[.edezma-Torres

Pregnancy-associated glycoprotein (PAG) im Blut
vom Schaf und Ostrogen-Konzentration im Kot
der Ziege als Hilfsmittel zur Trichtigkeitsdiagnose

Lammung
Einlinge —-Zwillinge  Drillinge ¥

o8]
(=
=

-
&
L=

Trachtigkeitsdiagnose

n Fy = :,
- - &Y
™ =
oy it
Ay ~_.,ﬂr_,._.g_|_|_|_g_|_|_|_|_|_|_|_p_|_|_|_|_|_|_|:h-.|

01234567 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Trachtigkeitswoche

&n
=]

=
=
£
o
=
c
©
—-—
e
=
=
@
e
[ =
S
5
Q)
<T
o

&/ Cuvillier Verlag Géttingen



Aus dem Institut fiir Tierzucht und Haustiergenetik

der Georg-August-Universitidt Gottingen

Pregnancy-associated glycoprotein (PAG) im Blut vom Schaf
und Ostrogen-Konzentration im Kot der Ziege

als Hilfsmittel zur Trachtigkeitsdiagnose

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fiir Agrarwissenschaften

der Georg-August-Universitiat Gottingen

vorgelegt von

Rogelio A. Ledezma Torres

Tierarzt M. Sc., geboren in Monclova, Mexiko

Gottingen, im November 2002

Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unterstiitzung des Programms fiir die
Fortbildung der Lehrkrifte (PROMEP) vom mexikanischen Ministerium fiir 6ffentliche
Erziehung (SEP), der Bundesabteilung fiir Wissenschaft und Technik (CONACYT) und der
Autonomen Universitdt von Nuevo Ledn durchgefiihrt. Stipendium UANL-33.



Bibliografische Information Der Deutschen Bibliothek
Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet tiber
http://dnb.ddb.de abrufbar.
1. Aufl. - Géttingen : Cuvillier, 2002

Zugl.: Goéttingen, Univ., Diss., 2002

ISBN 3-89873-589-3

D7

Referent: Prof. Dr. Wolfgang Holtz
Korreferent: Prof. Dr. Bertram Brenig
Tag der miindlichen Priifung: 14. November 2002

© CUVILLIER VERLAG, Goéttingen 2002
Nonnenstieg 8, 37075 Gottingen
Telefon: 0551-54724-0
Telefax: 0551-54724-21
www.cuvillier.de

Alle Rechte vorbehalten. Ohne ausdriickliche Genehmigung
des Verlages ist es nicht gestattet, das Buch oder Teile
daraus auf fotomechanischem Weg (Fotokopie, Mikrokopie)
zu vervielfaltigen.

1. Auflage, 2002

Gedruckt auf sdurefreiem Papier

ISBN 3-89873-589-3



Meiner Frau






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis Seite
1. Einleitung 1
2. Literaturiibersicht 2
2.1. Trachtigkeitsdiagnose bei kleinen Wiederkduern 2
2.2. Trachtigkeitsdiagnoseverfahren 3
2.2.1. Spite Trachtigkeitsdiagnose 3
2.2.2. Diagnose in der Tréachtigkeitsmitte 3
2.2.3.  Friihe Trachtigkeitsdiagnose 4
2.3. Hormone und Proteine der Plazenta zur Trachtigkeitsfeststellung bei
Wiederkauern 5
2.3.1. Gestagene 5
2.3.2.  Ostrogene 6
2.3.3. Placentales Lactogen (PL) bzw. Chorion Somatomammotropin (CS) 7
2.3.4. Early pregnancy factor (EPF) bzw. early conception factor (ECF) 7
2.3.5. Pregnancy-specific protein B (PSPB) 8
2.3.6. Pregnancy-associated Glycoprotein (PAG) 8
2.4. Pregnancy-associated Glycoprotein (PAG) bei Wiederkduern
2.4.1. Ursprung der PAGs 10
2.4.2. Struktur der PAGs 10
2.43. Funktion von PAG 13
2.4.4. PAG bei Wiederkduern im Verlauf der Trachtigkeit und post partum 14
2.4.5. Trachtigkeitsdiagnose anhand der Bestimmung der PAG-Konzentration bei
Wiederkéduern 19
2.5. Immunassays 20
2.5.1. Definition des Enzymimmunoassay 20
2.5.2.  Der kompetitive Enzymimmunoassay 20
2.5.2.1. Prinzip des , kompetitive Doppelantikorpertechnik“-Tests 21
2.6. Biosynthese und intermediirer Stoffwechsel der Ostrogene 23
2.6.1. Biosynthese der Ostrogene im Eierstock 24
2.6.2. Biosynthese der Ostrogene in der Plazenta 25
2.6.3. Funktion der Ostrogene 28
2.7. Wege der Hormon-Exkretion 28

2.8. Nutzung und Lagerung der Kotproben 29



Inhaltsverzeichnis

2.9. Ostrogenkonzentration wihrend der Trichtigkeit bei Wiederkéduern 30
2.9.1.  Ostrogenkonzentration im Blut wahrend der Trachtigkeit bei Wiederkduern 31
2.9.2.  Ostrogenkonzentration im Harn wihrend der Trichtigkeit bei Wiederkduern 35
2.9.3.  Ostrogenkonzentration im Kot wihrend der Trichtigkeit von Wiederkduern 36

3. Die Plasmakonzentration des pregnancy-associated Glycoprotein (PAG)

im Verlauf der Trichtigkeit beim Schaf

3.1.  Material und Methoden 37
3.1.1.  Versuchstiere und ihre Haltung 37
3.1.2.  Blutprobenentnahmen 38
3.1.3.  Testprinzip des Radioimmunoassays (RIA) zur Bestimmung der

PAG-Konzentration im Blutplasma 39
3.1.3.1. Festphasen-RIA 39
3.1.4.  Erstellung der Eichkurve 41
3.1.5. Herstellung der Kontrollen 41
3.1.6. Reagenzien fiir den radioimmunologischen Nachweis 41
3.1.7.  Radioimmunologischer Nachweis 42
3.1.8.  Statistische Auswertung 42
3.2. Ergebnisse 44
3.2.1.  Qualitétskriterien fiir das Referenzverfahren 44
3.2.2.  PAG-Konzentration im Blut der Kontrolltiere 44
3.2.3. Verlauf der PAG-Konzentration im Blut wahrend der Trachtigkeit

und 4 Wochen nach der Geburt 44
3.2.4. Abhingigkeit der PAG-Konzentration von der Wurfgrof3e 48

3.2.5. Abhéngigkeit der PAG-Konzentration von Geschlecht und
Geburtsgewicht der Lammer 54
3.2.6. Abhingigkeit der PAG-Konzentration von der Rassezugehorigkeit der
Mutterschafe 55
3.2.7. Abhingigkeit der PAG-Konzentration von der Wurfnummer 55

3.3. Diskussion 57



Inhaltsverzeichnis

4. Bestimmung von Gesamtostrogenen in Blut, Harn und Kot von Ziegen als

Hilfsmittel zur Trichtigkeitsfeststellung

4.1. Material und Methoden 61
4.1.1.  Versuchstiere und ihre Haltung 61
4.1.2. Kotentnahme 61
4.1.3. Harngewinnung 62
4.1.4. Blutentnahme 62
4.1.5. Gesamtostrogenbestimmung: Enzymimmunoassay (EIA) 62
4.1.5.1. Prinzip der , kompetitiven Doppelantikérpertechnik* 62
4.1.6.  Geridte und Chemikalien 64
4.1.6.1. Chemikalien und Losungen 64
4.1.7. Testvorbereitung 68
4.1.7.1. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit IgG 68
4.1.7.2. Zweite Beschichtung mit bovinem Serumalbumin (BSA) 68
4.1.7.3. Lagerung der Mikrotiterplatte 68
4.1.7.4. Qualittssicherung 68
4.1.8. Durchfiihrung des Tests 69
4.1.8.1. Herstellung der Standardkurve 69
4.1.8.2. Herstellung der Kontrollen 70
4.1.9. Versuchsdurchfiihrung 71
4.1.9.1. Aufbereitung der Proben 71
4.1.9.2. Immunreaktion 75
4.1.10. Auswertung der Messwerte 79

4.1.11. Bestimmung des Feuchtigkeitsverlustes der Kotproben wéhrend der Lagerung 80

4.1.12. Statistische Auswertung 81
4.2, Ergebnisse 82
4.2.1. Etablierung eines Enzymimmunoassays zur Bestimmung von

Gesamtdstrogenen im Kot, Harn und Serum von Ziegen 82
4.2.2.  Gesamtostrogenkonzentrationen in Kot, Harn und Serum 83

4.2.3. GesamtOstrogenkonzentrationen im Kot 86



Inhaltsverzeichnis

4.2.4. Einflisse auf die Gesamtdstrogenkonzentration im Kot von trichtigen

Burenziegen 91
4.3.  Diskussion 93
5. Zusammenfassung 98
6. Summary 102
7. Literaturverzeichnis 106
8. Anhang 123
8.1. PAG von nicht trachtigen Kontrolltieren 123

8.2. Gesamtostrogenbestimmung im Kot 124



Abkiirzungen

Abkiirzungen

Abb. Abbildung

a alpha

B beta

b bovin

B/Bo prozentuale Tracerbindung im Verhéltnis zum Nullstandard
BSA Bovines Serumalbumin

BST Bovines Somatotropin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

C.l Corpora lutea

cm Zentimeter

°C Grad Celsius

Cv Variationskoeffizient

d Tag

Da Dalton

d.h. das heisst

E; Ostron

E, Ostradiol-1 7B

eCG equines Choriongonadotropin
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EIA Enzyme Immuno Assay

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FSH Follikelstimulierendes Hormon
g Gramm

GH Growth Hormone, Wachstumhormon
GnRH Gonadotropin Releasinghormon
h Stunde

LE. Internationale Einheiten

IGF-I Insulin-like growth factor-I

im. intramuskulér

1.v. intravends



Abkiirzungen

kg

1

LH
Max.
mg
MHz
Min.
min

ml

mRNA

ng

ov

P4

pg
PGF;,
PMSG
RIA
SD
SEM
Tab.

VS

ne

x|

Xg
z.B.

Kilogramm

Liter

Luteinisierendes Hormon
Maximum

Milligramm

Megahertz

Minimum

Minuten

Milliliter

Millimeter

messenger Ribonukleinsdure
Anzahl

Nanogramm

ovin

porcin

Progesteron

Picogramm
Prostaglandin F»,
Pregnant mare serum gonadotropin
Radioimmunoassay
Standardabweichung
Standardfehler

Tabelle

versus

Mikrogramm

Mikroliter

Mittelwert
Erdbeschleunigung

zum Beispiel



Einleitung 1

1. Einleitung

Die Ziegen- und Schafhaltung in der Welt gewinnt durch die Extensivierung in der
Landwirtschaft an Bedeutung, weil mit kleinen Wiederkduern, insbesondere Ziegen, auf
marginalen Béden und unter extremen Klimabedingungen noch Ertrége erwirtschaftet werden
konnen. In vielen, besonders den drmeren Landern der Erde, spielt der kleine Wiederkduer als
landwirtschaftliches Nutztier eine bedeutende Rolle bei der Erzeugung von Fleisch, Milch,

Héauten und Fasern.

Fir eine rentable Produktion von Ziegen- und Schaffleisch ist im Rahmen einer guten
zuchthygienischen Betreuung einer Herde die frilhe und sichere Tréchtigkeitsdiagnose
besonders wichtig. Es gibt verschiedene Methoden eine Trachtigkeitsdiagnose bei kleinen
Wiederkéuern durchzufiihren. Besonders praktikabel sind viele davon nicht, weil sie entweder
sehr spét durchzufiihren, invasiv oder teuer sind. Nach Mdglichkeit soll nicht nur eine
Trachtigkeit diagnostiziert, sondern auch Informationen tiber Vitalitdt und eventuell Anzahl
der Feten erlangt werden, bei geringstméglicher Beeintrachtigung der Tiere. Deshalb
beschiftigt sich Teil 1 dieser Arbeit mit der Untersuchung der Plasmakonzentration des
,pregnancy-associated” Glycoproteins (PAG) im Verlauf der Trachtigkeit beim Schaf mit dem
Ziel a) die Plasmakonzentration des PAGs bei verschiedenen Schafrassen wéhrend der
Trachtigkeit und nach der Geburt darzustellen und b) diese zur Trachtigkeitsdiagnose zu
nutzen. Teil 2 dieser Arbeit beinhaltet die Bestimmung von Gesamtdstrogenen in Blut, Harn
und Kot von tragenden Ziegen. Besondere Beriicksichtigung findet die Eignung der Kot-
Ostrogenkonzentration als Moglichkeit einer Trachtigkeitsdiagnose bei Ziegen und, in diesem

Zusammenhang, die Moglichkeit der Lagerung der Kotproben bis zur Analyse.
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2. Literaturiibersicht

2.1. Trichtigkeitsdiagnose bei kleinen Wiederkiuern

Die frilhe und sichere Diagnose einer Tréachtigkeit spielt in der Tierzucht eine bedeutende
Rolle, da nur so sowohl eine bedarfsgerechte Haltung und Fiitterung der trachtigen Tiere
gewihrleistet werden kann als auch ein wirtschaftliches Arbeiten moglich ist. Dies beinhaltet
ein schnelles Wiederbelegen nicht trachtiger Tiere, das friizeitige Erkennen von
Fruchtbarkeitsstorungen von Einzeltieren oder einer eventuellen Herdenproblematik und
gegebenenfalls das Merzen der Tiere.

Wihrend der Tréachtigkeit weist das Muttertier typische Verdnderungen auf, die durch eine
klinische Untersuchung, mit technichen Hilfsmitteln, wie z.B. Ultraschallverfahren, oder liber
verschiedene Labormethoden nachgewiesen werden konnen. Generell wird zwischen
indirekten Trachtigkeitsnachweisen, wie z.B. Ausbleiben der Brunst, Echolot oder hohem
Progesterongehalt im Blut oder in der Milch, und direkten Nachweisen des Fetus oder der
Fruchthiillen unterschieden. In der Plazenta werden wahrend der Tréichtigkeit bestimmte
Proteine und Hormone speziell oder in besonderen Mengen exprimiert und synthetisiert, die
in den Blutkreislauf des Muttertieres gelangen und teils iber Milch, Harn oder Kot
ausgeschieden werden. Hierzu zihlen unter anderem Ostrogene und sog. ,,pregnancy-
associated Glycoproteine (PAGs), die sich besonders fiir eine Trachtigkeitsdiagnose eigenen,
da sie iiber eine funktionelle Plazenta zusétzlich einen direkten Hinweis auf das Leben der
Feten geben. In Kapitel 2.2 werden verschiedene Diagnoseverfahren in Abhéngigkeit vom
Untersuchungszeitpunkt wahrend der 151 + 5 Tage (Bostedt und Dedié, 1996) dauernden
Trachtigkeit (spéte, mittlere und frithe Trachtigkeitsdiagnosen) aufgezeigt, im Kapitel 2.3
verschiedene Hormone und Proteine der Plazenta, die sich zur Trachtigkeitsdiagnose eigen,
beschrieben.
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2.2. Trichtigkeitsdiagnoseverfahren

2.2.1. Spite Trichtigkeitsdiagnose

Als spate Diagnoseverfahren werden solche bezeichnet, die ab dem 60. Tag nach der
Bedeckung bei Schaf und Ziege zum Einsatz kommen. Die abdominale Palpation kann etwa
ab dem 100. Trachtigkeitstag Aufschluss geben (Kiist und Schaetz, 1983). Die bi-manuelle
(rektal und abdominal) Palpationstechnik bei kleinen Wiederkduern wurde von Kutty (1999)
entwickelt. Die Diagnosegenauigkeit dieser Technik betrdgt ab dem 28. Tag der Trachtigkeit
56%, ab dem 90. Tag 100%. Aborte traten dabei nicht auf. Bei der Rektal-Abdominalen
Palpation wird ab dem 60. Trachtigkeitstag eine 90%ige (Memon und Ott, 1980) und vom 65.
bis 70. Tag der Trachtigkeit eine 92 bis 100%ige Diagnosegenauigkeit erreicht (Hulet, 1972;
Turner und Hindson, 1975; Tyrrell und Plant, 1979; Plant, 1980; Ott et al., 1981). Nachteilig
hierbei sind jedoch mdgliche Verletzungen des Darms, Absterben von Feten und/oder Aborte
ausgelost durch die Untersuchung (Turner und Hindson, 1975; Ott et al., 1981; Trapp und
Slyter, 1983). Hingegen wurde bei Plant (1980) kein Beweis fiir eine erhchte fetale
Sterblichkeit oder Aborte bedingt durch die Anwendung dieses Verfahrens festgestellt.

Die Euterentwicklung bei der Ziege kann ab dem zweiten Tréachtigkeitsmonat auf eine
bestehende Tréachtigkeit hindeuten, jedoch kommt es haufig vor, dass die Entwicklung des
Euters erst im letzten Monat stattfindet (Watt et al., 1984). Bei der Rontgenuntersuchung kann
eine Trachtigkeit mit einer Genauigkeit von 100% ab dem 70. Tag nach der Bedeckung
festgestellt werden (Memon und Ott, 1980; Wilson, 1981; Saleh et al., 1988) und ab Tag 90
kann mit Sicherheit die Fetenzahl vorausgesagt werden (Memon und Ott, 1980). Die
Verwendung von Echolot-Geriten trifft eine zuverldssige Diagnose beim Schaf ab dem 60.
und bei der Ziege ab dem 110. Tag (Holtz, 1982). Durch den Nachweis von speziellen
Proteinen, wie z.B. ,placental lactogen” (PL), wird ab der zweiten Hélfte der Tréchtigkeit

eine Diagnosegenauigkeit von 100% erreicht (Robertson et al., 1980).
2.2.2. Diagnose in der Trichtigkeitsmitte
Zu den Trachtigkeitsdiagnoseverfahren, die zwischen dem 35. und dem 60. Tag der

Tréachtigkeit angewendet werden konnen, z&hlt die Entnahme einer Zervikalschleimprobe.

Damit wurde ab dem 42. Trachtigkeitstag ein 99%iger Tréachtigkeitsnachweis erbracht
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(Bostedt et al., 1972). Vierzig Tage nach der Bedeckung lésst sich ein 97%iger Nachweis
durch Untersuchung der Verdnderungen am Vaginalepithel (Vaginalbiopsie) erziehlen
(Ghannam et al., 1972; Memon und Ott, 1980). Mittels Messung des Ostronsulfats im Blut ab
dem 49. Tag nach der Bedeckung, in der Milch ab Tag 35 der Tréchtigkeit und
Gesamtostrogenkonzentration im Kot ab dem 56. Tag der Trichtigkeit liel sich eine
Tréachtigkeit mit einer Genauigkeit von 100%, 88% bzw. 96.0% nachweisen (Tamanini et al.,

1986; Murray und Newstead, 1988; Sindermann et al., 1992; Janowski et al., 1999).

