 33,0 0,31 | 0,07 | 0,23 | 0,39
8 31 13,9 8,3 60| 254 33,7| 13,7| 168 | 50,3| 0,36 | 0,12 | 0,19 | 0,48
12 31 16,3 7,4 6,1 236 342| 138| 164 | 501 0,40| 0,17 | 0,19 ]| 0,62
16 | 3| 18,2 7,2 87| 26,2]| 355 | 13,7| 16,5| 48,3] 059 | 041 | 0,29 | 1,18
20 3| 20,1 8,9 90| 30,7 378 | 170 | 16,3 | 57,8] 0,94 | 0,50 | 0,23 | 1,30
24 3 15,4 4,8 8,7 19,71 315| 10,7 | 16,6 | 410| 1,37 | 0,81 ] 0,29 | 2,25
25 3 17,8 6,1 9,1 22,71 321| 116 | 158 | 414 090 | 044 | 0,37 | 1,45
26 | 3| 13,3 3,9 79| 171 31,7 11,3 | 158 | 416 0,96 | 0,56 | 0,32 | 1,69
27 3 16,1 47| 110| 223)] 31,0| 11,5| 150| 412 0,99 | 0,74 | 0,41 | 2,03
28 31 159 57| 111 240] 302| 10,3 | 15,7 | 386| 1,46 | 0,82 | 0,70 | 2,59
29 3| 14,6 40| 10,2 | 19,8] 28,1 85| 16,1 | 34,8 152| 129 | 0,57 | 3,35
30 31 124 3,8 78| 170] 298| 106 | 153 | 40,3| 141 | 1,07 | 0,46 | 2,90
31 2 | 14,5 5,7 88| 20,2]| 23,6 79| 157 315 1,76 | 1,25 | 0,50 | 3,01
32 2| 15,8 57| 101 215 21,2 58| 154 | 269 1,76 | 112 | 0,65 | 2,88
33 1 9,3 0,0 9,3 9,3]| 16,2 00| 16,2| 16,2 0,64 | 0,00 0,64 | 0,64
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Tab. 6a: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (= SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen wihrend der
ersten Triachtigkeit (n = 2).
Tag Estradiol-17p (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-Ov: x +SD | Min | Max x +SD | Min | Max X +SD | Min | Max
0 2 | 15,0 0,6 144 | 155 | 214 7,2 14,2 | 286 | 0,32 | 0,23 | 0,09 | 0,54
4 2 | 11,0 1,5 9,5 12,4 | 43,8 1,6 421 | 454 |1 042 | 0,25 | 0,17 | 0,67
8 2| 11,9 0,4 11,5 | 12,3 | 44,6 35 | 41,1 | 4811 0,34 | 0,25 | 0,09 | 0,58
12 2| 18,3 1,8 16,5 | 20,0 | 47,1 1,7 | 454 | 488 | 0,27 | 0,19 | 0,08 | 0,47
16 | 2| 12,2 0,5 11,7 | 12,6 | 42,7 35 | 391 | 46,2 ] 0,29 | 0,23 | 0,06 | 0,52
20 2 | 14,1 4,6 9,5 18,7 | 40,7 | 26 | 38,0 | 43,31 0,31 | 0,26 | 0,06 | 0,57
24 2 | 16,4 0,1 16,2 | 16,5 | 434 | 01 43,3 | 4341045 | 0,24 | 0,21 | 0,68
25 2 | 13,5 1,0 125 | 145 | 115 1,2 10,3 | 126 ] 0,59 | 0,10 | 0,48 | 0,69
26 2 | 16,3 1,4 14,9 | 17,6 6,0 1,7 4,3 7,6 0,58 | 0,14 | 0,44 | 0,72
27 | 2] 155 1,8 13,7 | 17,2 7,0 0,8 6,2 7,7 0,62 | 0,14 | 0,48 | 0,75
28 2 | 14,8 1,6 13,2 | 16,4 4,8 0,2 4,6 5,0 0,72 | 0,11 | 0,61 | 0,83
29 21 17,8 | 29 14,9 | 20,6 4,2 0,2 3,9 4,4 0,62 | 0,07 | 0,55 | 0,70
30 2| 18,8 | 2,3 16,5 | 21,0 4,1 0,2 3,9 4,3 0,71 | 0,09 | 0,62 | 0,81
31 2 | 14,9 1,7 13,2 | 16,5 5,2 1,1 4,1 6,3 0,65 | 0,12 | 0,53 | 0,78
35 2 | 14,6 0,4 14,1 15,0 5,5 1,2 4,3 6,6 0,85 | 0,12 | 0,73 | 0,96
39 2 | 16,1 4,8 11,3 | 20,8 3,5 0,5 3,0 4,0 0,83 | 0,22 | 0,62 | 1,05
46 | 2| 14,8 3,8 11,0 | 18,5 3,3 1,1 2,2 4,4 0,65 | 0,09 | 0,56 | 0,74
53 2 | 14,3 0,8 13,5 | 15,0 2,6 0,6 2,0 3,1 0,40 | 0,170 | 0,30 | 0,50
60 2] 13,0 4,5 8,5 17,4 3,2 1,0 2,2 4.1 0,36 | 0,08 | 0,28 | 0,45
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Tab. 6b: Mittlere Estradiol-17p-, Progesteron- und Relaxinkonzentrationen (x ),
Standardabweichungen (= SD), Minimum (Min) und Maximum (Max)
der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen wihrend der
zweiten Trachtigkeit (n = 2).
Tag Estradiol-17p (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml)
n
p-Ov: X +SD | Min | Max X +SD | Min | Max X +SD | Min | Max
0 2 | 13,5 1,0 12,5 | 14,4 | 151 1,7 133 | 168 ] 0,42 | 0,21 | 0,21 | 0,63
4 2| 7,6 0,0 7,5 7,6 413 | 38 | 37,5 | 451 ] 042 | 0,20 | 0,22 | 0,61
8 2] 93 2,3 7,0 11,5 | 434 | 30 | 404 | 46,3 ] 0,41 | 0,18 | 0,23 | 0,60
12 2] 10,3 0,8 9,5 11,1 46,1 1,7 | 444 | 4781 0,37 | 0,12 | 0,25 | 0,48
16 |2 | 11,7 1,3 10,4 | 13,0 | 466 | 2,7 | 439 | 49,2 ] 043 | 0,14 | 0,29 | 0,56
20 | 2] 97 0,8 8,8 10,5 | 370 | 26 | 344 | 396 | 0,51 | 0,16 | 0,35 | 0,68
24 | 2] 126 | 29 9,7 155 | 329 | 25 | 304 | 353 ] 0,50 | 0,28 | 0,22 | 0,78
25 | 2] 9,0 0,3 8,7 9,2 6,9 23 4,6 9,2 1055 | 0,28 | 0,27 | 0,82
26 | 2] 10,2 | 2,8 7.4 12,9 57 2,0 3,7 7,7 1060 | 0,32 | 0,28 | 0,92
27 | 2] 89 2,8 6,1 11,7 4,5 1,9 2,6 64 ] 050 | 0,19 | 0,31 | 0,68
28 | 2] 109 | 24 8,5 13,2 3,9 1,9 2,0 57 | 062 | 0,27 | 0,35 | 0,89
29 | 2] 122 ] 3,0 9,2 15,2 3,9 0,3 3,6 4,1 0,52 | 0,24 | 0,28 | 0,76
30 | 2] 9,6 0,5 9,1 10,1 4,6 0,7 3,9 53 |1 048 | 0,21 | 0,27 | 0,69
31 2] 93 2,1 7,2 11,3 55 2,5 3,0 79 1058 | 0,23 | 0,35 | 0,81
32 |2] 94 3,5 59 12,8 2,3 1,6 0,8 39 1058 | 0,25 | 0,33 | 0,83
33 12| 90 2,7 6,3 11,6 1,2 0,7 0,5 1,9 1063 | 0,32 | 0,32 | 0,95
34 1] 6,8 0,0 6,8 6,8 0,7 0,0 0,7 0,7 10,34 | 0,00 | 0,34 | 0,34
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Tab. 7a: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der unbehandelten Hiindinnen in der ersten Triachtigkeit