2.2.3. Friihe Trichtigkeitsdiagnose

Hier finden sich alle Trachtigkeitsdiagnoseverfahren, die kurz nach der Bedeckung (weniger
als 35 Tage) bei Schaf und Ziege anwendbar sind. Die Laparotomie zur digitalen Palpation
der Gebédrmutter wurde bei Memon und Ott (1980) ab dem 28. Tréchtigkeitstag mit 97%iger
Sicherheit durchgefiihrt. Die Ultrasonographie (Echtzeit-Ultraschallgerdt, B-Mode), als nicht-
invasive Trachtigkeitsdiagnosemethode (transrektal und transabdominal), kann zwischen
lebenden und toten Feten und zwischen Einlingen und Mehrlingen unterscheiden. Sie wurde
beim Schaf nach dem 21. Tag der Trachtigkeit (Kahn et al., 1990; Kahn et al., 1993; Kaulfuss
et al., 1996a; Kaulfuss et al., 1996b; Zipper et al., 1997) und bei der Ziege, mittels der
transrektalen Methode, am Tag 20 zur Erkennung von Fruchtwasser und am Tag 23 fiir den
Nachweis des fetalen Herzschlages eingesetzt (Martinez et al., 1998). Die fetale
Geschlechtsbestimmung war bei Schafen ab dem 60. Tag mit einer Sicherheit von 89%
moglich (Coubrough und Castell, 1998). Transabdominal lie} sich Fruchtwasser am Tag 25
und fetaler Herzschlag am Tag 29 feststellen. Eine sichere Trachtigkeitsdiagnose ist mit Hilfe
einer transrektalen Sonde ab Anfang der 4. Trichtigkeitswoche, bei transabdominaler
Messung eine Woche spiter moglich (Kahn et al., 1990; Padilla und Holtz, 1999). Die
Bestimmung der Progesteronkonzentration im Blut wurde mit 90%iger Sicherheit nach dem
20. Trachtigkeitstag (Memon und Ott, 1980; Agwu und Holtz, 1986) und in der Milch mit
88%iger Erfolgsrate (Pennington et al., 1982; Dionysius, 1991; Engeland et al., 1997) benutzt.
Dies wurde durch Untersuchungen an Schafen durch dhnliche Ergebnisse bestétigt (Shemesh
et al.,, 1979; Dickie und Holzmann, 1992). In der Gegenwart gibt es verschiedene
Trachtigkeitsdiagnoseverfahren, die unterschiedliche Hormone oder Proteine verwenden.
Einige Proteine, wie das Pregnancy-Specific Protein B (PSPB) wurden beim Schaf und bei
der Ziege im Blutplasma ab dem 24. Tag der Trachtigkeit nachgewiesen (Willard et al., 1987;
Humblot et al., 1990). Die PSPB-Konzentration konnte beim Schaf bis 30 Tage und bei der
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Ziege bis 50 Tage nach der Geburt noch gemessen werden (Humblot et al., 1990). Ebenfalls
wurde gezeigt, dass die ,,pregnancy-associated Glycoproteine (PAGs) als niitzlicher
Trachtigkeitsindikator eingesetzt werden konnen. Durch Untersuchung von PAG in der
Ziegenmilch konnten Tréchtigkeiten ab dem 32. Tag nach der Bedeckung festgestellt werden
(Gonzalez et al., 2001). Im Blut erzielten Sousa et al. (1999) schon ab Tag 24, Gonzélez et al.
(1999) ab dem 21. und Benitez-Ortiz (1992) beim Schaf ab dem 25. Tag Erfolge. Karen et al.
(2002) stellten beim Schaf (Awassi x Merino) am Tag 22 mit einer Genauigkeit von 100 %
die Trachtigkeit fest.

2.3. Hormone und Proteine der Plazenta zur Trichtigkeitsfeststellung bei Wiederkéuern

2.3.1. Gestagene

Gestagene sind Steroidhormone mit 21 Kohlenstoffatomen, die in ihrer Chemie dem
Cholesterin nahestehen und im Eierstock (Gelbkorper und Follikel) und in der Plazenta
gebildet werden (Band et al., 1987). Das Progesteron wird als hauptsachliches Hormon bei
Wiederkduern wéhrend der Gelbkorperphase der Brunst gebildet (Sangha et al., 2002). Dieses
Hormon wird bei der Ziege hauptséchlich im Gelbkorper gebildet (Challis und Linzell, 1971).
Die Gestagene leiten ihre Bezeichnung von ihrer Bedeutung fiir die Erhaltung der
Tréchtigkeit ab. Sie werden als Progesteron im Blutplasma, in der Milch und im Harn und als
Progesteronmetaboliten (Pregnandion und hydroxyliertes Pregnan) im Kot bestimmt
(Schwarzenberger et al., 1993; Schwarzenberger et al., 1996b; Palme et al., 1997). Bei
Wiederkduern werden die Progesteronmetaboliten tiiber den Kot, als wichtigsten
Ausscheidungsweg, und iiber den Harn ausgeschieden (Velle, 1963; Adams et al., 1994;
Palme et al., 1996).

Progesteron wird im Blutplasma und in der Milch bestimmt und als Trachtigkeitsdiagnose bei
der Ziege (Memon und Ott, 1980), beim Schaf (Robertson und Sarda, 1971; Shemesh et al.,
1979; Memon und Ott, 1980), beim Rind (Robertson und Sarda, 1971; Humblot et al., 1988a;
Humblot, 2002), beim Hirsch (Willard et al., 1996, 1998) und anderen Zootieren (White et al.,
1995) benutzt. Im Harn und im Kot wurden die Progesteronmetaboliten (Schwarzenberger et
al., 1996b) zur Uberwachung der Funktion des Gelbkérpers wihrend des Zyklus, bei
Abortrisiko, Eintritt der Pubertat, Saisonalitdt und zur Trachtigkeitsdiagnose bei Ziege, Schaf,

Rind und wiederkduenden Zootieren verwendet (Borjesson et al., 1996; Desaulniers et al.,
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1989; Bamberg und Schwarzenberger, 1990; Kirkpatrick et al., 1993; Larter et al., 1993;
Larter et al., 1994; Matsuda-Motomura et al., 1995; Schwarzenberger et al., 1996a; Mostl et
al., 1993; Shideler et al., 1993a; Brown et al., 1995; Schwarzenberger et al., 1996a, 1996b;
Heistermann et al., 1998; Morrow und Monfort, 1998; Patzl et al., 1998; Schwarzenberger et
al., 1998). Jedoch zeigen die Gestagene lediglich das Vorhandensein funktioneller Gelbkorper
an. Das Vorhandensein von Progesteron wird bei Gelbkorpern wahrend des Zyklus, wéhrend
der Trachtigkeit, aber auch bei persisterenden Gelbkorpern oder bei Gelbkdrperzysten

nachgewiesen.
2.3.2. Ostrogene

Die Ostrogene besitzen 18 Kohlenstoffatome und sind wie die Gestagene (C-21) und
Androgene (C-19) Steroidhormone, die in ihrer Struktur dem Cholesterin nahestehen und im
Eierstock (Follikel), den Hoden in geringen Mengen, der Nebennierenrinde und in der
Plazenta gebildet werden (s. 2.6). Es kommen im wesentlichen drei Ostrogene mit

unterschiedlicher biologischer Aktivitit vor: Ostron, Ostradiol und Ostriol (Velle, 1963).

Generell wurden Ostrogene als unkonjugiertes freies Ostron und/oder Ostradiol-17a oder
Ostradiol-17B mit spezifischen Antikérpern oder mit gegen unkonjugierte Gesamtdstrogene
gerichtete Antikorper in Blut, in der Milch, Harn und Kot bestimmt. Der Nachweis von
Ostrogenen wird zur Trichtigkeitsdiagnose bei Ziege (Tamanini et al., 1986; Safar-Hermann
et al., 1987, Murray und Newstead, 1988; Sindermann, 1991; Holtz, 1992; Janowski et al.,
1999), Rind (Holdsworth et al., 1982; Bamberg et al., 1985) und wiederkéduenden Zootieren
(Safar-Hermann et al., 1987; Chapeau et al., 1993; White et al., 1995) benutzt.

Im Vergleich zu den Gestagenen bietet eine hohe Ostrogenkonzentration einen direkten
Hinweis auf das Funktionieren der Feto-Plazentalen-Einheit und damit das Vorhandensein
lebender Feten (Wooding und Flint, 1994). Ab dem 56. Tréchtigkeitstag kann bei der Ziege
im Kot eine Trachtigkeit mit einer Genauigkeit von 96% festgestellt werden (Sindermann et
al., 1992). Eine subnormale Ostrogenkonzentration hingegen zeigt eine Stdérung der
endokrinologischen Funktion der Feto-Plazentalen-Einheit an (Engeland et al., 1999). Das
Hormon Ostradiol-17a wird in der Feto-Plazentalen-Einheit synthetisiert (Currie et al., 1973
in Holtz, 1992; Dhinsda et al., 1981) und hauptséchlich in der Leber zu Ostronsulfat
umgewandelt (Thorburn et al., 1972).



Literaturiibersicht 7

2.3.3. Placentales Lactogen (PL) bzw. Chorion Somatomammotropin (CS)

Das Plancentale Lactogen (PL) ist ein Proteohormon, bestehend aus 198 Aminosduren
(Martal und Djiane, 1975; Colosi et al., 1989) und ist verwandt mit dem Wachstumshormon
(GH) und Prolactin (PRL) (Ogren und Talamantes, 1988). Dieses Protein wird in binukledren
Zellen des Trophoblasts bzw. der Plazenta synthetisiert. Die PL-Konzentration im Blutplasma
wurde bei Ziege (Currie et al., 1990), Schaf (Chan et al., 1978) und Rind (Guilbault et al.,
1988) ermittelt. Die Konzentration des PLs steigt beim Schaf zwischen dem 70. und 130. Tag
der Tréchtigkeit an. Bei der Ziege ist die PL-Konzentration ab Tag 45 bis Ende der
Trachtigkeit und bei der Kuh zwischen dem 26. und 110. Tag der Trichtigkeit erhoht
(Beckers et al.,, 1982). Die Funktionen des PLs bestehen in der Forderung der Plazenta-
Entwicklung, der Gewichtszunahme des Fetus (somatogene Aktivitdt), der Milchproduktion
(lactogene Aktivitat) und der Regulierung der Steroidsynthese im Eierstock. Der Vorteil
besteht darin, dass bei Nachweis der entsprechenden Substanz (PL) im Blut von einem
lebenden Fetus im Uterus ausgegangen werden kann. Blut-PL-Konzentrationen werden ab der
Mitte der Tréchtigkeit zur Trachtigkeitsdiagnose beim Schaf, bei der Ziege und beim Rind
benutzt (Robertson et al., 1980).

2.3.4. Early pregnancy factor (EPF) bzw. early conception factor (ECF)

Der ,,early conception* Faktor (ECF), frither als ,,early pregnancy* Faktor (EPF) bezeichnet,
ist ein Glykoprotein, das die Lymphozytenaktivitit vermindert und somit eine
Immunsuppression im Uterus bewirkt. Dieses Protein wird in Zellen des Trophoblasten
synthetisiert und wurde bei verschiedenen Spezies einschlieBlich Schaf nachgewiesen
(Nancarrow et al., 1979; Morton et al., 1983; Mori, 1991; Takagi et al., 1998). Die EPF-
Konzentration kann beim Schaf ab dem ersten Tag nach der Ovulation oder Bedeckung im
Serum festgestellt und ab Tag 19 nach der Bedeckung als frither Hinweis auf eine
Tréachtigkeit oder aber auch bei abnormen Konzentrationen zum Erkennen eines Aborts
genutzt werden (Morton et al., 1979; Shaw und Morton, 1980). Eine niedrige EPF-
Konzentration im Blut zeigt, dass die Schafe abortiert haben oder nicht trachtig sind. Die
EPF-Konzentrationen werden mit dem rosette inhibition Test (RIT) gemessen. Der Test ist
von der Verfiigbarkeit von Spendertieren fiir Lymphozyten abhéngig, die nur in geringen
Mengen pro Entnahme gewonnen werden konnen (Nancarrow et al., 1979). Hingegen wurden

von Gandy et al. (2001) ein einfacher qualitativer Test (Early Conception Factor-test; ECF
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friher EPF) fir Serum und Milch von Kithen mit monoclonalen und polyclonalen
Antikorpern entwickelt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten aber, dass die Genauigkeit des

Tests nicht zuverldssig war (Cordoba et al., 2001).

2.3.5. Pregnancy-specific protein B (PSPB)

,Pregnancy-specific protein B“ wurde erstmals aus der Plazenta der Kuh isoliert (Butler et al.,
1982). Es wird ebenso wie Plancentales Lactogen und ,,pregnancy-associated* Glycoprotein
in den binukledren Trophoblastzellen synthetisiert (Reimers et al., 1985). PSPB hat eine
molekulare Masse von 78 kDa (Sasser et al., 1989) und konnte ein ,,pregnancy-associated*
Glycoprotein (PAG-1, 67 kDa) sein (Xie et al., 1991; Lynch et al., 1992; Xie et al., 1996). Es
wurde ein Radioimmunoassay zum PSPB-Nachweis im Blutplasma entwickelt (Sasser et al.,
1986). PSPB und Interferon-Tau (INF-t1) bewirken die Sekretion und Regulierung des
»granulocyte chemotactic protein-2“ (GCP-2) im Endometrium wahrend der frithen
Tréchtigkeit beim Rind (Austin et al., 1997). PSPB-Konzentrationen werden bei Kuh, Ziege,
Schaf und bei wiederkduenden Zootieren im Blut kurz nach der Bedeckung und wéhrend der
Tréachtigkeit gemessen und zur Trichtigkeitsdiagnose und als Indikation von abgestorbenen
Embryonen verwendet (Humblot et al., 1988a, 1988b, 1990; Patel et al., 1995; Zoli et al.,
1995; Willard et al., 1987, 1996, 1998). Uber eine Bestimmung der PSPB-Konzentration im
Blut kann beim Schaf ab dem Tag 21 nach der Bedeckung eine Trichtigkeit festgestellt
werden (Willard et al., 1987; Ruder et al., 1988).

2.3.6. ,,Pregnancy-associated* Glycoprotein (PAG)

,»Pregnancy-associated Glycoproteine werden in binukledren Zellen des Trophoblasten bzw.
der Plazenta synthetisiert (Zoli et al., 1992a). Es wurde bereits im Blutplasma bei Schaf (Zoli
et al., 1990), Rind (Zoli et al., 1991), Pferd (Green et al., 1994; ePAG, Green et al., 1998),
Schwein (pPAGI1, Szafranska et al., 1995; pPAG2, Dore et al., 1996), Hirsch (Osborn et al.,
1996), Zebra, Katze (Gan et al., 1997) und Ziege (Garbayo et al., 1998) wihrend der
Tréachtigkeit nachgewiesen. Anhand der Bestimmung der PAG-Konzentration im Blutplasma
kann eine Trachtigkeitsdiagnose bei Ziegen und Schafen ab dem 21. (Gonzélez et al., 1999)
bzw. 25. Tag (Benitez-Ortiz, 1992) nach der Bedeckung erfolgen. Von Gonzalez et al. (2001)
wurden PAGs in der Ziegenmilch nachgewiesen. Mit Hilfe dessen kann ab dem 32. Tag nach

der Belegung zuverldssig eine Trachtigkeit festgestellt werden (s. 2.4). Der Vorteil dieser
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Methode besteht darin, dass bei Nachweis entsprechend hoher PAG-Konzentrationen im Blut
oder in der Milch von der Anwesenheit eines lebenden Fetus im Uterus ausgegangen werden

kann (Patel et al., 1997; Zarrouk et al., 1999).
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2.4. Pregnancy-associated Glycoprotein (PAG) bei Wiederkiuern

2.4.1. Ursprung der PAGs

Pregnancy-associated Glycoproteine werden in binukledren Zellen des Trophoblasts bzw. der
Plazenta (Chorion) synthetisiert (Zoli et al., 1992a). Bei der epitheliochorialen Plazenta von
Wiederkduern bestehen 15-20% des trophektodermalen Epithels aus sog. binukledren Zellen
(Wooding et al., 1986). Obwohl sie ein dhnliches Aussehen besitzen, existiere verschiedene
Subpopulationen (Munson et al., 1989; Jones et al., 1994). Sie konnen wihrend der gesamten
Tréachtigkeit in das Gewebe der Gebarmutter, den Karunkeln, auswandern, um spéter mit den
maternalen Uterusepithelzellen zu fusionieren. Bei dieser Fusion bilden sich temporér hybride
dreikernige Zellen (Wooding, 1982; Wooding, 1992; Schlafer et al., 2000). PAGs werden im
Zytoplasma der binukledren Zellen als Granula gespeichert und gelangen mittels Exocytose in
den mitterlichen Blutkreislauf (Zoli et al., 1992a). Die PAG-Konzentration wird im
Blutplasma der Miitter ist hoher als in dem der Feten (Zoli et al., 1992b).

2.4.2. Struktur der PAGs

Von Xie et al. (1997) wurden verschiedene Arten von PAGs charakterisiert, bei deren
Synthese mehr als 100 Gene bei Rind und Schaf beteiligt sein kénnen (Green et al., 1998).
Die einzelnen PAGs zeigen wihrend der Trachtigkeit verschiedene Expressionsmuster bei
Rind (bPAG), Schaf (o0PAG) (Xie et al.,, 1997; Green et al., 2000) und Ziege (caPAG)
(Garbayo et al., 1998; Garbayo et al., 2000). Beim Schaf wurde 1993 das Vorkommen von
drei unterschiedlich groen PAG-Molekiilen (69, 62 und 57 kDa) festgestellt, die eine partiell
dhnliche Sequenz von oPAGI1 und bPAGI1 =zeigten (Atkinson et al., 1993). Aus den
Kotyledonen des Schafes isolierte Zoli et al. (1995) zwei pregnancy-associated Glycoproteine
(PAG), welche spiter als ovPAG1 (0PAG1) und ovPAG?2 bezeichnet wurden. Xie et al., 1997
konnten sieben (ovPAG3 bis ovPAGY9) aus der Plazenta beim Schaf am Tag 100 der
Tréachtigkeit identifizieren, die sich von der des ovPAGI unterschieden. Insgesamt wurden 9
cDNA-Sequenzen beim Schaf identifiziert. El Amiri et al. (2002) beschrieben und
charakterisierten die biochemische Reinigung von ovPAG6. Abb. 1 zeigt die verschiedenen

PAG-Expressionsmuster wihrend der Trachtigkeit bei Rind und Schaf.
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Abbildung 1: Graphische Darstellung der PAG-Expressionsverliufe wihrend der
Trichtigkeit bei Rind (A) und Schaf (B) (nach Green et al., 2000).

Bei der Ziege isolierte Garbayo et al. (1998) aus der fetalen Plazenta (Kotyledon) zwischen
dem 48. und 69. Tag der Tréchtigkeit caPAG und caPAGI. Danach gelang es durch die
Klonierung von PAG neun cDNAs (caPAG1, caPAG3-7 und caPAG9-11) ab dem Tag 45 der
Tréachtigkeit zu isolieren. Inzwischen sind auch caPAG2 und caPAG8 bekannt, die nur am
Tag 18 und 19 bzw. wihrend nahezu der gesamten Tréachtigkeit (von Tag 18-115) exprimiert
werden (Garbayo et al., 2000). Bei der Ziege wurden insgesamt 11 PAG-cDNAs differenziert.
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Beim Rind wurden pregnancy-associated Glycoproteine (PAG) durch Zoli et al. (1991)
isoliert und als bPAG1 oder boPAGI bezeichnet. Eine zweite cDNA (bPAG2 oder boPAG2)
wurde mit dhnlicher Struktur, aber immunologisch unterschiedlich isoliert (Xie et al., 1994).
Spiter identifizierten Green et al. (2000) beim Rind 19 PAG-cDNAs (von boPAG3 bis
boPAG21). Insgesamt sind 21 boPAG-cDNAs identifiziert.

Das PAG zihlt zu der Aspartat-Proteinasen-Genfamilie (Pepsin, Pepsinogen, Cathepsin D
und Cathepsin E) ohne proteolytische Aktivitét (Tab. 1) (Xie et al., 1991; Roberts et al., 1995;
Guruprasad et al., 1996; Green et al., 1999). Das PAG bei Schaf und Rind hat ein
Molekiilgewicht zwischen 47 und 90 kDa, bestehend aus 382 Aminosduren und zu etwa
10.0% aus Kohlenhydraten. bPAG wurde mit 39 N-terminalen Resten und vier Isoformen (pI:
4.4,4.6,5.2 und 5.4) isoliert (Xie et al., 1991). Garbayo et al. (1998) ermittelte beim PAG der
Ziege (cPAG) Molekiilgewichte von 55, 59 und 62 kDa und isolierte Isoformen (pl: 4.8-6.2)

mit 27 N-terminalen Resten.

Tabelle 1: Phylogenetischer Vergleich zwischen verschiedenen PAGs und aspartatischer

Proteinase (nach Guruprasad et al., 1996).

 Pepsine
Pepsine 100 Chymosine
Chymosine ~ 59.5 100 bPAGI
bPAG1 49.5 425 100 bPAG1v
bPAG1v 50.8 429 86.1 100 bPAG2
bPAG2 . 50.8 45.6 51.8 58.8 100 oPAG1
oPAGI 49.4 42.3 70.6 716 58.5 100 oPAG2
oPAG2 50.5 459 60.4 60.2 63.4 60.4 100 poPAGI
poPAGI 48.6 43.5 48.8 50.5 43.5 414 52.5 100 poPAG2
poPAG2 529 44.3 56.2 55.1 56.7 54.2 574 61.8 100 ¢qPAG

eqPAG 58.6 523 549 55.2 55.4 35.5 54.6 553 585 100
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2.4.3. Funktion von PAG

Die PAG-Konzentration im Blutplasma erhoht sich wéhrend der Tréachtigkeit und nimmt am
Ende der Trachtigkeit drastisch zu. Der Grund fiir diese Erh6hung ist bisher noch ungeklart
(Zoli et al., 1992a).

Genaues Uber die physiologische Funktion des PAG ist noch nicht bekannt. Die
Trophoblastzellen produzieren neben verschiedenen Hormonen und Wachstumsfaktoren
(Reimers et al., 1985), plazentales Laktogen (PL) (Duello et al., 1986) auch PAG (Zoli et al.,
1991; Roberts et al., 1995; Green et al., 2000). Diese Hormone sind eng mit dem Wachstum
und der Entwicklung des Fetus und der Aufrechterhaltung der Trachtigkeit verbunden.
bPAG1 wurde zunéchst als ein Protein ohne hormonale Aktivitdt, bPAG2 hingegen als ein
luteotropes Hormon eingeschétzt (Beckers et al., 1988). Es gibt verschiedene Hypothesen
tiber die PAG-Funktion. Die selektive Sekretion in den maternalen Blutkreislauf ldsst
vermuten, dass die hauptsdchliche Aktivitit des Glykoproteins auf maternaler Seite liegt. Der
drastische Anstieg des PAGs 10 Tage vor der Geburt ldsst auf eine Funktion bei der
Geburtsinduktion schliessen (Zoli et al., 1992a, b). PAG (bPAG1) wurde auch im Hoden und
im Blutserum mannlicher Tiere (Rind und Schaf) und im Blutserum von Férsen gemessen
(Zoli et al., 1990), was die Vermutung zulisst, dass es eine extraplazentare Quelle fiir PAG
gibt. Deshalb miissen niedrige PAG-Konzentrationen nicht unbedingt auf eine Trachtigkeit
hindeuten (Zoli et al., 1992b). Mdoglicherweise agiert das PAG entweder als ,,Carrier flr
bioaktive Peptide oder ist selbst als Hormon an physiologischen Abldufen beteiligt und kann
an spezifische Aminosduresequenzen von Rezeptoren binden (Roberts et al.,, 1995;
Guruprasad et al., 1996). Die Fahigkeit des PAG an Peptide zu binden wurde bereits
nachgewiesen (Xie et al., 1997). Kiirzlich wurde ein Einfluss von bPAG auf eine lokale
Immunosuppression in der Gebarmutter vermutet und ein hemmender Effekt auf die
Proliferation von Zellen des Knochenmarks fesgestellt (Ferndndez-Arias et al., 1999;
Dosogne et al., 2000). Dies bedeutet, dass PAG einen direkten Einfluss auf die
polymorphkernige neutrophile Granulozytenfunktion ausiiben kann. Diese Beeinflussung der
neutrophilen Funktion kann bei Milchrindern nach der Kalbung (in der 1. bis 3. Woche) eine
Erhéhung der Euterentziindungsempféanglichkeit bewirken, messbar durch eine hohe PAG-
Konzentration im Blutplasma post partum (Zoli et al., 1992b; Dosogne et al., 1999; Hoeben et
al., 1999; Dosogne et al., 2000; Hoeben et al., 2000), welche in Beziehung zur Plazenta-

Retention stehen konnte (Zaiem et al., 1997).



14 Literaturubersicht

2.4.4. PAG beim Wiederkiuer im Verlauf der Trichtigkeit und post partum

Nach einer Untersuchung von Gajewski et al. (1999) lag die PAG-Konzentration im
Blutplasma bei Einlingsmutterschafen der Rasse Berrichon in den ersten 2 Wochen der
Trichtigkeit auf Basalniveau (unter 2 ng/ml). In der 3. Trichtigkeitswoche stieg die
durchschnittliche PAG-Konzentration von weniger als 2 auf 3 ng/ml und erhdhte sich ab der
4. Woche auf etwa 12 ng/ml. Zwischen der 5. und 17. Trachtigkeitswoche lag die
Konzentration gegen 200 ng/ml und am Ende der Tréchtigkeit stieg sie auf 600-700 ng/ml an.
Die Ergebnisse von Gajewski et al. (1999) weichen im Hinblick auf Verlauf und Hohe der
Konzentration von denen vergleichbarer Untersuchungen an Merino- und Churraschafen
(Ranilla et al., 1994) sowie Assafschafen (Ranilla et al., 1997) ab. Ranilla et al. (1994)
ermittelten bei Merino- und Churraschafen nur in den ersten 3 Tréchtigkeitswochen
vergleichbare Ergebnisse. Bis zur 9. Trachtigkeitswoche wiesen die genannten Autoren fiir
beide Rassen eine Konzentrationserh6hung auf tiber 300 ng/ml nach. Anschliefend sank die
PAG-Konzentration drastisch auf ca. 20 ng/ml und nahm zwischen der 15. und 17. Woche
wieder zu. Wiahrend die PAG-Konzentration im Blut der Merinoschafe dann bis zur Geburt
auf gleichbleibendem Niveau lag (= 250 ng/ml), wurde bei den Churra- und Assafschafen
(Ranilla et al., 1997) in der 21. Woche nochmals eine starke Konzentrationserh6hung (651 +
195 ng/ml) nachgewiesen (Abb. 2). Gajewski et al. (1999) ermittelten bei
Zwillingsmutterschafen (n=9) der Rasse Berrichon ab der 7. Woche der Trachtigkeit hohe
Konzentrationen (>200 ng/ml), auBBer zwischen der 15. und 17. Trachtigkeitswoche, wo PAG-

Konzentrationen von 0 ng/ml gemessen wurden (Abb. 3).
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Abbildung 2: PAG-Konzentration im Verlauf der Trichtigkeit bei Merino- (A) und
Churraschafen (B) (nach Ranilla et al., 1994).
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Abbildung 3: PAG-Konzentration im Verlauf der Trichtigkeit bei Einlingen (A) und
Zwillingen (B) von Berrichonschafen (nach Gajewski et al., 1999).
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Bei zwei brasilianischen Ziegenrassen wiesen Sousa et al. (1999) die maximale PAG-
Konzentration in der 7. Trachtigkeitswoche nach (124 + 43 bei Caninde- bzw. 181 + 40 ng/ml
bei Moxotoziegen). Anschlieend fielen die PAG-Werte im Blut bis zur Geburt auf Werte
von unter 100 ng/ml ab (Abb. 4). Dieser Verlauf des PAG wurde auch bei Milchziegen
(Gonzalez et al., 2000) und gemischtrassigen Hausziegen (Mischrasse), die einen Hausziegen
und einen spanischem Ibex-Fetus (Capra pyrenaica hispanica) trugen (Fernandez-Arias et al.,
1999) gefunden, allerdings lag die maximale PAG-Konzentration zwischen 550 und 1000
ng/ml in der 9. Tréichtigkeitswoche. Bei spanischen Ibex (Fernandez-Arias et al., 1999) und
bei Hausziegen in einer anderen Untersuchung (Zarrouk et al., 1999) wurden wihrend der

Tréachtigkeit verschiedene Konzentrationen und Verldufe von PAG gefunden.

Fir einen Einfluss der Anzahl getragener Lammer sprechen die Angaben von Sousa et al.
(1999). Bei Vorliegen einer Zwillingstrachtigkeit wurden im Blut der Ziegen ab der 6.

Trachtigkeitswoche hohere PAG-Konzentrationen gemessen als bei einer Einlingstrachtigkeit.
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Abbildung 4: PAG-Konzentration im Verlauf der Trichtigkeit bei Moxoto- (a) und

Canindeziegen (b) fiir Einlings- und Zwillingstragende Mutterziegen (nach Sousa et al.,

1999).

Bei Rindern wurden wéhrend der Tréchtigkeit stetig zunehmende PAG-Konzentrationen

nachgewiesen (Abb. 5). Zwischen Tag 22 (0.38 ng/ml) und 150 (50.0 ng/ml) der Tréchtigkeit

wurde ein langsamer, und anschlieBend, bis Tag 240, ein steilerer Konzentrationsanstieg

(158.9 = 60.2 ng/ml) ermittelt. Die Konzentration erhéhte sich auf 1551.9 + 589.7 ng/ml am

Tag 270 der Tréachtigkeit. Die maximale Konzentration von 2462.4 + 1017.9 ng/ml wurde

zwischen 1 und 5 Tage vor der Kalbung gemessen (Zoli et al., 1992b). Patel et al. (1997)

stellten im Blut von Holstein-Friesian Kiihen gegen Ende einer Einlingstrachtigkeit PAG-
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Konzentrationen zwischen 400 und mehr als 1300 ng/ml, bei einer Zwillingsgeburt mehr als
2100 ng/ml fest. Sousa et al. (2002) ermittelten die PAG-Konzentration im Blutplasma von
stidamerikanischen Zeburindern (Azawak). Die PAG-Konzentrationen und Verldufe wihrend
der Trachtigkeit von Bos indicus und Bos taurus waren sehr dhnlich (Zoli et al., 1992b).
Perényi et al. (2002) testeten bei Holstein-Friesian Férsen vier RIA-Systeme wihrend der
ersten Hélfte der Trachtigkeit und die Verldufe und Konzentrationen des PAGs waren bei

allen Tieren (n=5) unterschiedlich.
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200 - 10000
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150 ]
f 4100
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Abbildung 5: Plasma-PAG-Konzentration (X = SD) im Verlauf der Trichtigkeit beim
Rind (nach Zoli et al., 1992b).

Fiir den Verlauf der PAG-Konzentration nach der Geburt liegen fiir kleine Wiederkduer
tibereinstimmende Ergebnisse vor. Innerhalb der 1. Woche nach der Geburt fallen die PAG-
Werte stark und anschlieBend langsamer ab. Innerhalb von 4 Wochen werden wieder
Basalwerte gemessen (Ranilla et al., 1994; Ranilla et al., 1997; Sousa et al., 1999; Gajewski et
al., 1999; Zarrouk et al., 1999). Demgegeniiber nahm die PAG-Konzentration bei Rindern bis
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Tag 90 post partum zwar kontinuierlich aber nur langsam ab (Zoli et al., 1992b; Patel et al.,
1997; Sousa et al., 2002). Erklarbar mag dies durch die besonders hohe PAG-Konzentration
gegen Ende der Tréchtigkeit (Zoli et al., 1992b) sowie die relativ hohe biologische
Halbwertszeit des Glykoproteins von 9.2 bis 10.1 Tage bei Zebukiihen (Sousa et al., 2002)
und 7 bis 8.8 Tage bei Bos Tauruskiihen (Sasser et al., 1986; Semambo et al., 1992; Kiracofe
et al., 1993; Ali et al., 1999) sein.

2.4.5. Triachtigkeitsdiagnose anhand der Bestimmung der PAG-Konzentration bei

Wiederkiuern

Die pregnancy-associated glycoprotein (PAG)-Konzentration im Blutplasma und in der Milch
kann als ein Indikator der Tréachtigkeit angesehen werden. Durch Untersuchung von PAG in
der Ziegenmilch, liess sich eine Trachtigkeiten ab dem 32. Tag nach der Bedeckung
feststellen (Gonzalez et al., 2001). Im Blut der Ziege konnten Sousa et al. (1999) schon ab
Tag 24 und Gonzalez et al. (1999a, b) ab Tag 21 eine Tréchtigkeit nachweisen, beim Schaf
gelang dies Benitez-Ortiz (1992) ab Tag 25. Karen et al. (2002) stellten die Trachtigkeit beim
Schaf (Awassi x Merino) am Tag 22 mit 100 prozentiger Genauigkeit fest.

Bei Milchrindern betrdgt die Genauigkeit der Trachtigkeitsfeststellung am Tag 35 der
Tréachtigkeit 93 % (Zoli et al., 1992b). Da die biologische Halbwertszeit des Glykoproteins
relativ hoch ist, kann man die PAG-Konzentration als Trachtigkeitsdiagnose bei Kithen erst
ab dem 70. Tag nach der Kalbung nutzen (Szenci et al., 1998), da vor diesem Zeitpunkt noch
die PAG Gehalte der vorangegangenen Trachtigkeit gemessen werden. Bei kleinen
Wiederkéduern besteht dieses Problem nicht, da die PAG-Konzentration in der 4. Woche nach
der Geburt bereits wieder Basalniveau hat und kleine Wiederkduer zudem einer
Zyklussaisonalitdt unterliegen. Perényi et al. (2002) testeten bei Rindern in der ersten Hélfte
der Tréchtigkeit verschiedene RIA-Systeme, woraus sich zwei (RIA2: PAGss+; und RIA3:
PAGss+59) als empfindliche Verfahren fur eine Trachtigkeitsdiagnose erwiesen.
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2.5. Immunoassays

Immunoassays sind immunologische Testverfahren, die auf der Bindung zwischen einem
Antikorper und seinem spezifischen Antigen basieren, um entweder das Antigen oder den
Antikorper zu bestimmen. Der Antikorper oder das Antigen kann mit radioaktiven Isotopen
(Radioimmunoassay, RIA), mit Enzymen (Enzymimmunoassays, ELISA/EIA),
fluoreszierenden Gruppen, chemielumineszenzerzeugenden Substanzen, elektroaktiven
Stoffen, Kofaktoren u.v.a.m. markiert werden (Miinster, 1989). Am héufigsten werden
radioaktive Isotopen oder Enzyme verwendet (Parker, 1990). Als erste Alternative zum

Radioimmunoassay wurde der Enzymimmunoassay entwickelt.

Immunoassays werden im Labor zur Messung z.B. von Hormonen und bestimmten Proteinen
(Antigen, Hapten) in Korperfliissigkeiten, zur Bestimmung von Bakterien und ihrer Produkte,
zur Bestimmung von Krebszell-Antigenen und der Konzentration von Antikdrper gegen

Makromolekiile von Viren und Bakterien genutzt (Wisdom, 1976).

2.5.1. Definition des Enzymimmunoassay

Der Enzymimmunoassay ist ein immunologisches Testverfahren, dessen Nachweissystem auf
einer enzymatischen Aktivitit beruht. Die gebrduchlichsten Abkiirzungen sind ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) und EIA (Enzyme Immuno Assay), die synonym

verwendet werden (Wisdom, 1976).

2.5.2. Der kompetitive Enzymimmunoassay

Es gibt verschiedene Enzymimmunoassays-Verfahren zum Nachweis von Antigenen, wie z.B.
kompetitiver EIA, Immunoenzymometric-Test oder sog. ,,Sandwich* EIA, von Antikérpern
und Haptenen, die bei Wisdom (1976), Meyer (1989) und Modller (1991) néher beschrieben

werden.



Literaturiibersicht 21

Der kompetitive EIA beruht auf einer Signaldnderung durch Bindungskonkurrenz des zu
bestimmenden Hormons und markierten definierten Hormons fiir denselben
Immunreaktanden. Die resultierende Farbintensitdt ist nach dem Massenwirkungsgesetz

umgekehrt proportional zur Hormonkonzentration in der Probe (Engvall et al., 1971).

2.5.2.1. Prinzip des ,, kompetitive Doppelantikorpertechnik“-Tests

Der kompetitive Doppelantikorpertechnik-Test mit gleichzeitiger Inkubation des zweiten
Antikorpers ist eine Variante des kompetitiven EIAs. Bei dieser Technik wird zuerst die
Oberfliche der Mikrotitrationsplatten mit Schaf-anti-Kaninchen-IgG (ersten Antikérper)
beschichtet und anschlieBend die Probe (unbekannte Menge Ostrogene) und das markierte
Hormon in die Vertiefungen -einpipettiert. Danach erfolgt die rasche Zugabe des
hormonspezifischen Antikorpers (zweiter Antikérper) der aus dem Kaninchen stammt. Der
hormonspezifische Antikorper wird in weniger als 1 Minute in die 96 Vertifungen dispensiert,
um somit die Immunreaktionen bei allen Proben nahezu gleichzeitig zu starten. In der
folgenden Inkubation (iiber Nacht) kommt es zur kompetitiven Antikérperbindung zwischen
markiertem und freiem Hormon und gleichzeitig zur immunologischen Bindung des
hormonspezifischen IgG an den Beschichtungsantikérper (Meyer, 1989). Ungebundene
Antigenmolekiile und enzym-markiertes Hormon werden anschlieBend mit geeigneten
Waschschritten entfernt. Der Nachweis der gebundenen Enzymaktivitdt erfolgt mittels einer
chromogenen Nachweisreaktion (Tetramethylbenzidine, TMB). Hier ist das Messsignal
indirekt proportional zur Antigenkonzentration, d.h. Hormonkonzentration in der Probe (Abb.

6) (Meyer, 1992; Aigner und Neumann, 1997).
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Abbildung 6: Prinzip des Doppelantikorpertechnik-Tests.
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2.6. Biosynthese und intermedisirer Stoffwechsel der Ostrogene

Ostrogene Wirkstoffe kommen nicht nur bei Mensch und Tier als Sexualhormone (endogene
Ostrogene) vor, sondern finden sich auch in der Umwelt als Riickstinde natiirlicher
Inhaltsstoffe von Pflanzen und Pilzen (Phytodstrogene wie Coumestrol und Genistein und
Mykoostrogene wie Zearalenon), sowie als Riickstinde von Medikamenten (synthetische
Ostrogene wie zB. Ethinylostradiol, Tamoxifen wund Diethylstilbestrol) und
Industriechemikalien oder Xenodstrogenen (Bisphenol-A, 4-Nonylphenol und o,p’-DDD).
Letztere sind Chemikalien mit Gstrogener oder anti-ostrogener Wirkung und haben Einfluss
auf das endokrine System. Die Mehrzahl dieser Wirkstoffe weist keine Ahnlichkeiten zur
Steroidstruktur der dstrogenen Sexualhormone auf (Hock und Seifert, 1998).

Als Sexualhormone kommen im wesentlichen drei korpereigene Ostrogene mit

unterschiedlicher biologischer Aktivitit vor: Ostron, Ostradiol und Ostriol (Abb. 7) (Velle,
1963).

OH 0 OH
... OH
s N 7 ,
|
HO HO HO” N HO

17p-Ostradiol Ostron 17a-Ostradiol Ostriol
1) (100%) (17 - 20%) (0%) (1%)
2) (100%) (24 - 48%) (19 - 32%) (9 - 23%)

1) Biologische Wirksamkeit bei Auslosung eines vaginalen Ostrus und Brunstverhaltens bei

Schafen.

2) Bindung an uterine zytoplasmatische Ostrogenrezeptoren vom Rind.

Abbildung 7: Chemische Struktur kérpereigener Ostrogene (nach Goes de Pinho, 1995).
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2.6.1. Biosynthese der Ostrogene im Eierstock

Die Eierstocke der Saugetiere enthalten eine noch nicht aktive Gruppe von primordialen
Follikeln. Jeder Follikel setzt sich aus einer Eizelle und einem einfachen Kumulus-Komplex
zusammen. Bei erwachsenen Tieren werden zyklisch primordiale Follikel-Gruppen aktiviert,
die Sekundérfollikel und einzelne davon Tertidrfollikel bilden. In den ausgereiften
Tertisrfollikeln werden zunehmende Mengen an Ostrogen gebildet (von 12 bis 25 pg/ml
Plasma bei der Kuh) (Drion et al., 1997; Irving-Rodgers et al., 2002). Die Ostrogene selbst
sind wichtige Regulatoren der Funktion des Eierstockes, insbesondere des Follikelwachstums

(Palter et al., 2001).

Bei nicht trachtigen Wiederkduern sind die Eierstocke die Hauptquelle der
Ostrogenproduktion. Durch Kaltenbach et al. (1976) wurden folgende Ostrogenmetaboliten
identifiziert: freies, gluku- und sulfokonjugiertes Ostron, Ostradiol-170. und Ostradiol-17p,
das von Velle (1958) und Short (1962a, b) beim Rind im FEierstock identifiziert wurde.
Ostradiol-17p ist das hauptsichliche ovarielle 6strogene Hormon in der Brunst bei allen

Tieren (Velle, 1963; Schwartz, 1982; Klauke und Hoffmann, 1992).

Die Synthese der Ostrogene erfolgt bei der Ziege iiber Androgene die in den Thekainterna-
Zellen aus Cholesterol, das iiber das Blut dort hin gelangt, gebildet werden (Band et al.,
1987). Die Thekainterna-Zellen haben Rezeptoren fiir das Hormon LH, das die
Androgenesynthese steuert. Die Androgene werden von den Granulosazellen aufgenommen
und durch das Enzym Aromatasa-P450 in den Mitochondrien unter dem Einfluss von FSH in
verschiedene ostrogene Hormone umgewandelt (Drion et al., 1997). Ostrogene (Rosenfeld et
al., 2001) und die Progesteronkonzentration haben einen direkten Effekt auf den Eierstock
und bewirken bei der Ziege ein schnelles Heranwachsen der niachsten Follikel-Welle wéhrend
der friihen Gelbkdrperphase (Menchaca und Rubianes, 2002). Die Ostrogene sind ebenso wie
die anderen Steroidhormone wasserunloslich und kénnen nur durch Bindung an Proteine aus
den Follikelepithelzellen bzw. der Plazenta in die Follikelfliissigkeit bzw. in das Blutplasma
tberfiihrt und zu Gebarmutter, Hypothalamus, Milchdriise, den verschiedenen
Fortpflanzungsorganen und anderen Organen transportiert werden (Kolb, 1984; Rosenfeld et
al., 2001).
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2.6.2. Biosynthese der Ostrogene in der Plazenta

Wihrend der Trichtigkeit werden bei Wiederkauern groBe Mengen an Ostrogenen in der
Plazenta (Plazentome) synthetisiert (Challis und Linzell, 1973; Schlafer, 1993), wobei die
Menge der insgesamt produzierten Ostrogene die ovarielle Ostrogenproduktion bei weitem
(bis zu Faktor > 1000) iibersteigen kann (Talamantes und Ogren, 1988). Beim Rind wurden
Ostron, Ostradiol-17p und bei Schaf und Ziege zusitzlich Ostradiol-170 identifiziert (Velle,
1958; Gorski und Erb, 1959). Frither wurde das Ostradiol-17a als hauptsichliches Ostrogen
angesehen (Velle, 1963), aber Klauke und Hoffmann (1992) stellten beim Schaf, und
Hoffmann et al. (1997) beim Rind, das Ostronsulfat als hauptsichliches Ostrogenhormon fest,

das in der Plazenta synthetisiert wird.