(n=2).
SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x x x X x x x x

Tag p.ov. +SD +SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
24,30 13,66 16,75 17,27 0,62 0,44 1,47 1,80
5 2,70 2,09 2,79 2,46 0,09 0,04 0,13 0,13
n=2 19,50 9,92 11,60 13,00 0,50 0,39 1,29 1,62

29,13 17,05 21,50 21,30 0,82 0,52 1,80 2,10

23,17 11,86 15,93 15,62 0,75 0,50 1,47 1,96

10 4,97 2,97 3,70 3,57 0,11 0,04 0,14 0,16
n=2 15,67 6,76 9,62 9,67 0,57 0,44 1,23 1,76
30,80 17,10 21,70 21,50 0,91 0,57 1,65 2,33

22,40 12,33 15,24 15,53 0,67 0,45 1,48 1,83

15 4,18 2,61 3,47 3,06 0,11 0,05 0,11 0,15
n=2 16,37 8,73 10,40 11,40 0,49 0,37 1,33 1,56
28,90 17,25 21,00 21,30 0,83 0,53 1,69 2,04

19,88 10,79 14,25 14,17 0,65 0,46 1,41 1,86

20 3,33 2,43 2,95 2,82 0,08 0,04 0,09 0,19
n=2 17,23 8,35 12,20 11,90 0,53 0,40 1,27 1,62
30,00 17,90 23,60 22,80 0,79 0,55 1,61 2,25

22,37 12,11 16,00 16,03 0,67 0,47 1,41 1,89

24 5,75 3,48 3,79 4,13 0,06 0,04 0,06 0,15
n=2 15,43 6,75 10,90 10,80 0,57 0,42 1,34 1,72
32,80 18,60 22,80 24,30 0,78 0,56 1,57 2,29

21,55 11,88 15,01 15,12 0,64 0,45 1,43 1,82

26 4,68 2,67 3,02 3,21 0,07 0,03 0,10 0,11
n=2 15,00 8,05 10,30 10,90 0,54 0,40 1,31 1,67
29,60 16,30 20,00 20,60 0,78 0,52 1,60 2,09

17,73 9,45 12,28 12,43 0,67 0,47 1,44 1,90

28 4,51 2,76 2,95 3,05 0,09 0,04 0,10 0,18
n=2 12,50 6,77 9,07 8,75 0,57 0,42 1,24 1,73
27,77 15,90 19,50 19,20 0,86 0,55 1,58 2,25

16,78 8,80 11,49 11,47 0,71 0,48 1,48 1,93

30 3,83 2,38 3,18 2,95 0,09 0,04 0,13 0,16
n=2 10,80 5,20 7,17 7,15 0,59 0,43 1,30 1,74
24,40 13,80 18,80 17,80 0,90 0,55 1,76 2,22

16,28 9,13 11,85 11,77 0,63 0,45 1,38 1,81

32 3,32 2,69 2,81 2.9 0,10 0,05 0,07 0,16
n=2 10,33 5,26 6,94 6,36 0,42 0,32 1,26 1,45
24,40 16,75 18,80 18,80 0,79 0,51 1,48 2,02
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14,34 7,31 9,75 9,79 0,72 0,49 1,48 1,99

34 2,96 1,80 2,21 2,09 0,11 0,05 0,16 0,20
n=2 10,57 5,52 6,60 7,17 0,54 0,42 1,30 1,74
20,20 11,00 14,20 14,50 0,96 0,57 1,84 2,38

14,84 7,92 10,47 10,56 0,67 0,47 1,44 1,90

36 3,17 2,09 2,79 2,60 0,12 0,05 0,14 0,20
n=2 11,23 5,72 7,24 7,59 0,51 0,40 1,24 1,65
22,30 13,00 17,30 16,70 0,89 0,57 1,74 2,31

14,79 7,71 9,88 10,17 0,71 0,48 1,51 1,93

38 1,82 1,10 1,35 1,48 0,08 0,03 0,12 0,11
n=2 11,70 6,20 8,15 8,05 0,62 0,44 1,30 1,74
19,30 10,10 12,20 13,20 0,91 0,54 1,71 2,19

17,25 8,91 11,54 11,71 0,73 0,49 1,49 1,97

40 4,44 2,72 2,77 3,34 0,11 0,04 0,12 0,15
n=2 12,30 5,79 7,47 7,54 0,58 0,42 1,33 1,73
23,57 13,50 15,90 16,60 0,92 0,55 1,68 2,23

15,62 7,22 10,32 10,29 0,82 0,54 1,51 2,20

45 4,86 2,35 3,16 3,19 0,07 0,04 0,07 0,21
n=2 10,10 4,21 6,30 6,66 0,67 0,46 1,42 1,85
22,33 10,60 14,90 14,80 0,95 0,62 1,64 2,64

14,69 7,27 9,43 10,03 0,75 0,51 1,65 2,06

50 5,36 2,85 3,14 3,63 0,11 0,06 0,13 0,25
n=2 9,78 3,86 5,94 6,56 0,53 0,39 1,29 1,64
26,10 12,50 16,00 17,40 0,98 0,63 1,82 2,67