Cholesterol ist die Vorstufe aller Steroidhormone und wird mit der Nahrung aufgenommen
oder aus Acetyl-CoA in fast allen Korperzellen synthetisiert. Der Transport des Cholesterols
wird im Blut durch Lipoproteine niedriger oder hoher Dichte (low- or high-density
lipoproteins) gewahrleistet (Stryer, 1996; Niswender, 2002). Bei der Kuh wurde der fetale
Trophoblast, d.h. die Cotyledonen als der eigentliche Ort der Synthese erkannt (Hoffmann et
al., 1979). Die Aufnahme des Cholesterols wird durch einen spezifischen Rezeptor auf der
Zelloberflache ermdglicht und so in die Mitochondrien transportiert. Pregnenolon ist das erste
stabile Zwischenprodukt auf dem weiteren Weg der Steroidhormonsynthese. Ob daraus
Corticoide, Gestagene, Androgene oder Ostrogene gebildet werden, wird organabhéngig
durch spezifische Enzyme definiert. In Abb. 8 wird die Bildung der Ostrogene dargestellt. Sie
kann grundsétzlich entweder auf dem sogenannten A4- oder A5-Syntheseweg erfolgen. Die
Bildung auf dem  A5-Syntheseweg  erfolgt {iber 17a-Hydroxypregnenolon,
Dehydroepiandrosteron und Androsteron, auf dem A4-Weg iiber Progesteron, 170-
Hydroxyprogesteron und Androstendion. Die Ostrogene Ostron und 17B-Ostradiol entstehen
durch Aromatisierung von Androstendion bzw. Testosteron (Schuler, 2000). Das Ostron kann
zu Ostradiol-17p und Ostradiol-17a. und bei Rind, Schaf und Ziege auch umgekehrt

aromatisiert werden (Velle, 1963).

Wihrend der Trichtigkeit werden bei Wiederkduern freies Ostron, Ostradiol-178 und
Ostradiol-17a als aktive Form synthetisiert. Die Sulfokonjugation der Ostrogene wird vom
Enzym Sulfotransferase durch Ubertragung einer Sulfatgruppe auf das C-3 Atom in den
Cotyledonen katalysiert (Robertson und King, 1979; Mattioli et al., 1984; Mostl et al., 1988).
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Im Karunkel wird wieder die freie Form iiber die Sulfataseaktivitit zuriickgebildet (Gadsby et
al., 1976; Mattioli et al., 1984). Die Ostrogene werden aus der Plazenta in Bindung an
Proteinen in das Blutplasma iibergefiihrt (Kolb, 1984). Sie werden in der Leber unwirksam

gemacht durch eine Verbindung mit Glukuronat und Sulfat.
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P450scc = Cytochrom P450 side-chain-cleavage

P450c17a = Cytochrom P450c17a (17a-Hydroxylase-C17,20-Lyase)
3B-HSD = 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase-A5/4-Isomerase
178-HSD = 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase

P450arom = Aromatase

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Progesteron- bzw. Ostrogenbiosynthese
(nach Schuler, 2000).
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2.6.3. Funktion der Ostrogene

Aus dem Blutplasma werden die Ostrogene in die verschiedenen, in ihrer Funktion von diesen
Hormonen abhéngigen Zelltypen, tberfiihrt. Dabei werden sie an lipophile Bereiche der
Zellmembranen gebunden und in das Zytoplasma transportiert. Dort findet eine Bindung an
Rezeptormolekiile statt, mit deren Hilfe die Ostrogene in die Zellkerne iiberfiihrt werden. Hier
werden sie an Rezeptoren des Chromatins gebunden und beeinflussen die Transkription. In
den meisten Zelltypen fordern sie die Synthese bestimmter Formen von RNA, tber die
Proteine synthetisiert werden (Kolb, 1984; Clark et al., 1985). Die Funktionen der Ostrogene
werden mit verschiedenen biologischen Abldufen bei der Fortpflanzung in Verbindung
gebracht, sowie als Wachstumsstimulanzen fiir normale Gewebe (z.B. Calcifizierung des
Knochens) und neoplasmische Gewebe (Tumoren) erkannt (Velle, 1963). Die Funktionen bei
der Physiologie der Fortpflanzung sind: Entwicklung und Ausprigung der weiblichen
Geschlechtsorgane und sekundédren Geschlechtsmerkmale, Bewirkung der brunsttypischen
Verhaltensmerkmale, Regulation des Sexualzyklus, Transport und Implantation der
befruchteten Eizelle, Vorbereitung der Gebarmutterschleimhaut und der Gebarmutterdriisen
fir die Implantation des Embryos, Aufrechterhaltung der  Tréichtigkeit,
Milchdrisenentwicklung und Eintritt der Laktation (Sutherland und Lindsay, 1991; Kaplan
und Katz, 1994; Billings und Katz, 1999). Zusitzlich spielen die Ostrogene eine Rolle bei der
Vorbereitung des weiblichen Genitaltrakts auf die Geburt sowie bei den Vorgingen, die zur

Losung der Plazenta fithren (Grunert et al., 1989).
2.7. Wege der Hormon-Exkretion

Der Kot ist ein biologisches Ausscheidungsprodukt des Darms mit metabolisierten und
unmetabolisierte Substanzen des Korpers und der Erndhrung. Der Harn ist iiber die Nieren
abgesonderte Flussigkeit, mit der harnpflichtige und andere Substanzen ausgeschieden
werden. Kot und Harn sind wichtige Wege der Exkretion von Proteinen, Hormonen oder
Metaboliten und anderen Substanzen. In der Milch hingegen werden Ostrogene nur in
niedriger Konzentration ausgeschieden (Challis und Linzell, 1973). Ein grofer Teil der
Ostrogenmolekiile wird in der Leber unwirksam gemacht: Dabei findet eine Verbindung mit
Glukuronat bzw. Sulfat statt. Die Konjugate werden iiber die Galle in den Darm bzw. iiber
den Harn ausgeschieden (Abb. 9). Durch Aktivitit der Sulfatase und Glukuronidase der

Bakterien werden die Ostrogene im Darm dekonjugiert und teilweise riickresorbiert
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(enterohepatischer Kreislauf) (Macdonald et al., 1983). Die Ostrogenmetaboliten werden
wahrscheinlich noch einmal in der Leber metabolisiert und wieder in der Galle oder im Harn

ausgeschieden (Taylor, 1971; Whitten et al., 1998).
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Abbildung 9: Exkretion der Hormone (nach Whitten et al., 1998).

2.8. Nutzung und Lagerung der Kotproben

Kot ist ein wichtiger Weg der Exkretion von Proteinen, Peptiden, Hormonen oder Metaboliten
und anderen Substanzen. Im Kot wurden Androgene, Gestagene, Corticosteroide und
Ostrogene festgestellt, die u.a. zur Uberwachung der Gelbkérperfunktion, Ovulation,
Tréachtigkeit, Pubertit, Saisonalitit und Abortgeschehen genutzt werden kénnen (Desaulniers
et al., 1989; Bamberg und Schwarzenberger, 1990; Holtz, 1992; Kirkpatrick et al., 1993;
Larter et al., 1993; Larter et al., 1994; Matsuda-Motomura et al., 1995; Borjesson et al., 1996;
Schwarzenberger et al., 1996b).
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Die Entnahme von Kotproben erfolgt nicht-invasiv. Kotproben zur Hormonanalyse kénnen
nach der Entnahme lyophilisiert, eingefroren (bei —20 oder —196°C) oder bei Raumtemperatur
in 95% Ethanol konserviert werden (Whitten et al., 1998). Das Trocknen der Kotproben ist
eine gute Methode flir die Lagerung der Proben im Feld, wo es keine organischen
Losungsmittel und keine Elektrizitit gibt. Die Stabilitit der Hormone Ostradiol und
Testosteron betrug nach 3 Wochen Lagerung 100% (Brockman und Whitten, 1996). Ahnliche
Angabe belegen, dass die Ostrogenkonzentration im Kot des trichtigen Rindes durch
Lagerungstemperaturen von 20 bis 30°C wihrend 8 Tagen nicht wesentlich beeinflusst wurde
(Limpach, 1985). Glatzel (1999) hingegen ermittelte eine stdndige Verringerung der
Progesteronkonzentration im Kot nicht trachtiger Kiihe bei Lagerung von Kotproben bei 37°C
und einer Lagerungsdauer von 2 Tagen. Bei Kotproben von nicht tragenden und tragenden
Kiihen, die fir 12 Wochen bei Raumtemperatur (20 bis 23°C) gelagert wurden, nahm die
Gestagen- (Progesteron) und Ostrogenkonzentration (Ostron) ebenfalls graduell ab (Schlenker
et al., 1998). Holtz (1992) fand einen Effekt der Lagerungsdauer und -temperatur auf die
Ostrogenkonzentration im Ziegenkot. In Plasmaproben wurde ebenfalls ein Einfluss der

Lagerung auf die Hormonkonzentration festgestellt (Kaye et al., 2000).

2.9. Ostrogenkonzentration wihrend der Trichtigkeit bei Wiederkiuern

Ostrogene wurden als freie Ostrogene (Ostron, Ostradiol, Ostriol und freies Gesamtdstrogen)
und als mit Sulfat oder Glukuronat konjugierte Ostrogene (Ostronsulfat, Ostronglukuronat,
Ostradiolsulfat-o,, Ostradiolglukuronat-o,,p und konjugierte Gesamtostrogene) wihrend der
Trachtigkeit bei Wiederkduern nachgewiesen. In der Literatur wurden in den meisten Studien
die Ostrogene als unkonjugiertes Ostron und/oder Ostradiol-17a oder -17f (freies Ostrogen)
mit spezifischen Antikérpern oder Antikdrpern gegen unkonjugierte Gesamtdstrogene im

Blutplasma, in der Milch, im Harn und im Kot bestimmt (Schwarzenberger et al., 1996a).
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2.9.1. Ostrogenkonzentration im Blut wihrend der Trichtigkeit bei Wiederkiuern

Bei der Ziege wurde im Verlauf der Trachtigkeit eine Zunahme der

Gesamtdstrogenkonzentration im Blutplasma gezeigt (Challis und Linzell, 1971; Sindermann,
1991).

Tamanini et al. (1986) bestimmten bei der Ziege konjugiertes Ostron und Gesamtdstrone
(konjugierte und unkonjugiert). Eine Plasma-Ostronkonzentration war bis zum 60. Tag der
Trichtigkeit nicht feststellbar, erhohte sich aber dann stetig bis zum Ende der Tréichtigkeit.
Anhliche Profile wurden fiir Gesamtdstron erhalten. Als Maximalwerte fiir konjugiertes
Ostron und Gesamtdstron wurden kurz vor der Ablammung ca. 1000 pg/ml bzw. 40 ng/ml
beobachtet. Die Gesamtdstronkonzentrationen unterschieden sich nicht zwischen Einlingen
und Zwillingen. Ahnliches wurde von Sindermann (1991) bei Bestimmung der
Ostronsulfatkonzentration bei der Ziege gefunden. Die Ostronsulfatkonzentrationen lagen bei
der Ziege von Trachtigkeitstag 0 bis 30 und von 10 bis 50 Tage nach der Geburt unter 50
pg/ml Serum. Die Konzentration von Ostronsulfat stieg ab dem 37. Trichtigkeitstag auf 100
pg/ml. Bis zum 50. Trichtigkeitstag erreichte sie 0.8 ng/ml. Dieser Ostronsulfatanstieg
erstreckte sich bis zum 83. Trachtigkeitstag auf etwa 2.6 ng/ml (Abb. 10). Dann blieben die
Werte bis zum 120. Tréchtigkeitstag weitgehend auf einem Plateau und stiegen bis zur Geburt
auf Maximalwerte von 5.8 bis 31.7 ng/ml. Nach dem Ablammen folgte binnen 2 bis 4 Tagen
ein drastischer Abfall auf Konzentrationen von 0.2 ng/ml. Es zeigte sich eine positive
Beziehung zwischen der Ostronsulfatkonzentration und der Fetenzahl (Challis und Linzell,
1971; Tamanini et al., 1986). Im Vergleich zum Schaf waren bei der Ziege wahrend der
Trichtigkeit die Ostrogenkonzentrationen hoher und es gab beim Schaf keine deutliche
Erhéhung der Ostrogenkonzentration zum Zeitpunkt der Ablammung (Challis und Linzell,
1971; 1973).
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Abbildung 10: Mittelwerte der Ostrogensulfatkonzentrationen im Serum wihrend der

Trichtigkeit von vier Ziegen mit einem Fetus (+) und 18 Ziegen mit zwei Feten (x) (nach

Sindermann, 1991).

Bei Rindern wurden freie und konjugierte Ostrogene im Blut wihrend der Trichtigkeit
bestimmt (Hoffmann et al., 1997; Zhang et al., 1999). Das dominierende Ostrogen war mit
62% in iiberwiegend sulfatierter Form das Ostron, gefolgt von Ostradiol-17a. mit 37% und
Ostradiol-17B mit 1%. Die freie Ostronkonzentration lag bis zum 119. Tag der Trichtigkeit
unter 0.4 nmol/l, zwei Tage vor der Geburt wurde ein Mittelwert von 7.85 nmol/l erreicht, der
vier Tage nach der Geburt wieder auf 0.11 nmol/l abfiel. Der Verlauf der
Ostronsulfatkonzentration war dem des freien Ostrons #hnlich, lag aber auf einem hoheren
Niveau. Vor der Geburt lagen die Ostronsulfatkonzentrationen zwischen 16.4 und 21.5
nmol/l. Der Verlauf von freiem Ostron korrelierte mit Ostronglukuronat und Ostronsulfat mit
1=0.89 bzw. r=0.95. Ostradiol-17a-Sulfat konnte nicht nachgewiesen werden, da sich kein
Unterschied zwischen Ostradiol-17a-Glukuronat und gesamtkonjugiertem Ostradiol-17a

ergab. Ostradiol-17a-Glukuronat war ab dem 160. Tag a.p., das etwa dem 120. Tag der
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Trichtigkeit entspricht, nachweisbar (448 pmol/l), freies Ostradiol-17a aber nur direkt vor der
Geburt (ab Tag 5 a.p.) (198 pmol/l). Das Verhiltnis von freiem Ostradiol-17a zu Ostradiol-
17a-Glukuronat lag hier bei 1:50 (198:10463 pmol/l). Ostradiol-17p-Sulfat konnte ab der
zweiten Hilfte der Trichtigkeit (34.3 pmol/l) und Ostradiol-17B-Glukuronat (125.8 pmol/l)
und freies Ostradiol-17f (112.5 pmol/l) ab Tag 10 a.p. gemessen werden. Kurz vor der Geburt
wurden die maximalen Konzentrationen von 112.5, 144.4 bzw. 297.3 pmol/l gemessen (Goes
de Pinho, 1995). Beim Rind wurde das Ostronsulfat als das hauptsichliche Ostrogen
nachgewiesen, welches in der Plazenta synthetisiert wird. Die Konzentrationen von freiem
und  konjugiertem  Ostradiol-17p und  Ostradiol-170.  ergeben sich aus dem
Ostrogenstoffwechsel und dem enterohepatischen Kreislauf (Hoffmann et al., 1997). Abb. 11
stellt schematisch die Konzentrationen von verschiedenen Ostrogenen zwischen miitterlichem

und fetalem Kompartiment dar.
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Abbildung 11: Arterio-venose Unterschiede freier und konjugierter Ostrogene zwischen
miitterlichem und fetalem Kompartiment (Durchschnittswerte von 4 Firsen;

Trichtigkeit 251-261; nach Hoffmann et al., 1983).
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2.9.2. Ostrogenkonzentration im Harn wihrend der Trichtigkeit bei Wiederkiuern

Bei Ziege und Rind steigen die Ostrogenmengen im Harn ca. 3 Monate nach der Bedeckung
an und erhdhen sich bis zur Ablammung stetig weiter (Velle, 1963; Hoffmann et al., 1997).
Beim Schaf hingegen ist im Harn keine signifikante trachtigkeitsbedingte Erhohung der
Ostrogenmenge feststellbar, auBer ganz am Ende. Ostradiol-17a wurde als der hauptsichliche
Metabolit angesehen, der bei Wiederkduern im Harn nachgewiesen werden kann (Velle,
1963). Demgegentiiber wurden von Challis und Linzell (1973) bei der Ziege und von
Hoffmann et al. (1997) bei Rindern das Ostronsulfat als hauptsichlicher Metabolit, gefolgt
von Ostradiol-17a-Glukuronat und Ostradiol-17B-Glukuronat ermittelt. Ostradiol-17a-Sulfat

und Ostradiol-17B-Sulfat konnten nicht nachgewiesen werden.

In den ersten 40 Tagen der Trichtigkeit sind die konjugierten Formen des Ostrons beim Rind
im Harn vorhanden, freies Ostron ist nicht nachweisbar (Goes de Pinho, 1995). Am Ende der
Tréchtigkeit variiert das Verhiltnis Ostron-Glukuronat zu Ostron-Sulfat nach dieser
Untersuchung von 1:2 (0.4:0.8 pg/mosmol) bis 1:73 (48.5:2673 pg/mosmol). Die Korrelation
zwischen den beiden betrug r = 0.79. Freies Ostadiol-170 wurde 5 Tage vor der Geburt mit
1.1 pg/mosmol gemessen. Ostadiol-170-Glukuronat wurde bereits in den ersten Tagen der
Trichtigkeit in einer mittleren Konzentration von 0.4 pg/mosmol festgestellt, und seine
Konzentration erhdhte sich in Laufe der Trachtigkeit auf 241.4 pg/mosmol am Ende.
Ostadiol-17a-Sulfat konnte ebenso wenig wie freies Ostradiol-17p im Harn nachgewiesen
werden. Wahrend der erste Halfte der Tréachtigkeit lagen niedrige Mengen (1.0 pg/mosmol) an
Ostradiol-17B-Glukuronat und Ostradiol-17f-Sulfat vor, die kurz vor der Geburt die hochsten
Werte mit 24.2 bzw. 11.9 pg/mosmol erreichten (Goes de Pinho, 1995; Hoffmann et al.,
1997).
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2.9.3. Ostrogenkonzentration im Kot wihrend der Triichtigkeit von Wiederkiuern

In den Plazentomen der Plazenta werden groBe Mengen Ostrogene synthetisiert (Challis und
Linzell, 1973), die bei Wiederkduern iiber den Kot, als wichtigsten Hauptausscheidungsweg,
und Harn als Ostrogen- und Progesteronmetaboliten ausgeschieden werden (Velle, 1963;
Bamberg et al., 1986; Adams et al., 1994; Palme et al., 1996). Sogar im Meconium der
Neugeborenen wurden hohe Konzentrationen von freien und konjugierten Ostrogenen,
hauptsichlich als Ostradiol-170. festgestellt (Velle, 1963; Choi, 1987; Hoffmann et al., 1997).
Im Kot der Muttern finden sich die meistens Ostrogene in unkonjugierter Form. Bamberg et
al. (1986) fanden im Kot der Ziege Ostron (40%) als hauptsichlichen Metaboliten, gefolgt
von Ostradiol-17p (35%) und Ostradiol-17a (25%). Beim Rind hingegen wies Ostradiol-170.
(56.7%) die hochste Konzentration auf, gefolgt von Ostradiol-17B (32%) und Ostron (11.3%),
alle in unkonjugierter Form (Hoffmann et al., 1997).