9,43 4,19 5,73 6,30 0,84 0,56 1,66 2,27

55 1,56 0,78 1,05 1,07 0,08 0,04 0,16 0,20
n=2 6,98 3,26 4,18 4,71 0,73 0,50 1,33 2,00
11,60 5,78 7,35 7,97 1,01 0,64 1,93 2,80

9,85 4,35 6,21 6,56 0,83 0,56 1,61 2,28

60 1,85 0,82 1,40 1,22 0,11 0,04 0,15 0,24
n=2 7,14 2,94 3,98 4,72 0,71 0,51 1,31 2,03
12,80 5,52 8,29 8,21 1,06 0,63 1,81 2,70
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Tab. 7b: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen in der ersten
Trachtigkeit (n = 3).

SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x x x X x x x x

Tag p.ov. +SD +SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
21,08 11,21 14,01 14,28 0,74 0,48 1,53 1,94
5 6,26 4,08 4,58 4,89 0,19 0,07 0,17 0,29
n=3 11,60 4,32 7,30 6,24 0,51 0,39 1,27 1,61

33,40 17,85 22,50 23,30 1,17 0,63 1,94 2,69

26,48 14,64 19,29 18,78 0,64 0,45 1,39 1,80

10 4,77 2,84 4,26 3,70 0,09 0,04 0,09 0,15
n=3 18,70 10,20 13,30 13,80 0,49 0,38 1,26 1,59
36,23 20,05 28,00 26,40 0,82 0,53 1,61 2,09

22,62 12,01 15,92 15,42 0,69 0,46 1,44 1,89

15 5,93 2,89 4,57 3,78 0,12 0,05 0,14 0,18
n=3 13,47 6,46 8,52 8,58 0,53 0,41 1,20 1,66
33,90 16,35 24,50 22,40 1,02 0,59 1,80 2,31

22,19 11,73 15,73 15,11 0,70 0,47 1,43 1,91

20 4,89 2,99 3,55 3,62 0,11 0,05 0,17 0,18
n=3 13,50 7,30 8,76 9,99 0,51 0,38 1,21 1,61
30,33 18,00 22,10 22,30 0,91 0,56 1,86 2,26

19,15 9,96 13,72 13,15 0,71 0,48 1,41 1,94

24 3,02 1,91 2,56 2,42 0,12 0,05 0,15 0,16
n=3 12,60 5,97 8,10 7,98 0,50 0,37 1,24 1,59
24,30 13,00 17,50 16,60 0,90 0,54 1,74 2,19

18,95 10,06 14,45 13,56 0,65 0,46 1,33 1,89

26 4,36 2,15 3,72 3,37 0,13 0,06 0,12 0,23
n=3 9,90 5,62 7,03 6,95 0,45 0,35 1,17 1,65
28,23 13,70 21,30 20,00 0,95 0,55 1,58 2,33

20,38 10,82 14,72 14,06 0,70 0,48 1,39 1,92

28 3,16 2,52 2,51 2,51 0,10 0,05 0,12 0,20
n=3 15,30 6,79 9,70 10,00 0,46 0,35 1,19 1,47
26,07 16,40 20,00 19,00 0,88 0,57 1,58 2,30

18,07 9,49 12,71 12,27 0,72 0,48 1,43 1,92

30 2,93 2,15 2,24 2,35 0,10 0,05 0,12 0,19
n=3 13,10 5,82 8,67 8,24 0,55 0,41 1,22 1,64
23,80 14,40 17,30 18,00 0,88 0,56 1,63 2,25

18,90 10,46 13,29 13,41 0,64 0,45 1,44 1,81

32 4,81 2,78 3,74 3,70 0,10 0,04 0,14 0,14
n=3 13,20 7,45 8,79 9,03 0,49 0,38 1,23 1,58
29,70 17,00 22,00 22,40 0,87 0,55 1,76 2,15
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18,62 9,68 11,81 12,80 0,70 0,48 1,53 1,93

34 5,07 2,17 2,46 3,21 0,13 0,05 0,17 0,20
n=3 11,90 6,80 8,63 8,64 0,58 0,42 1,34 1,71
32,50 15,60 19,60 22,30 1,07 0,60 1,93 2,45

16,43 8,86 11,47 11,60 0,58 0,38 1,16 1,54

36 9,00 4,87 6,45 6,50 0,30 0,19 0,58 0,78
n=3 2,93 2,15 2,24 2,35 0,10 0,04 0,12 0,14
32,50 17,00 22,00 22,40 1,07 0,60 1,93 2,45