Sindermann et al. (1992) bestimmten die Gesamtostrogenkonzentration im Ziegenkot
zwischen der 5. und 13. Woche der Tréchtigkeit. Bei zyklischen Ziegen variierte sie zwischen
6.8 bis 68 ng/g Kot. Bei trichtigen Ziegen hingegen lagen die mittleren
Ostrogenkonzentrationen im Kot in der 5. Trichtigkeitswoche bei 18 ng/g, stiegen bis zur 10.
Tréachtigkeitswoche auf 478 ng/g, zeigten einen leichten Abfall in der 11. Trachtigkeitswoche
(431 ng/g) und zeigten danach bis zur 13. Tréachtigkeitswoche einen steilen Anstieg auf 653
ng/g. Der Anstieg der Ostrogene im Kot der Rinder ist dem Verlauf der
Ostronsulfatkonzentration im Blut #hnlich (Mostl et al., 1984). Die Ostronkonzentration im
Kot stieg vom 40. bis 270. Trichtigkeitstag langsam von 1.1 auf 11.6 ng/g Kot. Ostradiol-17a
wurde ab dem 160. Tag a.p. mit 3.3 ng/g gemessen und stieg weiter auf 60 ng/g am Ende der
Trichtigkeit an. Ein #hnlicher Konzentrationsverlauf wurde fiir Ostradiol-178 aber mit
niedrigeren Konzentrationen von 1.9 bzw. 32.8 ng/g Kot fesgestellt (Goes de Pinho, 1995;
Hoffmann et al., 1997).
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3. Die Plasmakonzentration des pregnancy-associated glycoprotein (PAG) im

Verlauf der Trichtigkeit beim Schaf

3.1. Material und Methoden

3.1.1. Versuchstiere und ihre Haltung

Die vorliegende Untersuchung wurde in der Herde des Versuchsgutes Rellichausen der
Universitdt Gottingen durchgefiihrt (9° 41° Gstlicher Lange, 51° 46" nordlicher Breite, 177 m
iiber NN). Die Untersuchung umfasste 66 tragende Mutterschafe verschiedener Rassen, 18
schwarzkopfige Fleischschafe, 41 Rhonschafe und 7 Dorper-Kreuzungen im Alter zwischen 2
und 10 Jahren. Das Gewicht der drei Rassengruppen betrug 71.4 (SEM 1.7), 51.4 (SEM 1.1)
bzw. 56.5 (SEM 3.4) kg.

Vier Bocke (1 Schwarzkopfiges Fleischschaf, 1 Wiltshire Horn und 2 Dorper) wurden
zusammen mit den Schafen 54 Tage auf der Weide gehalten (Tab. 2). Zusitzlich wurden 25
geschlechtsreife nicht trachtige Kontrolltiere vergleichbarer Rassenzusammensetzung (5
Schwarzkopfiges Fleischschaf x Rhonschaf, 7 Rhonschaf x Schwarzkopfiges Fleischschaf, 7
Dorper x Schwarzkopfiges Fleischschaf und 6 Dorper x Rhonschaf) erfasst.

Die Untersuchung erfolgte in der Paarungssaison der Jahre 1999/2000. Die Schafe wurden
wihrend Deckperiode und Trichtigkeit auf der Weide, wihrend der Ablammung und 4
Wochen danach im Stall gehalten, wo sie mit Heu mittlerer Qualitit ad libitum und 1.0 kg
Kraftfutter pro Tier und Tag gefittert wurden. Alle Tiere hatten freien Zugang zu
Minerallecke (18% calcium, 5% Phosphor, 2% Magnesium, 9% Natrium, Zusatzstoffe je kg:
500000 IE Vitamin A, 62500 IE Vitamin D3, 600 mg Vitamin E, 4700 mg Zink, 60mg Selen;
,,HEMO Mohr GmbH & Co*) und Wasser.

Der genaue Deckzeitpunkt der einzelnen Muttern war unbekannt. Deshalb wurde er unter
Annahme einer Trichtigkeitsdauer von 149 Tagen rickwirkend errechnet. Unmittelbar nach

der Geburt wurden Anzahl, Gewicht und Geschlecht der Limmer erfasst.
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Tabelle 2: Kreuzung der Rassen.

Bocke Mutterschafe

Rasse n Rasse n
Schwarzkopfiges Fleischschaf (SK) 1 Rhonschaf 24
Wiltshire Horn 1 SK 9

Rhonschaf 7
Dorper 2 SK 9

Rhoénschaf 10

Dorper x SK 7

4 66 Gesamt

3.1.2. Blutprobenentnahmen

Beginnend 15 Tage nachdem die Bocke in die Herde kamen bis 4 Wochen nach der
Ablammung (vom 20. August 1999 bis zum 23. Mirz 2000) wurde jedem Tier in
wochentlichen Absténden duch Punktion der Vena jugularis 5 ml Blut entnommen. Von den
25 nicht trachtigen geschlechtsreifen Kontrolltieren wurde zwischen dem 29. September 1999
und 20. Januar 2000 (114 Tage) ebenfalls einmal wochentlich 5 ml Blut entnommen. Die
Blutproben wurden in Glasréhrchen aufgefangen, die als Antikoagulans 5 Tropfen 38%iges
Natrium-Citrat enthielten. Sie wurden innerhalb von 60 Minuten bei 4°C zum Labor
transportiert, und dort fiir 15 Minuten bei 1500 g und 4°C zentrifugiert. Etwa 2 ml Plasma
wurde auf drei Reaktionsgefie (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH) verteilt, die bis zur
Untersuchung bei -20°C gelagert wurden.
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3.1.3. Testprinzip des Radioimmunoassay (RIA) zur Bestimmung der PAG-

Konzentration im Blutplasma

3.1.3.1. Festphasen-RIA

Der  kompetitive  Radioimmunoassay = (RIA) ist eine  sensitive  Methode,
Antigenkonzentrationen zu messen. Dabei konnen Antigenkonzentrationen ab 0.5 pg/ml
bestimmt werden. Der kompetitive Radioimmunoassay nutzt die Antigen-Antikorper-

1251, *H) 16slichem Antigen

Reaktion in Losungen nach Mischung von radiomarkiertem (meist
(,,heisses* Antigen) mit Mengen von nicht markiertem (,,kaltes*) Antigen. Dabei wird das
heisse, iiber seine Radioaktivitdit messbare Antigen mit steigender Konzentration des kalten
Antigens ersetzt. Diese Verdrangung kann durch kaltes Antigen, dessen Menge bekannt ist,
kalibriert werden. An der resultierenden Standardkurve kann dann eine unbekannte

Antigenmenge abgelesen werden, wie in Abb. 12 gezeigt.

Die exakte Messung der gebundenen Antigenmenge erfordet die Trennung von nicht
gebundenem Antigen. Dies kann auf verschiedene Weise, wie z.B. durch Ausfillung des
Antikorpers, geschehen. Dabei muss allerdings das nicht gebundene Antigen in Ldsung
bleiben. Eine weitere Methode ist, den Antikorper an einen unldslichen Tréger zu koppeln,
um so das gebundene Antigen durch Waschen vom nicht-gebundenen trennen zu kénnen.
Ferner kann mit Hilfe eines immobilisierten Zusatantikérpers der Antigen-Antikérper-
Komplex vom nichtgebundenen Antigen getrennt werden. Varianten des RIAs, bei denen ein
Partner immobilisiert ist, werden Festphasen-RIA genannt und unter den Bindungstests néher

besprochen.
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Abbildung 12: Prinzip des kompetitiven Radioimmunoassays (RIA) in Losung oder an
der festen Phase zur Quantifizierung von loslichen Antigenen (nach Lottspeich und

Zorbas, 1998).
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3.1.4. Erstellung der Eichkurve

Fiir die Erstellung der Eichkurve wurde gefriergetrocknetes PAG (von Prof. J.F. Beckers zur
Verfligung gestellt) im Testpuffer in einer Konzentration von 400 ng/ml Standardlésung
gelost. Es wurden neun Verdiinnungen in den Konzentrationen von 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25,
50, 100, 200 und 400 ng/ml hergestellt. Die Standardlosung wurde jeweils im Verhéltnis 1:2
mit dem Testpuffer verdiinnt, so dass eine Kalibrierkurve resultierte, auf der sich die
Konzentrationen aufeinanderfolgender Punkte jeweils um den Faktor 0.5 unterschieden. Die
Standardlosung von 400 ng/ml wurde zu 5 ml Portionen in Plastikréhrchen pipettiert und bis

zum geweiligen Testeinsatz bei -20°C tiefgefroren.

3.1.5. Herstellung der Kontrollen

Zur Erfassung der Qualitdtskriterien und zur Absicherung der Testresultate wurden 3
Kontrolldsungen verwendet. Diese Kontrollosungen wurden durch Zusatz von 5, 15 und 50 ng

bPAG in 1 ml PAG-freiem Rinderserum hergestellt.

3.1.6. Reagenzien fiir den radioimmunologischen Nachweis

Testpuffer:
0.025 M Tris, pH 7.5 enthalt: 0.01 M MgCl,, 0.1% BSA und 0.01% Neomycin-Sulfat (Zoli et
al., 1992b)

Schaf-Anti-Kaninchen-IgG-Serum:
1 ml Serum enthélt 2.5 mg/ml Schaf-Anti-Kaninchen-IgG-Serum (DASP-System: double
antibody solid phase; Axen et al., 1967)

Bestimmung der Radioaktivitiit:
Die Bestimmung der Radioaktivitit (‘*’I-PAG) erfolgte im Prizipitat (LKB Wallac 1261
Multi Gamma, 75% Effizienz).
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3.1.7. Radioimmunologischer Nachweis

Die Bestimmung des Pregnancy-associated glycoprotein  (PAG)-Gehalts der
Blutplasmaproben erfolgte im Labor von Prof. J.F. Beckers im Institut fiir Physiologie der

Fortpflanzung der Veterindrmedizinischen Universitat Liege, Belgien.

Die oPAG-Konzentration im Plasma wurde mittels eines heterologen Radioimmunoassays
(RIA) bestimmt. Dabei wurde '*’I-bPAG (radioaktiv markiertes Protein) als Standard und
Tracer mit dem Antiserum Anti-caPAGssiso (#708) (Verd. 1: 250 000) in Anlehnung an
Gonzélez et al. (1999) verwendet. Die Standardpunkte lagen zwischen 1.56 und 400 ng
caPAG/ml. Jedem Standard wurde 0.1 ml PAG-freies Rinderserum hinzugefiigt, um die
erwartete Interferenz unspezifischer Plasmaproteine moglichst gering zu halten. Von den
unbekannten Proben wurden jeweils 0.1 ml im Doppelansatz im RShrchen gesetzt. Die zu
analysierenden Proben und die Standards wurden nach Zusatz von 0.1 ml des Antiserums und
0.1 ml des jodhaltigen caPAG (23 000 cpm/Rohrchen) bei Raumtemperatur iiber Nacht
inkubiert. Alle Reagenzien wurden in 0.2 ml Testpuffer gelost und das gesamte
Inkubationsvolumen betrug 0.5 ml je Rohrchen. Nach der Inkubation wurden freie und
Bindungsbruchstiicke durch Zusatz von 1 ml Schaf-Anti-Kaninchen-IgG-Serum abgesittigt.
Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Probemedium mit 2 ml Testpuffer
verdiinnt, sofort bei 1500 g und 4°C fiir 20 min zentrifugiert und anschliessend der Uberstand
abgenommen. Die Bestimmung der Radioaktivitit (‘*’I-PAG) erfolgte im Prizipitat. Die
gemessenen und bekannten PAG-Konzentrationen wurden als Variationskoeffizient (CV) von

10 Wiederholungen in dem gleichen Test durchgefiihrt (Rodbard, 1974).

3.1.8. Statistische Auswertung

Die Daten der Plasma-oPAG-Konzentration wurden mit einem split-plot Design ausgewertet,
wobei die Rasse der weiblichen Tiere (Schwarzkopfiges Fleischschaf, Rhonschaf und Dorper
Kreuzung) als main-plot-Behandlung und Woche der Tréchtigkeit als subplot-Behandlung
aufgenommen wurden. Die Behandlung (Rasse) wurde gegen Schaf innerhalb Behandlung als
Fehler und die Interaktion der Woche der Trachtigkeit und Rasse bei Behandlung gegen Rest-
Fehler mit dem Statistik-Programm-Paket SAS®, Version 8.1 (Prozedur ,,GLM*) gepriift. Die

Beziehungen zwischen Variablen wurden unter Anwendung der linearen Regression mit dem
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Statistik-Programm-Paket SAS®, Version 8.1 (Prozedur ,,GLM*) untersucht. Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Behandlungen wurden mit dem multiplen t-Test und die
Korrelationen zwischen der PAG-Konzentration und dem Gewicht bzw. Geschlecht der

Lammer wurden mit dem Pearson-Test auf Signifikanz gepriift (SAS®, Version 8.1, Prozedur

L, GLM®).
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3.2. Ergebnisse

3.2.1. Qualititskriterien fiir das Referenzverfahren
Die folgende laborspezifischen Qualitétskriterien fiir das Referenzverfahren werden in Tab. 3
wieder gegeben. Der Variationskoeffizient bestitigte die Genaugkeit des RIA-Tests. Untere

und obene Nachweisgrenze betrugen 1.56 bzw. 400 ng/ml.

Tabelle 3: Qualitiatskriterien des PAG-RIAs.

Bekannte Gemessene Geschitzte Konz. (ng/ml)
Konzentration PAG-Konzentration (ng/ml) fir B/Bo*
(ng/ml) n Mittel SEM CV (%) 20% 50%  80%
5 10 5.10 0.07 6.27 - - -
15 10 15.24 0.13 3.94 527 112 24
50 10 48.82 0.53 4.81 - - -

* B/Bo, prozentuale Tracerbindung im Verhltnis zum Nullstandard

3.2.2. PAG-Konzentration im Blut der Kontrolltiere

Die durchschnittliche pregnancy-associated glycoprotein (PAG)-Konzentration im
Blutplasma der nicht trachtigen, geschlechtsreifen Kontrolltiere (n=25) lag wihrend des
gesamten Versuchszeitraums bei 1.46 (SEM 0.08) ng/ml (s. Anhang 8.1, Tab. A).

3.2.3. Verlauf der PAG-Konzentration im Blut wihrend der Trichtigkeit und 4 Wochen
nach der Geburt

Bei den 66 Mutterschafen der Rassen Schwarzkopfiges Fleischschaf (n=18), Rhonschaf
(n=41) und Dorper-Kreuzungen (n=7) wurde im Verlauf der Tréchtigkeit eine Erhohung der
PAG-Konzentration nachgewiesen. Die durchschnittliche PAG-Konzentration ist in Abb. 13
dargestellt. Die Mittelwerte und Standardfehler der PAG-Konzentrationen im Blutplasma der
Mutterschafe wihrend der Trachtigkeit werden in Tab. 4 gezeigt. Der Tag der Ablammung
wurde als Ausgangswert genommen und eine fiir die Herde typische Trachtigkeitsdauer von

149 Tagen angenommen.
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Die durchschnittliche PAG-Konzentration im Blutplasma der 63 Mutterschafe (Abb. 13) zeigt
in der 3. Tréachtigkeitswoche einen Anstieg von 1.1 (SEM 0.1) auf 3.0 (SEM 0.3) ng/ml und
erhoht sich in der 4. Woche weiter auf 11.5 ng/ml (SEM 0.8). Diese Erhohung der
Konzentration ist fiir eine mogliche Tréachtigkeitsdiagnose von Bedeutung. Ein weiterer
allmahlicher Anstieg wurde zwischen 5. (17.3, SEM 0.8 ng/ml) und 10. Trachtigkeitswoche
(26.9, SEM 1.5 ng/ml) gemessen. Von der 11. (22.9, SEM 1.2 ng/ml) bis zur 14.
Trichtigkeitswoche (20.6, SEM 1.0 ng/ml) sank die durchschnittliche PAG-Konzentration
leicht ab und blieb auf diesem Niveau. Ein erneuter Anstieg auf 28.4 (SEM 1.3) ng/ml in der
16. Woche bzw. 36.6 (SEM 2.0) ng/ml in der 19. Woche folgte. Ein drastischer Anstieg der
PAG-Konzentration zeigte sich dann wahrend der 20. und 21. Trachtigkeitswoche wo sie auf

56.0 (SEM 4.8) bzw. 89.2 (SEM 7.4) ng/ml anstieg (P<0.05).

Die PAG-Konzentration fiel in der ersten Woche nach der Geburt steil auf 25.0 ng/ml ab, um
4 Wochen nach der Geburt bei allen Tieren auf Basalniveau (2.6 ng/ml) zu sinken. Die
Ausnahme bildeten 5 Tiere der Rasse Schwarzkopfiges Fleischschaf, 3 mit Einlingen und 2
mit Zwillingen, sowie 2 Tiere der Rasse Rhonschaf mit einem Einling, bzw. einem Zwilling,

bei denen die PAG-Werte weiterhin zwischen 4.2 und 9.9 ng/ml lagen.
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Abbildung 13: Durchnittliche PAG-Konzentration im Blutplasma von 63 tragenden
Mutterschafen im Verlauf der Trichtigkeit. Woche 0 ist die angenommene Woche der

Bedeckung (149 Tage vor der Ablammung).
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Tabelle 4: PAG-Konzentrationen wihrend der Trichtigkeit und 4 Wochen nach der
Geburt (pp).

PAG (ng/ml)
Trachtigkeitswoche n Mittel SEM
1 50 1.1 = 0.1
2 62 1.6 & 0.2
3 63 3.0 fen 0.3
4 63 11.5 cf 0.8
5 63 17.3 defeh 0.8
6 63 16.2 defeh 0.7
7 63 18.9 dcfeh 0.9
8 63 24.7 e 1.2
9 63 27.9 1.7
10 63 26.9 *f 1.5
11 63 22.9 dfe 1.2
12 63 20.8 dfeh 1.3
13 63 20.] dfeh 1.0
14 63 20.6 e 1.0
15 63 25.5 %fe 1.3
16 63 28.4 *f 1.3
17 63 31.5 cdf 1.3
18 63 34.3 ot 1.4
19 63 36.6 2.0
20 63 56.0 4.8
21 63 89.2 ° 7.4
1pp* 61 25.0 o 2.1
2pp* 61 10.2 cfeh 0.5
3pp° 61 5.0 0.4
4pp® 61 2.6 0.2

8 Zwei Tiere sind nach der Geburt verendet.

bedefeh \fittelwerte mit verschiedenen Indices sind voneinander verschieden (P<0.05, Scheffé-
Test).
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3.2.4. Abhiingigkeit der PAG-Konzentration von der Wurfgrofie

Von 66 Mutterschafen hatten 45 Einlinge, 18 Zwillinge und ein Tier Drillinge. Bei einem
Mutterschaf mit Zwillingsldmmern wurde eine abnorm hohe PAG-Konzentration wéhrend des

gesamten Tréchtigkeitsverlaufs nachgewiesen. FEin Schaf abortierte in der 15.

Trachtigkeitswoche.

Die Anzahl der Lammer hatte einen signifikanten Einfluss (P<0.05) auf die PAG-

Konzentration im Blutplasma der 45 einlings- (24.0, SEM 0.8) und der 18 zwillingstragenden
Miitter (32.3, SEM 1.8) ng/ml.

Die PAG-Verlaufe von einlings- und zwillingstragenden Miittern (Abb. 14, Tab. 5)
unterschieden sich nicht grundsétzlich voneinander, doch war die Konzentration bei
Zwillingsmiittern mit fortschreitender Trachtigkeit erh6ht, ein Unterschied der voriibergehend
in der 8. und 9., durchgehend dann ab der 12. Trachtigkeitswoche Signifikanzniveau erreichte
(P<0.05). Insbesondere am Ende der Trachtigkeit (20. und 21. Woche) war der PAG Anstieg
bei zwillingstragenden Miittern deutlicher ausgeprégter als bei einlingstragenden (von 45.5

auf 98.9 bzw. von 82.2 auf 134.3 in der 20. bzw. 21. Woche) (P<0.01).
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Abbildung 14: Durchnittliche PAG-Konzentrationen im Blutplasma einlings- und
zwillingstragender Muttern. Woche 0 stellt die angenommene Woche der Bedeckung
dar (149 Tage vor der Ablammung). Sterne deuten auf signifikante Unterschiede

zwischen Einlings- und Zwillingsmiittern (* P<0.05,* * P<0.01; Scheffé-Test).
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PAG-Konzentration (ng/ml)

Ein einziges Schaf (Schwarzkopfiges Fleischschaf) brachte drei (ménnliche) Lammer mit
Geburtsgewichten von 3.0, 3.0 und 2.0 kg zur Welt. Die PAG-Konzentration im Blutplasma
erhohte sich deutlich ab der 18. Trachtigkeitswoche (68.5 ng/ml) und kletterte in der 19., 20.
und 21. Woche steil an bis auf 214.4 ng/ml. Vier Wochen nach der Geburt sank die PAG-
Konzentration wieder auf 5.6 ng/ml ab (Abb. 15).
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Abbildung 15: Durchnittliche PAG-Konzentration im Blutplasma einlings-, zwillings-
und einer drillingstragenden Mutter. Woche 0 stellt die angenommene Woche der

Bedeckung dar (149 Tage vor der Ablammung).