18,54 10,14 12,72 13,16 0,66 0,46 1,47 1,84

38 5,20 3,27 3,84 3,94 0,08 0,03 0,10 0,14
n=3 11,00 5,13 7,47 7,06 0,52 0,40 1,32 1,56
27,40 16,45 19,60 20,50 0,83 0,53 1,70 2,14

11,20 5,67 8,06 7,77 0,74 0,50 1,40 2,04

40 3,25 1,79 2,47 2,44 0,11 0,05 0,09 0,22
n=3 7,25 3,36 4,94 4,52 0,51 0,40 1,23 1,69
19,83 9,84 14,00 13,80 0,99 0,60 1,60 2,50

8,32 4,05 5,98 5,63 0,75 0,51 1,38 2,04

45 3,38 1,56 2,23 2,19 0,11 0,05 0,12 0,21
n=3 4,22 2,19 2,69 2,74 0,59 0,43 1,20 1,75
17,60 8,49 11,80 11,70 0,96 0,59 1,57 2,46

6,81 3,17 4,65 4,55 0,79 0,52 1,51 2,14

50 1,94 0,73 1,70 1,24 0,11 0,06 0,17 0,29
n=3 4,51 2,18 2,88 3,03 0,61 0,44 1,15 1,77
11,90 4,97 9,38 7,47 0,96 0,62 1,75 2,66

6,13 3,04 4,25 4,15 0,75 0,50 1,48 2,02

55 1,78 0,80 1,37 1,15 0,15 0,06 0,13 0,25
n=3 3,83 1,56 2,61 2,38 0,49 0,38 1,30 1,60
9,73 4,45 7,38 6,77 1,01 0,60 1,68 2,50

7,29 3,16 4,90 4,61 0,90 0,56 1,50 2,31

60 1,34 0,57 0,96 0,95 0,06 0,02 0,13 0,12
n=3 3,82 1,84 2,76 2,35 0,79 0,53 1,29 2,06
8,81 3,91 6,75 6,25 1,01 0,61 1,70 2,55
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Tab. 7c: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen in
der ersten Trichtigkeit (n = 2).

SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x x x X x x x x

Tag p.ov. +SD +SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
29,95 17,31 22,11 21,98 0,57 0,42 1,36 1,73
5 2,94 1,23 2,50 1,98 0,08 0,04 0,09 0,12
n=2 25,80 15,20 18,70 18,90 0,47 0,36 1,27 1,56

35,57 19,40 27,40 26,10 0,67 0,47 1,56 1,88
25,39 14,80 18,46 18,34 0,59 0,42 1,39 1,73

10 4,68 3,20 3,94 3,79 0,09 0,04 0,12 0,12
n=2 18,30 10,20 12,60 12,60 0,43 0,34 1,23 1,62
34,40 19,90 24,80 25,00 0,78 0,49 1,71 1,98
24,03 13,21 16,39 16,80 0,65 0,45 1,48 1,84

15 2,77 1,81 2,45 2,16 0,08 0,04 0,09 0,14
n=2 17,40 8,73 10,80 11,20 0,50 0,36 1,31 1,65
28,50 15,90 20,50 19,90 0,77 0,52 1,63 2,06
22,24 12,08 15,25 15,58 0,65 0,46 1,46 1,84

20 2,94 1,46 2,11 1,96 0,07 0,03 0,12 0,10
n=2 18,17 8,98 11,70 11,90 0,51 0,40 1,20 1,66
27,57 14,10 18,40 18,00 0,78 0,52 1,63 2,07
22,55 11,99 15,06 15,62 0,68 0,47 1,51 1,90

24 3,35 2,10 2,38 2,32 0,08 0,04 0,14 0,15
n=2 17,93 9,10 9,66 11,40 0,56 0,41 1,32 1,69
29,00 15,70 17,50 18,70 0,80 0,53 1,87 2,20
17,19 9,00 11,06 11,63 0,71 0,48 1,58 1,92

26 3,43 1,84 2,49 2,11 0,08 0,03 0,12 0,13
n=2 11,43 5,65 7,72 7,97 0,58 0,43 1,43 1,75
22,80 11,90 16,40 15,00 0,85 0,53 1,76 2,15
12,61 6,38 8,40 8,53 0,71 0,48 1,50 1,94

28 5,01 2,23 3,27 3,24 0,08 0,04 0,11 0,17
n=2 6,02 3,19 3,95 4,24 0,58 0,41 1,36 1,68
18,50 8,84 12,50 12,50 0,92 0,58 1,73 2,37
11,24 5,91 7,98 7,83 0,70 0,48 1,44 1,93