Ergebnisse 51

Tabelle 5: Plasma-PAG-Konzentration wihrend der Trichtigkeit und 4 Wochen nach
der Geburt (pp) bei einlings- (n=45), zwillings- (n=18) und einem drillingstragenden
(n=1) Mutterschafe.

Einlinge Zwillinge Drilling

Trachtigkeitswoche Mittel SEM Mittel SEM (n=1)
1 12 01 1.0 0.1 0.8
2 1.7 & 02 13 f 0.1 0.8
3 20 03 33 f 0.6 2.8
4 11.2 <& 09 122 16 14.5
5 16.7 % 0.9 18.7 % 14 17.8
6 16.0 %" 1.0 16.9 ©& 038 21.4
7 17.9 defeh 10 213 %t 14 21.7
8 225 Adefe 1 4 30.0 #2202 26.9
9 25.4 A%t 19 342 *& 30 31.6
10 253 %138 30.8 & 24 30.0
11 21.8 ¢ 15 257 %19 21.9
12 18.7 Adcfeh 14 262 23 27.2
13 18.3 Adefeh 1 g 246 ¢ 19 22.1
14 18.8 A 10 25.0 ¢t 21 20.7
15 232 Adfe 13 31.0 ¢ 27 25.7
16 26.1 A4t 14 342 4t 24 24.5
17 292 Acdd 14 374 ¢ 26 38.7
18 31.5 Bedef 17 414 % 21 68.5
19 322 Bedel 17 476 4 50 81.0
20 455 Bed 42 822 4 112 94.9
21 989 B* 638 1343 ° 15.4 214.4
1pp® 22,0 A% 16 314 % 59 27.4
2pp° 9.9 <& 07 11.0 & 0.8 13.4
3pp® 51 % 05 48 ' 0.5 11.8
4pp® 25 & 03 2.7 0.3 5.6

* Zwei Tiere sind nach der Geburt gestorben.

bedefeh Werte mit verschiedenen Indices innerhalb Spalten unterscheiden sich (P<0.05,
Scheffé-Test).

AB Signifikanter weniger als bei Zwillingen (A= P<0.05; B=P<0.01, Scheffé-Test).
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Unter 66 tragenden Mutterschafen fiel eins durch extrem hohe PAG-Werte auf. Es handelte
sich und ein Rhonschaf mit gemischtgeschlechtlichen Zwillingen. Die Ldmmer waren vital
mit einem Geburtsgewicht von 4.2 und 4.5 kg. In der 3. Trachtigkeitswoche stieg die PAG-
Konzentration von 0 auf 10.6 ng/ml und erhdhte sich in der 4. Woche auf 35.6 ng/ml. Dieses
Niveau hielt sich in der 5. und 6. Woche. Zwischen der 7. und 9. Tréachtigkeitswoche stieg die
PAG-Konzentration abermals {iber 76.8 und 110.6 ng/ml auf 161.0 ng/ml. Nach ldngerem
Verharren auf diesem Niveau kletterte sie gegen Ende der Trachtigkeit, um die 21. Woche,
steil auf 269.1 ng/ml. Innerhalb von 4 Wochen nach der Lammung sank die PAG-
Konzentration wieder auf 7.6 ng/ml ab (Abb. 16).

Eine sehr geringe PAG-Konzentration wurde bei einem Schaf der Rasse Schwarzkopfiges
Fleischschaf nachgewiesen, das in der 15. Trachtigkeitswoche einen weiblichen Fotus
abortierte. Die Ursache des Aborts ist nicht bekannt. Bei diesem Tier stieg die PAG-
Konzentration in der 3. Trachtigkeitswoche von 0.8 auf 8.0 ng/ml und erhéhte sich in der 4.
Woche der Trachtigkeit auf 20.1 ng/ml. Zwischen der 5. und 14. Trachtigkeitswoche verharrte
die PAG-Konzentration auf ca. 14.0 ng/ml. In der 15. Woche, dem Zeitpunkt des Aborts,
wurden nur noch 5.0 ng/ml gemessen, was einer deutlichen Verringerung der PAG-
Konzentration entsprach. Vier Wochen nach dem Abort fiel die PAG-Konzentration auf

Basalniveau ab (0.8 ng/ml) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Durchschnittliche PAG-Konzentrationen im Blutplasma eines
Mutterschafs, das in der 15. Woche der Trichtigkeit abortierte (®) sowie eines
zwillingstragenden Mutterschafs mit ungewohnlich hohen PAG-Konzentrationen ()
im Vergleich zur durchschnittlichen PAG-Konzentration der restliche 63 tragenden
Tiere (A). Woche 0 stellt die angenommene Woche der Bedeckung dar (149 Tage vor
der Ablammung).
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3.2.5. Abhiingigheit der PAG-Konzentration von Geschlecht und Geburtsgewicht der

Limmer

Die Geschlechtsverteilung mit den durchschnittlichen Geburtsgewichten der Lammer ist
zusammen mit den PAG-Konzentrationen im Blutplasma der Mutterschafe iiber die gesamte

Tréachtigkeit in Tab. 6 und 7 dargestellt.

Tabelle 6: Geburtsgewicht und PAG-Konzentration wihrend der Trichtigkeit bei

einlingstragenden Miittern (n=45).

Geburtsgewicht (kg) PAG-Konzentration (ng/ml)

Geschlecht n Mittel SEM Mittel SEM
Weiblich 20 5.0° 0.03 26.6° 1.4
Minnlich 25 4.9% 0.02 22.7% 09

* Werte mit gleichen Indices in einer Spalte unterscheiden sich nicht signifikant (P>0.05;

Scheffé-Test).

Tabelle 7: Geburtsgewicht, Geschlechterverteilung der Limmer und PAG-

Konzentration wihrend der Trichtigkeit bei zwillingstragenden Miittern (n=36).

Geburtsgewicht (kg) PAG-Konzentration(ng/ml)

Geschlecht n Mittel SEM Mittel SEM
Weiblich+weiblich 8 4.1° 0.3 32.1° 2.9
Weiblich+ménnlich 20 4.3* 0.1 33.6" 2.5
Maénnlich+ménnlich 8 4.1° 0.2 30.8° 4.7

* Werte mit gleichen Indices innerhalb einer Spalte unterscheiden sich nicht signifikant

(P>0.05; Scheffé-Test).
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Das Geschlecht der Lammer hatte bei den einlingstragenden Muttern keinen signifikanten
Einfluss auf die durchschnittliche PAG-Konzentration (26.6 ng/ml bei weiblichen und 22.7
ng/ml bei minnlichen Einlingen). Auch bei den zwillingstragenden Muttern spielte das
Geschlecht der Lammer keine Rolle (32.1 ng/ml, 30.8 ng/ml bzw. 33.6 ng/ml fiir weibliche,

ménnliche bzw. heterosexuelle Zwillingswiirfe).

Das Gewicht der Limmer nach der Geburt betrug 4.9 (SEM 0.02) kg bei 25 ménnlichen und
5.0 (SEM 0.03) kg bei 20 weiblichen Tieren. Die Korrelation zwischen dem Gewicht der
Lammer und der PAG-Konzentration im Blutplasma wahrend der Trachtigkeit betrug r = 0.16
bei Einlingen und r = 0.05 bei Zwillingen und war in keinen Fall signifikant (P>0.05).

3.2.6. Abhingigheit der PAG-Konzentrationen von der Rassezugehorigkeit der

Muttertiere

Ein statistisch signifikanter Einfluss der genetischen Herkunft (Rasse) der Schafe auf den
PAG-Gehalt im Blutplasma war nicht nachweisbar (27.1 (SEM 1.4), 27.3 (SEM 1.0) bzw.
22.2 (SEM 2.6) ng/ml bei Schwarzkdpfigen Fleischschaf (n=18), Rhonschaf (n=41) bzw.
Dorper-Kreuzungen (n=7)). Ebensowenig wurde ein Einfluss des jeweiligen Deckbockes
(27.7, 26.1 bzw. 25.3 ng/ml) nachgewiesen. Auch bei der Berechnung der PAG-
Konzentrationen der mit den vier Bocken (1 Schwarzkopfiges Fleischschaf (n=24), 1
Wiltshire Horn (n=7), 2 Dorper (n=9)) gedeckten Rhonschafe war keine Differenz zu
beobachten: 28.5 (SEM 1.3), 25.7 (SEM 2.0) und 26.6 (SEM 2.1) ng/ml. Das gleiche traf fiir
einen Wiltshire Horn (n=9) und 2 Dorper Bocke (n=9) zu, die mit schwarzkdpfigen

Fleischschafen angepaart worden waren.

3.2.7. Abhiingigheit der PAG-Konzentration von der Wurfnummer

Unter den Mutterschafen waren sowohl Zutreter als auch Schafe, die bereits schon mehrmals
abgelammt hatten. Bezogen auf die Anzahl der Ablammungen der einzelnen Mutterschafe
konnten aber keine signifikante Unterschiede ermittelt werden. Die Mittelwerte der PAG-
Konzentration fiir Zutreter und Schafe mit neun Ablammungen waren 26.5 (SEM 1.7) bzw.

28.5 (SEM 2.1) ng/ml (Tab. 8).
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Tabelle 8: PAG-Konzentrationen wihrend der Trichtigkeit in Abhéngigkeit von der

Anzahl der Ablammungen der Miitter (n=63).

PAG-Konzentration (ng/ml)

Geburtsnummer n Mittel SEM

1 11 26.5 1.7
2 20 26.8 1.5
3 4 25.9 2.3
4 6 24.4 2.2
5 13 28.0 1.8
6 0 - -

7 0 - -

8 2 20.0 2.1
9 7 28.5 2.1

Die Unterschiede sind nicht signifikant (P>0.05; Scheffé-Test).
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3.3. Diskussion

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren, die Bestimmung der Plasmakonzentration des
pregnancy-associated glycoproteins (PAG) bei verschiedenen Schafrassen wiahrend der

Tréchtigkeit und nach der Geburt und deren Nutzung zur Trachtigkeitsdiagnose.

Der im Rahmen dieser Untersuchung ermittelte PAG-Verlauf wéahrend der Tréachtigkeit wich
von den Ergebnissen vergleichbarer Untersuchungen an Schafen, Ziegen und Rindern ab. Die
durchschnittliche PAG-Konzentration im Blutplasma stieg zwischen der 3. und 4. Woche der
Trachtigkeit an, stieg erneut bis zur 9. Trachtigkeitswoche und erhohte sich nach einem
langeren Verharren auf diesem Niveau, bis zu ihrem Maximum gegen Ende der Trachtigkeit.
Die maximale PAG-Konzentration im Blutplasma wurde sowohl bei einlings- als auch
mehrlingstragenden Muttern in der letzten Woche vor der Ablammung erreicht. Ranilla et al.
(1994, 1997) ermittelten bei tragenden Churra, Merino und Assaf Schafen eine weit hohere
PAG-Konzentration und andersgeartete Verldufe. In den ersten Trachtigkeitswochen herrschte
Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen. Danach gab es etwa in der Mitte der
Trachtigkeit einen voriibergehenden drastischen Abfall der Konzentration nahezu auf
Basalniveau, gefolgt von einem Anstieg bis zum Ende der Tréachtigkeit. Gajewski et al. (1999)
beobachteten bei einlingstragenden Berrichonschafen (n=42) einen &hnlichen Verlauf der
PAG-Konzentration wie in der vorhandenen Untersuchung, jedoch glichen die Ergebnisse von

9 zwillingstragenden Miittern den bei Ranilla beschriebenen.

Da sich die Frage stellt, ob die unterschiedlichen Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungen
durch die verschiedenen Rassen erklart werden koOnnen, wurden in der vorliegenden
Untersuchung mehrere Rassen einbezogen, sowohl miitterlicher- wie auch viterlicherseits.
Das Schwarzkopfige Fleischschaf ist ein schweres, in Deutschland weit verbreitetes
Fleischschaf mit genetischer Verwandtschaft zum britischen Oxford und Hampshire. Das
Rhonschaf ist eine leichte (50 kg) regionale Landrasse aus der Rhon im nordéstlichen Hessen.
Dorperschafe wurden vor wenigen Jahren aus Siidafrika importiert und gehen auf ein
Kreuzungszuchtprogramm zwischen Somalischaf (,,Blackhead Persian®), einen mit einen
Fettsteiss ausgestatteten Haarschaf, welches urspriinglich aus Somalia stammt, und dem
britischen Dorset Horn. Das Wiltshire Horn ist eine britische Rasse mit einem sehr kurzen
haardhnlichem Vlies und ungeklarter genetischer Herkunft. Trotz dieser genetischen

Verschiedenartigkeit verlief die Plasma-P AG-Konzentration einheitlich.
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Es wurde kein Effekt der Wurfgrosse auf den allgemeinen PAG-Verlauf festgestellt, doch das
ab 12. Trachtigkeitswoche erreichte Niveau war bei zwillingstragenden Miittern hoher. Ein
dhnlicher Effekt der Wurfgrosse wurde bei Schaf (Gajewski et al., 1999), Ziege (Sousa et al.,
1999; Fernandez-Arias et al., 1999; Gonzalez et al., 2000) und Rind (Patel et al., 1997)
beobachtet, wurde jedoch von Ranilla et al. (1997) nicht bestitigt. Das Vorhandensein einer
Korrelation zwischen der Anzahl Feten und der Plasma-PAG-Konzentration erscheint
plausibel, bedingen mehr Feten doch mehr plazentales Gewebe. In der Plazenta von
Wiederkduern besteht 15-20% des Trophoblasten-Epithels aus granulierten binukledren
Zellen. Diese Zellen migrieren vom Trophektoderm zur maternalen Seite der Plazenta um
feto-maternales Hybridgewebe zu bilden, das von der Implantation bis zum Ende der
Trachtigkeit besteht (Wooding et al., 1986). Es wird angenommen, dass diese grossen
binukledren Zellen fiir die Synthese von PAG verantwortlich sind (Zoli et al., 1992a).

Wihrend in der vorliegenden Arbeit, das Geschlecht der Feten keinen signifikanten Effekt auf
die Plasma-PAG-Konzentration ausiibte, beobachteten Ranilla et al. (1994) ein etwas hoheres
PAG-Niveau bei 9 Schafen, die ménnliche Lammer trugen gegeniiber 6 Schafen, die
weibliche Ldmmer trugen. Bei Hereford Kithen wurden hohere PAG-Konzentrationen
beobachtet, wenn sie weibliche Kélber trugen, wihrend bei Holstein Kithen das Gegenteil der
Fall war (Zoli et al., 1992b). Der in der vorliegenden Untersuchung fehlende Effekt des
Gewichts der Neugeboren auf die Plasma-PAG-Konzentration bestdtigt Beobachtungen an
Assafschafen von Ranilla et al. (1997).

Die Geschwindigkeit des postpartalen Abfalls der Plasma-PAG-Konzentration auf
Basalniveau kann fiir die Anwendung des PAG-Tests zur Tréchtigkeitsdiagnose relevant sein.
Bei Kiihen mit extrem langsamem Konzentrationsabfall, der sich bis iiber den 100. Tag nach
der Geburt hinzieht (Zoli et al., 1992b), kann es nach frithzeitiger Belegung zu Fehldiagnosen
kommen. Angesichts der Befunde von Ranilla et al. (1994, 1997) und Gajewski et al. (1999)
beim Schaf sowie Sousa et al. (1999), Fernandez-Arias et al. (1999), Zarrouk et al. (1999) und
Gonzélez et al. (2000) an der Ziege diirfte dies beim kleinen Wiederkduer kein Problem
darstellen. In der vorliegenden Untersuchung hatte die PAG-Konzentrationen bei nur 7 von 63
Mutterschafen 4 Wochen nach der Geburt noch nicht wieder basales Niveau erreicht. Hier
lagen die Konzentrationen zwischen 4 und 9 ng/ml. Das stimmt mit Beobachtungen von
Ranilla et al. (1994) an Merino- und Churramutterschafen iiberein. Da Mutterschafe

normalerweise erst nach Absetzen der Lammer dem Bock zugefiihrt werden, wirkt sich ein
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verzogerter Riickgang der PAG-Konzentration nicht nachteilig auf die Trachtigkeitsdiagnose

aus.

Bei einem Tier, das einen Abort hatte, waren die Plasma-PAG-Konzentrationen mit 12 bis 14
ng/ml etwas niedriger als normal. In der Probe, die am Tag nach dem Abort genommen
wurde, war die Konzentration mit 5 ng/ml bereits gering und fiel in den folgenden Wochen
tiber 2.4 und 1.6 auf 0.8 ng/ml ab. Die entsprechenden Progesteronkonzentrationen bewegten
sich wéhrend der 4 Wochen vor dem Abort zwischen 11 und 19 ng/ml und waren einen Tag
noch dem Abort auf 3.6 ng/ml gefallen. Es ldsst sich daher nicht ableiten, ob die Ursache fiir
den Trachtigkeitsabbruch in der Riickbildung des Corpus luteum oder um Absterben des
Fetus bestand. Die iibermissig hohen PAG-Konzentrationen die bei einem der Tiere
gemessen wurden, waren nicht von klinischen Symptomen begleitet, so dass iliber eine

mogliche Ursache nur gemutmasst werden kann.

Im Vergleich zu den Plasma-PAG-Konzentrationen, die in der vorliegenden Untersuchung
gemessen wurden, lagen die von Ranilla et al. (1994, 1997) und Gajewski et al. (1999) bei
Schafen und von Sousa et al. (1999), Fernandez-Arias et al. (1999) und Zarrouk et al. (1999)
bei Ziegen und von Zoli et al. (1992b) und Patel et al. (1997) bei Rindern beobachteten fast
um das Zehnfache hoher. Diese Autoren benutzten ein RIA-System, das auf homologen
Antiseren basiert und durch Zoli et al. (1990) nach der Immunisierung von Kaninchen mit
einer Mischung der moglichen Antigene mit Molekulargewichten von 43 bis 67 kDa erstellt
worden waren (Zoli et al., 1995). In der vorliegenden Untersuchung wurde anti-caPAG mit
Molekulargewichten von 55 und 59 kDa als Antiserum benutzt. Die Unterschiede der
gemessenen PAG-Konzentrationen und Verldufe zwischen verschiedenen Untersuchungen
diirften aus diesem Umstand herriihren. Trotz der relativ niedrigen Werte diirfte das in dieser
Untersuchung verwendete System auf Grund seiner von Rasse, Wurfnummer, Gewicht der
Miitter sowie Gewicht und Geschlecht der Lammer unbeeinflussten Konstanz besondere
Fignung haben, auch zu vergleichenden Studien unter verschiedenen Bedingungen

herangezogen zu werden.
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Ein homologes RIA-System fiir ein ovines PAG ist noch nicht verfligbar, daher ist nicht nidher
zu definieren, welches PAG-Molekiil durch Antikérper eines bestimmten System erfasst wird.
Molekularbiologische Studien zeigten, dass es eine Anzahl von Genen gibt, die fiir
unterschiedliche ovine PAG-Molekiile kodieren. Es wurden 9 DNAs fiir PAG sequenziert
(Xie et al., 1997). Die Expression dieser Gene kann entsprechend des jeweiligen

Trichtigkeitsstadiums verénderlich sein (Green et al., 2000).

Die im Blutplasma gemessene PAG-Konzentration wird bereits bei Ziege (Sousa et al., 1999;
Gonzilez et al., 1999, 2001), Schaf (Benitez-Ortiz, 1992; Karen et al., 2002) und Rind zum
Trachtigkeitsnachweis verwendet (Zoli et al., 1992b; Perényi et al., 2002). Durch die
Bestimmung im Blut konnte ab dem 21. Tag, in der Milch ab dem 32. Tag nach der
Bedeckung eine Trachtigkeit nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Progesteron gestattet
das PAG den direkten Nachweis des Vorhandenseins lebender Feten. In der vorliegenden
Untersuchung konnte ab der 12. Tréchtigkeitswoche sogar zwischen FEinlings- und
Zwillingstrachtigkeiten unterschieden werden. Da gegenwirtig in Europa nur ein einziges
Labor den PAG-Nachweis fiihren kann, wére eine Etablierung des Tests in anderen Labors

wunschenswert.