30 2,45 1,63 2,35 2,15 0,12 0,05 0,14 0,20
n=2 8,33 4,27 5,65 5,88 0,50 0,40 1,21 1,68
15,93 9,38 12,60 12,20 0,91 0,57 1,67 2,34
12,35 6,06 8,10 8,08 0,79 0,51 1,53 2,05

32 2,93 1,54 1,97 1,94 0,10 0,05 0,15 0,20
n=2 6,68 3,48 5,27 4,58 0,57 0,42 1,24 1,74
16,53 8,46 10,90 11,10 0,96 0,61 1,80 2,56
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10,07 5,28 6,96 6,92 0,74 0,49 1,52 1,94

34 2,77 1,79 2,66 2,25 0,13 0,05 0,21 0,18
n=2 6,10 2,85 3,47 3,72 0,58 0,41 1,23 1,71
13,37 7,43 10,60 9,94 0,91 0,55 1,80 2,20

9,62 5,08 6,75 6,77 0,66 0,46 1,42 1,87

36 3,27 1,51 2,32 2,13 0,07 0,04 0,07 0,14
n=2 5,52 3,34 3,80 4,09 0,53 0,40 1,32 1,63
14,50 7,60 10,10 10,00 0,75 0,51 1,54 2,04

8,19 3,91 5,43 5,45 0,80 0,53 1,62 2,11

38 2,18 1,13 1,44 1,50 0,09 0,04 0,16 0,16
n=2 5,98 2,62 3,35 3,48 0,75 0,50 1,23 1,96
12,40 6,18 7,54 8,21 0,97 0,57 1,79 2,30

10,60 5,00 7,64 7,14 0,79 0,53 1,39 2,14

40 1,85 0,99 1,53 1,31 0,07 0,02 0,07 0,10
n=1 7,51 3,48 5,49 5,37 0,70 0,50 1,26 2,00
12,80 6,29 10,20 9,26 0,91 0,57 1,46 2,32

9,93 4,56 7,07 6,92 0,76 0,54 1,42 2,18

45 1,46 0,64 1,33 1,02 0,06 0,04 0,14 0,19
n=1 6,67 3,33 4,68 4,75 0,70 0,50 1,18 2,00
10,80 5,14 9,09 8,00 0,86 0,60 1,64 2,50

8,03 3,52 6,05 5,33 0,86 0,57 1,34 2,32

50 1,34 0,84 1,22 1,11 0,11 0,04 0,09 0,22
n=1 6,16 2,46 4,32 3,66 0,70 0,50 1,23 1,97
10,23 5,18 8,29 7,28 1,00 0,63 1,43 2,66

8,56 3,65 5,70 5,54 0,90 0,58 1,63 2,41

55 2,00 1,07 1,69 1,41 0,09 0,05 0,13 0,28
n=1 6,11 2,20 3,92 3,94 0,76 0,52 1,38 2,08
11,83 4,86 8,57 7,71 1,06 0,65 1,75 2,89

8,49 3,56 5,71 5,43 0,92 0,58 1,51 2,41

60 0,80 0,43 0,91 0,57 0,14 0,04 0,19 0,24
n=1 7,57 2,67 4,01 4,38 0,73 0,54 1,33 2,18
9,55 4,01 6,71 6,08 1,12 0,65 1,89 2,84
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Tab. 8a: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der unbehandelten Hiindinnen in der zweiten Triachtigkeit

(n=2).
SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x x x X x x x x

Tag p.ov. +SD +SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
30,34 17,32 21,91 21,83 0,61 0,43 1,41 1,77
5 3,42 3,10 4,62 3,34 0,09 0,04 0,16 0,13
n=2 24,60 12,70 15,60 17,30 0,42 0,34 1,15 1,51

36,50 24,10 31,80 29,20 0,73 0,49 1,66 1,95

28,72 16,53 20,18 20,36 0,60 0,43 1,43 1,75

10 2,22 1,89 2,19 2,04 0,06 0,03 0,08 0,09
n=2 25,00 13,80 15,60 16,50 0,48 0,36 1,32 1,56
32,83 21,00 24,70 25,00 0,69 0,46 1,60 1,86

25,09 14,12 18,83 17,84 0,62 0,44 1,34 1,79

15 2,05 1,85 2,19 1,97 0,09 0,04 0,07 0,14
n=2 21,60 10,50 14,40 13,80 0,53 0,40 1,23 1,66
28,40 16,40 22,10 20,90 0,81 0,51 1,51 2,06

23,28 12,89 16,18 16,46 0,64 0,45 1,45 1,82

20 3,43 2,38 2,70 2,61 0,08 0,03 0,09 0,12
n=2 18,60 9,00 12,10 11,80 0,54 0,40 1,29 1,67
30,00 16,80 21,60 20,80 0,82 0,52 1,56 2,08

21,08 11,34 15,10 15,28 0,64 0,46 1,40 1,86

24 4,05 2,21 2,91 2,81 0,05 0,03 0,08 0,09
n=2 14,60 7,64 9,59 9,99 0,54 0,41 1,28 1,69
26,90 14,50 19,20 18,60 0,72 0,50 1,53 1,98

19,22 10,04 13,62 13,51 0,69 0,48 1,42 1,93

26 2,70 1,72 2,19 217 0,08 0,04 0,11 0,13
n=2 13,40 6,89 8,99 8,61 0,53 0,42 1,22 1,71
22,80 11,90 16,50 16,10 0,79 0,54 1,66 2,15

18,50 9,63 13,47 13,13 0,67 0,48 1,38 1,92

28 2,70 1,25 2,00 1,35 0,08 0,03 0,09 0,11
n=2 13,73 7,21 10,10 11,00 0,52 0,42 1,25 1,72
22,60 11,10 17,20 14,90 0,79 0,52 1,57 2,10

18,01 9,26 12,28 12,66 0,70 0,49 1,47 1,97
30 2,33 1,67 1,73 1,77 0,09 0,05 0,11 0,18
n=2 13,20 5,82 8,81 8,81 0,53 0,42 1,18 1,73
21,40 11,90 14,50 15,00 0,85 0,56 1,67 2,29




206

Tab. 8b: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der mit Aglepristone behandelten Hiindinnen in der zweiten
Trachtigkeit (n = 3).

SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x x x X x x x x

Tag p.ov. +SD +SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD +*SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
30,31 17,28 22,14 21,53 0,61 0,43 1,38 1,76
5 3,31 2,19 3,37 2,66 0,07 0,04 0,10 0,11
n=3 20,20 11,50 12,90 13,70 0,42 0,34 1,20 1,51

35,10 21,00 27,60 25,50 0,68 0,48 1,57 1,93
25,25 14,49 18,37 17,84 0,60 0,43 1,38 1,75

10 3,08 1,90 2,04 2,07 0,06 0,03 0,08 0,10
n=3 19,30 10,60 14,10 14,10 0,49 0,36 1,27 1,56
30,70 18,90 22,80 21,90 0,69 0,47 1,53 1,90
22,76 12,89 16,41 15,73 0,63 0,43 1,39 1,77

15 3,37 1,95 2,55 2,14 0,08 0,03 0,10 0,11
n=3 18,20 9,58 12,20 12,40 0,51 0,38 1,25 1,59
29,90 16,55 20,30 20,20 0,78 0,50 1,59 2,02
23,17 13,22 16,91 16,33 0,61 0,43 1,37 1,75

20 2,39 1,31 1,91 1,68 0,05 0,03 0,10 0,08
n=3 20,40 11,10 13,80 14,30 0,50 0,37 1,17 1,59
28,80 15,80 21,00 20,30 0,68 0,47 1,55 1,89
22,72 12,55 17,13 16,17 0,63 0,45 1,34 1,82

24 2,73 1,70 2,74 1,97 0,09 0,04 0,12 0,13
n=3 17,30 9,20 11,20 12,20 0,52 0,38 1,18 1,61
26,90 15,60 22,20 20,40 0,79 0,52 1,56 2,07
21,08 11,57 15,39 15,04 0,64 0,45 1,38 1,83

26 2,94 1,93 2,57 2,43 0,07 0,03 0,08 0,11
n=3 16,20 8,64 10,90 11,00 0,52 0,39 1,25 1,64
27,00 14,70 20,50 19,80 0,76 0,52 1,54 2,06
20,79 11,34 15,27 14,81 0,64 0,45 1,36 1,84

28 3,20 1,87 2,18 2,05 0,09 0,04 0,12 0,16
n=3 16,60 9,21 12,50 11,80 0,53 0,40 1,24 1,67
27,30 15,20 20,00 19,10 0,89 0,54 1,75 2,19
20,99 11,40 15,51 14,70 0,65 0,46 1,35 1,85