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass das auf einem caprinen Antikorper basierende
RIA-System, das in dieser Untersuchung zur Anwendung kam, ab der vierten
Trachtigkeitswoche ein zuverldssiges Mittel zur Tréichtigkeitsfeststellung bei Schafen
darstellt. In 64 von 66 (97%) trachtigen Mutterschafen hatte die PAG-Konzentration zu
diesem Zeitpunkt des Niveau nicht trachtigen Mutterschafe um fiinf Standardabweichungen
Ubertroffen. Neben der Trachtigkeitsdiagnose konnte der PAG-Test auch dem Studium
physiologischer oder pathologischer Einfliisse, wie Erndhrungsstatus oder ansteckende oder
parasitire Krankheiten, die sich anhand von Abweichungen in der Plasma PAG-
Konzentration nachweisen lassen, dienen. Da ein wirklich praxisgerechtes Verfahren zur
frihen Trachtigkeitfeststellung beim Schaf noch nicht existiert, konnte der PAG-Test ab 4
Wochen nach Belegung einen wertvollen Beitrag zu einem  effizienten
Fruchtbarkeitsmanagement in der Schathaltung leisten, vorausgesetzt Aufwand und Kosten

der Untersuchung halten sich in Grenzen.
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4. Bestimmung von Gesamtostrogenen in Blut, Harn und Kot von Ziegen als

Hilfsmittel zur Trichtigkeitsfeststellung

4.1. Material und Methoden

4.1.1. Versuchstiere und ihre Haltung

Als Versuchstiere standen 22 trichtige Burenziegen im Alter von ein bis fiinf Jahren,
zwischen der ersten und sechste Lammung mit einem Gewicht von 40.5 bis 81.0 kg, der
Herde des Institutes fir Tierzucht und Haustiergenetik der Georg-August-Universitét
Gottingen zur Verfiigung. Die Ziegen wurden in Gruppen von etwa 30 Tieren in einem 7.5 qm
grolen Offenstall mit Stroheinstreu und einem ca. 26 qm grofen betonierten Auslauf gehalten
und hatten tdglich 1-2 Stunden Weidegang. Etwa 2 Wochen vor dem erwarteten
Geburtstermin wurden die Tiere in stroheingestreute Ablammboxen in einem geschlossenes
Gebdude umgestallt, wo sie bis ca. eine Woche nach der Geburt blieben. Gefiittert wurden pro
Tier und Tag 500 g pelletiertes Kraftfutter fiir Schafe (17% Rohprotein, 3.2% Rohfett, 13.3%
Rohfaser, 6.1% Rohasche, 0.7% Calcium, 0.4% Phosphor, 0.2% Natrium, 0.2% Magnesium,
Zusatzstoffe je kg: 1000 IE Vitamin A, 1250 IE Vitamin D3, 200 mg Zink, 20 mg Vitamin E,
1 mg Jod und 0.4 mg Selen). Zusatzlich erhielten die Tiere Stroh (ca. 2 kg), Wasser und

Lecksalz ad libitum.

Die Trachtigkeit wurde 30 Tage nach dem Decken durch eine Ultraschalluntersuchung mit
Hilfe einer Rektalsonde (7.5 MHz Linear-Schallkopf, Echtzeit-Scanner, Aloka SSD-500)
festgestellt. Zwischen 110. und 130. Tag nach der Besamung wurde den Tieren an einem Tag
eine Kot-, eine Harn- und eine Blutprobe entnommen. Unmittelbar nach der Geburt wurden

Anzahl, Gewicht und Geschlecht der Lammer erfasst.

4.1.2. Kotentnahme

Die Gewinnung der Kotproben erfolgte zwischen 7 °° und 10 °° Uhr. Etwa 120 g Kot wurden,
sofern nicht spontan abgesetzt, mit 2 Fingern einer plastikbehandschuhten, mit Wasser
angefeuchteten Hand direkt aus dem Rektum entnommen. Der Kot wurde unmittelbar danach

in Portionen von etwa 5 g (etwa 5 Kotbéllchen) aufgeteilt. Die Proben wurden in offenen
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Petrischalen fiir 0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 oder 192 h bei —20°C (Gefrierschrank), 4°C
(Kiihlschrank), 20°C (Raumtemperatur) oder 40°C (Ofen mit Frischluftzufuhr) aufbewahrt.

Anschliessend wurden sie bis zur Untersuchung in kleinen verschweifiten Plastikbeutel bei -

20°C tiefgefroren.

4.1.3. Harngewinnung

Nach Reinigung der Labien wurde Harn, sofern nicht spontan abgesetzt, mittels eines
Plastikbeutels, der um das dussere Genitale mit Klebeband befestigt war, aufgefangen. Gelang
dies nicht, so wurde iiber einen sterilen Plastikkatheter (dusserer Durchmesser: 4 mm), der
unter digitaler Kontrolle in die Harnréhre eingefiihrt wurde, Harn aus der Harnblase
entnommen. Gewonnener Harn wurde in einer Menge von etwa 50 ml in Szintillations-

Flaschen aus Plastik bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

4.1.4. Blutentnahme

Die Entnahme von ca. 10 ml Blut erfolgte zwischen 7 % und 10 ® Uhr am gleichen Tag wie
die Kot- und Harnentnahme. Nach Reinigung und Desinfektion der Haut mit einem mit
70%igem Alkohol getrankten Wattebausch wurde die Vena jugularis mit einer auf einer
Spritze aufgesetzten Kaniile (22 G) punktiert. Das Blut wurde in Glasréhrchen fiir 16 Stunden
bei 4°C stehen gelassen. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 1050 x g und 4°C wurde das
Serum in drei verschliessbare 1.5 ml-Reaktionsgefden (Eppendorf, Hamburg) pipettiert und

bis zur Untersuchung bei -20°C gelagert.

4.1.5. Gesamtostrogenbestimmung: Enzymimmunoassay (EIA)

4.1.5.1. Prinzip der , kompetitiven Doppelantikorpertechnik*

Die quantitative Bestimmung unkonjugierter Gesamtdstrogene in Kot, Harn und Serum wurde
mit Hilfe eines Enzymimmunoassays (EIA) mit kompetetiver Doppelantikorpertechnik bei
gleichzeitiger Inkubation mit den zweiten Antikérper analysiert. Das Prinzip des
Gesamtdstrogen-Enzymimmunoassays ist in Abb. 17 schematisch dargestellt. Zuerst wird die

Oberfliche der Mikrotiterplatten mit Schaf-anti-Kaninchen IgG (erster Antikdrper)
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beschichtet. Anschliessend wird die Probe (mit unbekannter Menge an Ostrogenen) und das
mit Meerrettichperoxidase markierte Hormon (Tracer) in die Vertiefungen pipettiert. Darauf
erfolgt die rasche Zugabe des hormonspezifischen Antikorpers (zweiter Antikorper). Der
hormonspezifische Antikdrper wird innerhalb weniger als 1 Minute in die 96 Vertiefungen
dispensiert, um somit die Immunreaktionen bei allen Proben nahezu gleichzeitig zu starten.
Wihrend der folgenden Inkubation (iiber Nacht) kommt es zur kompetetiven
Antikorperbindung des markierten und freien Hormons und gleichzeitig zur immunologischen
Bindung des hormonspezifischen IgG an den Beschichtungsantikdrper. Ungebundene
tiberschiissige Antigenmolekiile und enzym-markiertes Hormon werden anschlieBend mit
geeigneten Waschschritten entfernt. Die Aktivitdt des gebundenen Tracers ist somit
umgekehrt proportional zur Hormon-Konzentration in der Probe und kann quantitativ
photometrisch am Umsatz eines chromogenen Substrates (Tetramethylbenzidine, TMB)

gemessen werden (Meyer, 1989, 1992).

Beschichtungsantikorper:
Y Schaf-anti-Kaninchen IgG

YYYYY

F Y F Y Hormonspezifisches IgG
H H
H

H H-E Bekannte Menge Enzym-markiertes
Ostradiol-17B (Tracer)

H Y
Y Y Y Y q H Unbekannte Menge Ostrogene in der
Probe

E E
H HH HH
NV VvV \V

Abbildung 17: Prinzip des Doppelantikérpertechnik-EIAs.
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4.1.6. Gerite und Chemikalien

Die Gerite und Materialen werden im Anhang (8.2, Tab. B) dargestellt.

4.1.6.1. Chemikalien und Losungen

Vor der Verwendung wurden alle Glaswaren nach dem Spiilen mit Neodisher NT (alkalischer
Reiniger) und Neodisher Z (Neutralisator mit saurer Reinigung) in dem Laborspiiler (Miele)
und dreimaligem Nachspiilen mit destilliertem Wasser, getrocknet und mindestens 1h bei

200°C sterilisiert.

Acetat-Puffer: (0.05 M; pH 4.8)

6.804 g Natriumacetat-Trihydrat (Merck 1.06267, Eurolab, Hannover) wurden in 1000 ml bi-
destilliertem Wasser (NANOpure II, Krannich, Géttingen) gelost. Der pH-Wert von 4.8 wurde
mit Eisessig (Merck 1.00063) eingestellt.

Acetat-Puffer: (0.5 M; pH 4.8)
68.04 g Natriumacetat-Trihydrat (Merck 1.06267) wurden in 1000 ml bi-destilliertem Wasser
geldst. Der pH-Wert von 4.8 wurde mit Eisessig eingestellt.

Die Acetat-Puffer wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Schaf-anti-Kaninchen-IgG:
Die Herstellung polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen-IgG erfolgte durch Immunisierung
von Schafen (Moller, 1991).

Assay-Puffer:

7.12 g Na,HPO4 x 2 H,O (Merck 1.06580) und 8.5 g NaCl (S-9625 Sigma, Steinheim)
wurden zu 1000 ml bi-destilliertes Wasser gegeben und geldst. Der pH-Wert von 7.2 wurde
mit 5 M HCI (Merck 1.00317) eingestellt. Danach wurde 1.0 g Rinderserumalbumin Fraktion
V pH 7.0 (BSA; 11930 Serva, Heidelberg; entspricht 0.1% BSA) darin gelost. Der Assay-
Puffer sollte bei 8°C aufbewahrt werden.
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Coating-Puffer:
4.29 g Na,COs x 10 H,O (Merck 1.06391) und NaHCO; (Sigma S-8875) wurden in 1000 ml
bi-destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert von 9.6 mit 1 M HCI eingestellt. Der Puffer

sollte sofort zum Beschichten der Platten benutzt werden.

Enzym-Hormon-Konjugat und Antiserum:

Das Enzym-Hormon-Konjugat und das Antiserum (Tab. 9) wurde freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. H. H. D. Meyer, Institut fir Physiologie, Technische Universitdt Miinchen
bereitgestellt.

Das Enzym-Hormon-Konjugat [Normal-Konzentration 1:120; 1,3,5,(10)-Ostratrien-
3,17Bdiol-17HS-HRP] bzw. Antiserum [Normal-Konzentration 1:4000; 1,3,5,(10)-Ostratrien-
3,17B-diol-17-BSA Code E2/3] gegen unkonjugierte Gesamtdstrogene wurde in 1 ml-
Portionen in Kryorohrchen im Kiihlschrank bei 6 bis 8°C aufbewahrt. Das Hormon wurde mit

Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) markiert.

Tabelle 9: Die Kreuzreaktionen des Gesamtostrogen-EIA sind wie folgt (Meyer et al.,
1997).

Hormon Kreuzreaktion (%)
Ostradiol-17p 100.0

Ostron 100.0
Ostradiol-17a. 66.0
Ethinyl6stradiol 14.0

Ostriol 1.5

und fiir

Ostradiol-3-benzoate,
19-Nortestosteron, Progesteron,

Testosteron, Zeranol und Diethylstilbostrol  <0.1
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Extraktionslosung:
Zur Extraktion der Steroide wurden 30 ml Butylmethylether (Merck 1.01849) und 70 ml
Petrolether (Baker 8115, Vertreiber Schiitt) gemischt.

Helix pomatia: (B-Glucuronidase/Arylsulfatase; Merck 1.04114)

Hydrolyse-Losung 1: (fiir Harnproben)
Hierzu wurden 4 pl Helix pomatia in 1 ml Acetat-Puffer 0.05 M gegeben, leicht geschiittelt

und gleich in die Szintillations-Flaschen (aus Glas, 20 ml) zu den Proben pipettiert.

Hydrolyse-Losung 2: (fiir Serum-, Kot- und Kontrollproben)
Hierbei wurden 4 pl Helix pomatia in 1 ml Acetat-Puffer 0.5 M gegeben, leicht geschiittelt

und gleich in die Szintillations-Flaschen (aus Glas, 20 ml) zu den Proben pipettiert.

Meerrettichperoxidase: (Boehringer, Ingelheim)

Methanol reinst: (Fluka 65543 oder Baker 8045)

Methanol 80%:
800 ml reines Methanol und 200 ml bi-destilliertes Wasser wurden gemischt und bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

Methanol 40%:
400 ml reines Methanol und 600 ml bi-destilliertes Wasser wurden gemischt und bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

2M HzSO4:
100 ml 95-98%ige H,SO4 (Merck 1.00713) wurden mit 800 ml bi-destilliertem Wasser

verdinnt.
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54 mM Fe(III)-NH4(SOy4),-Losung in 1 M Phosphorséure:

26.04 g Fe(II)-NH4(SOys), (Sigma F-3629) wurden in 1000 ml Phosphorséure 1 M [19.41 ml
H;3PO,4 (Sigma P-6560) in 980.59 ml bi-destilliertem Wasser] geldst und bei 6 bis 8°C im
Kihlschrank aufbewahrt.

20 mM Tris-Puffer mit 20% Methanol:

100 ml der 200 mM Stammlésung [24.2 g Tris; Sigma T-1503 in 1000 ml bi-destilliertem
Wasser und mit 5 M HCI auf pH 8.5 eingestellt], 700 ml Reinstwasser und 200 ml reines
Methanol (Fluka 65543) wurden gemischt und bei 6-8°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Natriumhydroxidlésung (NaOH, 1 M; Merck 1.09137)

Ostradiol-17p: (Sigma E-8875)

Substratlosung A:

1.0 g Wasserstoffperoxid-Harnstoff (Merck 8.18356), 18.0 g Na,HPO4 x 2 H,O (Merck
1.06580) und 10.3 g Zitronensdure x 1 H,O (Merck 1.00244) wurden in 1000 ml bi-
destilliertem Wasser gelost. Danach wurden 100 pl Kathon® CG (Rohm und Haas 62369,
UK) zugegeben, das einen pH Wert von 5.0 ergibt (musste nicht eingestellt werden).

Substratlosung B:

Bereits bei der Herstellung muss diese Losung vor Licht geschiitzt werden. 500 mg
Tetramethylbenzidin (TMB; Serva 35926) als Chromogen und 40 ml Di-Methyl Sulfoxide
(DMSO; Sigma D-5879) wurden zusammen in einer braunen Flasche mit einem
Magnetrithrkern ca. 5 Minuten geriihrt. Nach Zugabe von 960 ml bi-destilliertem Wasser und
10.3 g Zitronenséure - 1 HyO wurde weiter geriihrt bis alles gelost war. Es ergab sich ein pH-
Wert von 2.4 (musste nicht eingestellt werden). Die Substratlosungen konnten 2 Monate im

Dunkeln bei 8°C aufbewahrt werden.

Waschlosung fiir Mikrotiterplatten: (0.05%iger Tween-80-Losung)
0.5 g Tween-80 (Polyoxyethylenorbitanmonooleat; Merck 8.22187) wurden zu 1000 ml bi-

destilliertem Wasser gegeben, gut gelost und bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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4.1.7. Testvorbereitung

Die Etablierung des Enzymimmunoassays zur Bestimmung von unkonjugierten
Gesamtostrogenen in Kot, Harn und Serum basiert auf Meyer und Hoffmann (1987), Meyer et
al. (1997) und Schiffer et al. (2001) mit einigen laborspezifischen Abénderungen.

4.1.7.1. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit IgG

Als erste Schritt des EIAs mit Doppelantikorpertechnik beinhaltet die Beschichtung der
Mikrotiterplatten. Der erste Antikorper (Schaf-anti-Kaninchen IgG) wurde mit Coating-Puffer
auf 1 pg IgG/100 pl (pro Platte 10 ml) verdiinnt. 100 pl dieser Losung wurden jeweils in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert (dabei Sprechen, Niesen etc. unbedingt vermeiden
') und 2 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 5°C auf einem Schiittler inkubiert.

4.1.7.2. Zweite Beschichtung mit bovinem Serumalbumin (BSA)

Nach der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte auf einem Papiertuch ausgeklopft, 250 ml
Assay-Puffer in jede Vertiefung pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt.

4.1.7.3. Lagerung der Mikrotiterplatte

Die Platten wurden abermals ausgeklopft und bis zur Verwendung einzeln in Plastikhiillen
verschweisst im Dunkeln bei -20°C (6 Monate lagerfahig) oder im Kiihlschrank (fiir baldigen
Gebrauch) aufbewahrt.

4.1.7.4. Qualititssicherung

Jeweils eine Mikrotiterplatte jeder neu angesetzten Charge wurde in einem

Enzymimmunoassay gegen Platten fritherer Chargen getestet, um die Qualitdt der

Testergebnisse sicher zustellen.
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4.1.8. Durchfiihrung des Tests
4.1.8.1. Herstellung der Standardkurve

Aus Ostradiol-17f und reinem Methanol wurde eine Stammldsung von 10 mg/10 ml
Methanol (SL1) hergestellt. Durch weitere Verdiinnung mit Methanol (1:1000 bzw. 10 pl SL1
+ 9990 pl reines Methanol) wurde eine Arbeitslosung von 1 pg/ml Methanol erhalten (SL2).
Aus der SL2 wurde nochmals eine Verdiinnung (1:400 bzw. 20 pl SL2 + 7980 ul 40%
Methanol) hergestellt, um eine Arbeitslésung von 2500 pg/ml [50 pg/20 ul (SL3)] zu erhalten.
Aus SL3 wurden zwolf Standardproben (EO bis E11) in den Konzentrationen 0.0 (E0), 0.049
(E1), 0.098 (E2), 0.20 (E3), 0.39 (E4), 0.78 (ES), 1.56 (E6), 3.13 (E7), 6.25 (ES), 12.5 (E9),
25 (E10) und 50 pg/20 pl (E11) hergestellt. Die Standardlosungen wurden so in 40%
Methanol verdiinnt, dass eine Kalibrierkurve resultierte, auf der sich die Konzentrationen
aufeinanderfolgender Punkte jeweils um den Faktor 0.5 unterschieden (Tab. 10). Die
Losungen fir jeden weiteren Kalibrierpunkt wurden jeweils aus dem vorheringen durch
Verdiinnung 1:2 mit 40% Methanol erhalten. Das Gemisch wurde jeweils mindestens 3
Minuten geschiittelt, bevor der néchste Verdiinnungsschritt daraus erfolgte. Die
Standardproben wurden zu jeweils 1000 pl in Eppendorfgefdsse pipettiert und bis zum
Testeinsatz bei -80°C tiefgefroren.

Die zwolf Standardproben (EO bis E11) und die Kontrollproben (K1, K2 und K3 siehe
4.1.8.2) sollten zwischen den Immunassay-Tests im Kiihlschrank bei 6 bis 8°C aufbewahrt

werden.
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Tabelle 10: Herstellung der Standardlésungen aus SL3 (50 pg/20 pl 40% Methanol).

Standard-Losung  Konzentration Herstellung Verdiinnung
(pgin 20 pl) zu SL3
E 11 50 500 pl SL3
E 10 25 500 pl Standard 11 + 500 pl 40% Methanol 1:2
9 12.5 500 pl Standard 10 + 500 pl 40% Methanol 1:4
E 8 6.25 500 pl Standard 9+ 500 pl 40% Methanol 1:8
E 7 3.13 500 pl Standard 8 + 500 pl 40% Methanol 1:16
E 6 1.56 500 pl Standard 7 + 500 pl 40% Methanol 1:32
E 5 0.78 500 pl Standard 6 + 500 pl 40% Methanol 1:64
E 4 0.39 500 pl Standard 5 + 500 pl 40% Methanol 1:128
E 3 0.20 500 pl Standard 4 + 500 pl 40% Methanol 1:256
E 2 0.098 500 pl Standard 3 + 500 pl 40% Methanol 1:512
E 1 0.049 500 pl Standard 2+ 500 pl 40% Methanol 1:1024
E 0 0.0 40% Methanol 0

4.1.8.2. Herstellung der Kontrollen

Zur Erfassung der Qualitétskriterien und zur Absicherung der Testresultate wurden jeweils 3

Kontrollproben verwendet. Die Kontrollen wurden durch Zusatz von 1.0 (K1), 2.0 (K2) und
4.0 pg Ostradiol-174/20 ul 40% Methanol (K3) hergestellt.