30 2,74 1,71 1,73 1,76 0,08 0,04 0,09 0,14
n=3 15,00 8,00 11,60 10,50 0,55 0,41 1,21 1,70
25,90 14,60 18,80 18,10 0,87 0,54 1,56 2,16
18,63 9,51 13,28 12,60 0,73 0,49 1,41 1,96

32 2,18 1,14 1,66 1,72 0,07 0,03 0,08 0,11
n=2 14,37 7,22 10,80 10,20 0,60 0,43 1,24 1,75
22,60 11,20 16,20 15,90 0,82 0,54 1,58 2,17
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Tab. 8c: Dopplersonographische Befunde: Mittelwerte (x ), Standardab-
weichungen (= SD), Maximum (Max) und Minimum (Min) der stromalen
Ovararterien der mit Cloprostenol/Cabergolin behandelten Hiindinnen in
der zweiten Trichtigkeit (n = 2).

SPV EDV DPV | TAMAX Pl RI S/D A/B
x X x X x X X x

Tag p.ov. +SD +*SD +SD +SD +*SD +SD +*SD +SD

Min Min Min Min Min Min Min Min

Max Max Max Max Max Max Max Max
31,07 17,33 21,31 20,53 0,65 0,44 1,46 1,79
5 2,84 1,55 2,20 3,76 0,06 0,02 0,12 0,08
n=2 26,20 13,80 17,40 10,90 0,56 0,40 1,26 1,67

35,70 19,70 24,00 25,10 0,78 0,48 1,69 1,91
27,67 16,31 19,38 20,41 0,56 0,41 1,43 1,70

10 1,79 1,46 1,96 1,75 0,06 0,03 0,09 0,08
n=2 24,10 13,60 14,80 16,50 0,46 0,36 1,32 1,65
30,80 18,60 22,30 22,50 0,65 0,45 1,62 1,81
25,96 15,98 18,60 19,50 0,52 0,39 1,40 1,64

15 1,43 2,11 1,66 1,85 0,10 0,05 0,07 0,15
n=2 23,20 13,00 16,10 16,70 0,41 0,32 1,30 1,48
28,10 19,10 21,00 22,20 0,68 0,47 1,55 1,88
24,61 14,17 17,71 17,74 0,61 0,43 1,40 1,74

20 2,67 2,15 2,91 2,85 0,10 0,04 0,10 0,12
n=2 21,00 10,60 13,40 13,10 0,47 0,36 1,20 1,57
29,20 17,60 24,10 23,60 0,79 0,50 1,56 1,98
23,17 13,04 16,44 16,80 0,60 0,44 1,41 1,79

24 1,67 1,27 0,45 0,99 0,04 0,03 0,09 0,08
n=2 20,70 11,50 15,50 15,10 0,51 0,38 1,26 1,62
25,70 15,10 17,40 18,80 0,68 0,48 1,56 1,94
17,55 9,14 11,94 11,81 0,71 0,48 1,48 1,93

26 1,36 0,84 1,46 0,95 0,06 0,03 0,10 0,11
n=2 15,30 7,88 9,83 10,40 0,63 0,44 1,26 1,78
20,80 11,10 14,70 13,60 0,81 0,53 1,65 2,11
13,21 6,74 8,61 8,83 0,73 0,49 1,54 1,97

28 2,58 1,41 1,66 1,57 0,10 0,04 0,12 0,17
n=2 9,77 4,69 6,19 6,52 0,56 0,43 1,35 1,75
18,60 10,20 11,60 12,40 0,88 0,57 1,78 2,34
12,64 6,34 7,55 8,68 0,74 0,50 1,68 2,01

30 2,45 1,36 1,43 1,86 0,08 0,03 0,11 0,12
n=2 9,53 4,30 5,58 6,12 0,56 0,43 1,45 1,75
18,00 8,77 10,20 11,90 0,86 0,55 1,81 2,22
10,78 5,18 7,00 7,13 0,79 0,52 1,54 2,10

32 2,09 1,17 1,38 1,42 0,08 0,04 0,13 0,16
n=2 6,43 3,21 4,37 4,23 0,66 0,46 1,35 1,84
14,70 7,65 9,84 10,20 0,96 0,58 1,83 2,36

8,20 4,07 5,58 5,52 0,75 0,51 1,47 2,03

34 0,78 0,57 0,54 0,61 0,07 0,04 0,04 0,16
n=1 7,21 3,28 4,84 4,85 0,66 0,45 1,38 1,83
9,55 4,89 6,48 6,68 0,85 0,57 1,52 2,32
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