Aus der Stammldsung 2 (SL2 = 1 pg/ml oder 10 000 000 pg Ostradiol-17p) wurden folgende

Kontrollosungen fiir die Qualitétssicherung der Testresultate angesetzt:

K1:16 pul SL2 + 16 000 pl 40% Methanol = 100 pg/100 ul 40% Methanol
K2:16 ul SL2 + 8 000 pl 40% Methanol = 200 pg/100 ul 40% Methanol
K3:32 ul SL2+ 8 000 pl 40% Methanol = 400 pg/100 ul 40% Methanol
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Jeweils 100 pl der Kontrollosungen wurden in Szintillations-Flaschen (aus Glas, 20 ml)
pipettiert. Diese wurden ebenso wie Kot-, Harmn- und Serumproben dekonjugiert und
extrahiert. Nach der Reinigung der Steroidlosung der Kontrollen wurden mit 1 ml 80%
Methanol eluiert und 1 ml Reinstwasser hinzufiigt, so dass am Ende der Reinigung 2 ml 40%
Methanol pro Kontrolle vorlagen. Anschliessend wurden jeweils 20 pl in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. Bei der Auswertung der Proben im Photometer sollte 1.0 pg/20 pl
(K1), 2.0 pg/20 ul (K2) und 4.0 pg Ostradiol-17p/20 pl 40% Methanol (K3) gemessen

werden.

4.1.9. Versuchsdurchfiihrung

4.1.9.1. Aufbereitung der Proben

Hydrolyse mit Helix pomatia
Zur Bestimmung der unkonjugierten Gesamtostrogenkonzentration in den Proben wurden die

Kotproben 20 Minuten bei Raumtemperatur, die Harn- und Serumproben iiber Nacht im

Kiihlschrank bei 4°C aufgetaut.

Jeweils 100 pl der gevortexten Serum- und Harnproben und 0.5 g homogenisierte Kotprobe
wurden durch enzymatische Hydrolyse aufbereitet. Dazu wurden in Szintillations-Flédschchen
(aus Glas, 20 ml) zu 100 pl Harn 500 ul Hydrolyse-Losung 1 pipettiert. 100 pl Serum bzw.
100 pl der Kontrollen wurden mit 500 pl Hydrolyse-Losung 2 versetzt. 0.5 g Kot wurden in
Szintillations-Fléschen mit 1.0 bis 4.0 ml Hydrolyse-Losung 2 je nach Lagerungsdauer (Tab.
11) versetzt und fir 2 h bei 37°C im Wasserbad unter Schiitteln inkubiert. Um eine
vollstdndige Hydrolyse der Kotproben zu gewihrlasten, mufite zu den langer gelagerten

Proben verhadltnisméBig mehr Hydrolyselosung zugegeben werden.
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Tabelle 11: Hydrolyse-Losung 2 fiir bei -20, 4, 20 und 40°C gelagerte Kotproben.

Lagerungsdauer der Kotprobe (h) Hydrolyse-Losung 2 (ml)
0 bis 3 1
6 bis 12 2
24 bis 48 3
96 bis 192 4

Extraktion

Fiir die Extraktion der unkonjugierten Gesamtostrogene aus den hydrolysierten Proben
wurden 3.5 ml fiir Serum- und Harnproben und 5 ml fiir Kot- und Kontrollproben
Butylmethylether/ Petrolether-Gemisch (30/70, v/v) in die Szintillations-Fldschen der
hydrolysierten Proben pipettiert und iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach
wurden die Proben 15 Minuten bei 850 x g bei 4°C zentrifugiert.

Ausfrieren der Losung
Nach 15 Minuten Zentrifugation wurden die Proben zur Phasentrennung 20 Minuten bei

-80°C oder 30 Minuten bei -60°C ausgefroren.

Phasentrennung

Der Uberstand der Proben wurde in Reagenzgliser abgegossen und bei Raumtemperatur unter
den Abzug gestellt. Die Harn- und Serumproben wurden einmal extrahiert. Bei den Kot- und
Kontrollproben wurde eine zweite Extraktion iiber 2 Stunden mit 5 ml Butylmethylether/
Petrolether-Gemisch (30/70, v/v) durchgefiihrt und nach dem Abdampfen zur ersten Fraktion

gemischt.

Abdampfen des Losungsmittels
Das Gemisch von Butylmethylether/Petrolether wurde fiir ca. 15 Minuten bei 60°C im
Wasserbad unter Schiitteln unter dem Abzug abgedampft.



Material und Methoden 73

Aufnahme der Proben

Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde den Harn- bzw. Serumprobengldser 250 pl
40%iges Methanol zugesetzt und 13 Sekunden geschiittelt. Diese Extrakte der Harn- und
Serumproben wurden bis zum Einsatz im EIA-Test bei 4°C im Kiihlschrank gelagert. In den
Reagenzgldsern der Kotproben wurde hingegen der Riickstand mit 500 pl 80%iges Methanol
aufgelost und 13 Sekunden geschiittelt. Danach wurden die Gldser der Kotproben fiir 6

Minuten in ein Wasserbad bei 60°C gestellt bis sich der Geruch des Methanols verlor.

Bis zum Einsatz im EIA-Test waren fiir die Kot- und Kontrollproben noch folgende

Arbeitsschritte notig:

Entfettung der Proben

Die Methanol-Losung wurde zur Entfettung zweimal mit je 2 ml Petrolether gewaschen. Nach
kurzem Schiitteln wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Die Gliser mit der
Methanolfraktion wurden in ein Wasserbad bei 60°C gestellt bis der restliche Petrolether

verdampft war oder kein Geruch von Petrolether mehr feststellbar war.

Prezipitation der Gallensalze

Anschliessend wurde den Reagenzgldsern zum Ausféllen der Gallensalze 1 ml NaOH (1 M)
und 0.7 ml einer 54 mM Fe(IIT)-NH4(SO4),-Losung (in 1M Phosphorséure) zugesetzt. Nach
leichtem Schiitteln wurden sie fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach
wurden die Proben 10 Minuten bei 1900 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die
Gallesalze zu entfernen. Der Uberstand der Proben wurde mittels einer Pasteurpipette

abpipettiert und direkt weiter zur Reinigung verwendet.

Reinigung des Uberstands (Steroidlosung)

Die Reinigung der Steroidldsung erfolgte durch Kartuschensdulen (Cys; J.T. Baker) mit Hilfe
einer Vakuumpumpe. Die Séulen wurden zuerst zweimal mit 1 ml 100% Methanol gewaschen
und dann zweimal mit 1 ml 20 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8.5) in 20% Methanol equilibriert.
Danach wurde der Steroidextrakt der Probe aufpipettiert. Die Kartuschensdulen wurden sofort
nach dem Auftragen des Steroidextraktes zweimal mit 1 ml 20mM Tris-HCI-Puffer (pH 8.5)
in 20% Methanol und zweimal mit 1 ml 40%igem Methanol gewaschen. Die Steroide wurden

mit 1 ml 80%igem Methanol eluiert, anschlieBend wurde 1 ml bi-destilliertes Wasser
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hinzufiigt und gut geschiittelt, so dass das Volumen der Steroidlosung am Ende der
Kartuschensdulenreinigung pro Probe 2 ml 40%iges Methanol betrug. Die

Kartuschenreinigung ist in Tab. 12 zusammengefaft.

Tabelle 12: Schema der Kartuschenreinigung der Kot- und Kontrollproben durch
Octadecyl (Cys; J.T. Baker) Kartuschenséulen.

- Kartuschensdulen waschen 2 x mit 1 ml 100% Methanol

- Equilibrieren 2 x mit 1 ml 20mM Tris-Puffer pH 8.5 in 20% Methanol
- Auftragen der Probe (Uberstand abpipettieren)

- Waschen 2 x mit 1 ml 20mM Tris-Puffer pH 8.5 in 20% Methanol

- Waschen 2 x mit 1 ml 40% Methanol

- Eluieren mit 1 ml 80% Methanol

- Nachspiilen mit 1 ml bi-destilliertes Wasser

Verdiinnung der Proben

Die Kot- und Kontrollproben (2 ml) und die Harn- und Serumproben (250 pl) wurden
anschliefend mit 40%igem Methanol verdiinnt (Tab. 13), so dass eine prozentuale Bindung
um ca. 50% entstand, um so eine genauere Messung der Ostrogengehalte der Proben zu

erreichen.
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Tabelle 13: Vorverdiinnung der Kontroll- Serum-, Harn- und Kotproben zum EIA-Test.

Vorbereitung

Probe Verdiinnung Probe (ul) 40% Methanol (ul)
Kontrolle ohne
Serum 1:10 40 + 360

1:50 16 + 784

1:100 10 + 990
Harn / Kot 1:10 000 10 / 990 (= 1:100)

10 (1:100)  + 990

4.1.9.2. Immunreaktion

Die vorbereiteten beschichteten Mikrotiterplatten wurden im Kiihlschrank bei 4°C tiber Nacht
oder mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut und die Auftaufliissigkeit
ausgeklopft. Wahrenddessen wurden die Vorverdiinnungen der Serum-, Harn- und Kotproben
hergestellt und die vorbereiteten, aufgetauten Standardproben bei Raumtemperatur
aufgewdarmt. Vor Gebrauch wurde die Platte zweimal mit 0.05%iger Tween-80-Ldsung
gewaschen und gut ausgeklopft.

Enzym (1:120) und Antikdrper (1:4000) wurden jeweils 1:100 mit Assay-Puffer verdiinnt, um
eine Konzentration von 1:12 000 fiir das Enzym bzw. 1:400 000 fiir den Antikérper zu
erhalten. Von der verdiinnten Enzymlésung wurden 100 pl in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert, wobei schnell gearbeitet werden sollte, um die Reaktionszeiten
zwischen den zuerst und zuletzt einpipettierten Proben méglichst gleich zu halten. 20 pl der
vorbereiteten Proben, Kontrollen und der Standardverdiinnungen wurden im Doppelansatz in
die Vertiefung pipettiert und 100 pl Antikérperlésung zugegeben. Zur Bestimmung der Nicht-
Spezifischen-Bindung (NSB) wurden 20 pl 40% Methanol in die Vertiefungen vorgelegt und
statt Antikérperlésung nur 100 pl Assay-Puffer zugegeben (Abb. 18). Die abgedeckten Platten
wurden unter Schiitteln im Kiihlschrank bei 6-8°C iiber Nacht inkubiert.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NSB | NSB E6 E6 K3 K3 8 8 16 16 24 24
EO EO E7 E7 1 1 9 9 17 17 25 25

EO EO E8 E8 10 10 18 18 26 26

El El E9 E9 11 11 19 19 27 27

E2 E2 E10 E10 12 12 20 20 28 28

E3 E3 Ell Ell 13 13 21 21 29 29

E4 E4 K1 K1 14 14 22 22 30 30

N N | A W
N N | B W

ES E5 K2 K2 15 15 23 23 31 31

Abbildung 18: Pipettierschema fiir das Einfiillen der zu untersuchenden Proben (1 bis
31), Standardproben (E0 bis E11) und Kontrollproben (K1, K2 und K3) in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte. In die mit ,,Nicht-Spezifische-Bindung* (NSB)

bezeichneten Vertiefungen wurde Assay-Puffer gegeben.

Trennung der gebundenen und ungebundenen Fraktion

Die Trennung der gebundenen von den ungebundenen Antikorper erfolgte durch Dekantieren
und viermaliges Auswaschen der Mikrotiterplatte mit 0.05%iger Tween-80-Losung. Bevor die
Platte ausgewaschen wurde, sollte sie dekantiert und wihrend der Vorbereitung der

Farbreaktion bei Raumtemperatur belassen werden.

Farbreaktion

Pro Platte wurden 8 ml Substratlosung A und 8 ml Substratlosung B miteinander vermischt
und auf 25°C vorgewédrmt (ca. 1 Minute). Das Substrat sollte vor Licht geschiitzt werden. In
jede Vetiefung wurden 150 pl Substratgemisch gegeben und die Platten fiir 40 Minuten bei
25°C im Dunkeln unter leichtem Schiitteln im Wasserbad inkubiert.
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Abstoppen der Farbreaktion und Ablesen

Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl 2 M H,SO4 abgestoppt, wodurch die blaue
Farbung der umgesetzten Substratlosung ins Gelbe umschlug. Nach kurzem sanften Schiitteln
der Platte wurde die optische Dichte bei 450 nm am Photometer gemessen. Abb. 19 stellt
schematisch den Enzymimmuntest fiir die Bestimmung der unkonjugierten

GesamtOstrogenkonzentration in Serum, Harn und Kot dar.
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4.1.10. Auswertung der Messwerte

Die Extinktionsmittelwerte der Doppelbestimmungen der Standard-, Kontroll-, Kot-, Harn-
und Serumproben wurden auf den Null-Wert (E0) bezogen und die relative Bindung in
Prozent angegeben.

E - By
Relative Bindung: ———  x 100

E0O - By

Die Extinktion des EO Wertes entspricht der maximalen Bindung des Antikérpers und die des
»Blank“-Wertes (By) der unspezifischen Bindung an die unbeschichtete Mikrotiterplatte.

Die Konzentrationen der Kontroll-, Kot-, Harn- und Serumproben wurden mit Hilfe eines
Computerprogrammes (SLT-TECAN) durch lineare Regression in der logit-log-
Transformation der Standardwerte errechnet. Die Ergebnisse der unkonjugierten
Gesamtdstrogenkonzentration wurden in ng/ml fiir die Harn- und Serumproben und in ng/g

Kot fiir die Kotproben errechnet.

Die Auswertung nach photometrischer Messung wurde wie folgt berechnet:

Fiir Kontrolle:
Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * Faktor 100 = 100, 200 bzw. 400 pg in 2 ml

(gesamtes Volumen nach Reinigung der Steroidlosung).

Fiir Serum:

1:10 - Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * 12.5** 10°/1000° * 10 = ng/ml.
1:50 - Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * 12.5%* 50°/1000° * 10 = ng/ml.
1:100 - Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * 12.5% * 100° / 1000° * 10? = ng/ml.

* Faktor 12.5: um die MeBwerte aus den in die Vertiefung eingesetzten 20 pl auf 250 pl
umzurechnen, die der Aufnahme der Serumproben in 250 pl 40% Methanol entsprechen
(siehe 4.1.9.1. Versuchsdurchfiihrung: Aufnahme der Proben).
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® Faktor 10, 50 oder 100: dieser entspricht der Verdiinnung 1:10, 1:50 oder 1:100 der Probe
nach der Aufnahme.
¢ Faktor 1000: um die Ergebnisse von Picogramm in Nanogramm umzurechnen.

4 Faktor 10: um aus der 100 pl Probe, die hydrolysiert wurde, die Konzentration in ng/ml zu

erlangen.

Fiir Harn:
Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * 12.5 * 10 000 / 1000 * 10 = ng/ml.
Die umrechnung der Harnproben entspricht den Serumproben auler dem Faktor 10 000, der

sich durch eine Verdiinnung der Harnproben von 1:10000 erklért.

Fiir Kot:

Wert nach photometrischer Messung (in 20 pl) * 100° * 10 000"/ 10008 * 2" = ng/g

¢ Faktor 100: um die MeBwerte aus den in die Vertiefung eingesetzten 20 ul auf 2 ml
umzurechnen, die dem Volumen nach Reinigung von 2 ml 40% Methanol entsprechen (siehe
4.1.9.1. Versuchsdurchfiihrung: Reinigung der Steroidlésung).

! Faktor 10 000: entspricht der Verdiinnung 1:10 000 der Kotproben, die in die Vertiefungen
pipettiert wurden.

¢ Faktor 1000: um die Ergebnisse von Picogramm in Nanogramm umzurechnen.

" Faktor 2: da 0.5 g Probe hydrolysiert wurden, kann mit Faktor 2 die Konzentration in ng/g

angegeben werden.

4.1.11. Bestimmung des Feuchtigkeitsverlustes der Kotproben wihrend der Lagerung

Zur Bestimmung des Feuchtigkeitsverlustes der Kotproben wihrend der Lagerung wurden
abgewogene Mengen (ca. 8 g) frischen Kots in 8 Wiederholungen bei den verschiedenen
Lagerungstemperaturen (4, 20 und 40°C) und Lagerungsdauern (3, 6, 12, 24, 48, 96 und 192
h) aufbewahrt und anschlieend jeweils wieder gewogen.

Der Mittelwert des prozentualen Feuchtigkeitsverlustes wurde aus der Differenz der ersten

und zweiten Wagung der 8 Wiederholungen berechnet.
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4.1.12. Statistische Auswertung

Bei den statistischen Auswertungen wurde von den gemessenen Variablen der arithmetrische
Mittelwert, die Standardabweichung, der Standardfehler, Maximum und Minimum ermittelt.
Die gemessenen unkonjugierten Ostrogenkonzentrationen in gelagerten Kotproben wurden
gegen die Kontrollen (Temperatur -20°C, Stunde 0) mit dem unten stehenden Modell getestet.
Die varianzanalytische Auswertung der vorliegenden Daten erfolgte nach der Methode der
kleinsten Quadrate mit dem Statistik-Programm-Paket SAS®, Version 8.1 (Prozedur ,,GLM®).
Die Signifikanz eines Effektes wurde mit dem F-Test und Bonferroni-t-Test untersucht.

Die fixen Effekte waren Geschlecht, Anzahl und Gewicht der Limmer, sowie Geburtsnummer

und Gewicht der Ziege.

Statistisches Auswertungsmodell:

Yijkm = p + Stunde; + Temperatur; + Sexy + Ziege(Sex)w + (Stunde*Temperatur);; + €ijiim

Yijkim = Beobachtungswert des n-ten Tieres (vorkorrigiert auf
Feuchtigkeitsverlust)

T = Mittelwert aller Tiere

Stunde; = fixer Effekt der j-ten Lagerungsdauer (0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 und
196 h)

Temperatur; = fixer Effekt der i-ten Lagerungstemperatur (-20, 4, 20 und 40°C)

Ziege(Sex)u = fixer Effekt des 1-ten individuellen Tieren innerhalb des k-ten
Geschlechts

Sexy = fixer Effekt des 1-ten Geschlechts

Temperatur*Stunde;; = Interaktionseffekt zwischen der i-ten Lagerungstemperatur und

der j-ten Lagerungsdauer

€ijkim = Zufilliger Restfehler
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4.2. Ergebnisse

Die 22 wahrend der Trachtigkeit untersuchten Ziegen brachten 5 Einlinge, 11 Zwillinge, 4
Drillinge und 2 Vierlinge zur Welt.

4.2.1. Etablierung eines Enzymimmunoassays zur Bestimmung von Gesamtostrogenen

im Kot, Harn und Serum von Ziegen

Der Enzymimmunoassay zur Bestimmung von unkonjugierten Gesamtostrogen-
konzentrationen im Kot, Harn und Serum basiert auf dem Verfahren von Meyer und
Hoffmann (1987), Meyer et al. (1997) und Schiffer et al. (2001). Dieser Assay wurde mit

einigen Modifikationen im eigenen Hormonlabor etabliert.

Die laborspezifischen Qualitétskriterien fiir das Referenzverfahren werden in Tab. 13 gezeigt.
Der Variationskoeffizient bestatigt die Genaugkeit des EIA-Tests. Die untere und obere
Nachweisgrenze betrug 0.049 und 50 pg Ostradiol-17p/Vertiefung. Die Nachweisgrenzen
werden in der Eichkurve aus 10 aufeinander folgenden Assays gezeigt, wo die prozentuale
Bindung gegen den Logarithmus der Ostradiol-17p-Konzentration aufgetragen wurde (Abb.
20). Ostradiol-17p konnte zur Qualititskontrolle verwendet werden, da der Antikdrper zu
100% an Ostradiol-17p bindet.

Tabelle 13: Qualititskriterien des Gesamtostrogen-EIAs.

Bekannte ) Gemessene Geschdtzte
Konzentration Ostrogen-Konzentration (pg/20ul) Konzentration
(pg/20ul) (pg/20pl) fir B/Bo*
n Mittel SEM CV (%) 20% 50%  80%
1 10 1.10 0.03 9.1 - - -
2 10 2.11 0.04 6.4 20.7 2.3 0.35
4 10 4.02 0.10 7.8 - - -

* B/Bo, prozentuale Tracerbindung im Verhéltnis zum Nullstandard
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100

Relative Bindung (%)

0,01 0,1 1 10 100
Ostradiol-Konzentration (pg/20ul)

Abbildung 20: Eichkurve fiir den Gesamtostrogen-Assay mit 10 Wiederholungen. Die
prozentuale Bindung wurde gegen den Logarithmus der Ostradiol-17p-Konzentration

aufgetragen.

4.2.2. Gesamtostrogenkonzentrationen in Kot, Harn und Serum

Die unkonjugierten Gesamtdstrogenkonzentrationen in Kot, Harn und Serum wurde zu einem
Zeitpunkt zwischen dem 110. und 130. Trachtigkeitstag bei 22 Burenziegen bestimmt. Die bei
den einzelner Tieren gefundenen Werte sind in Tab. 14 aufgefiihrt.

Im Mittel betrug die Gesamtdstrogenkonzentration im Kot 2585.8 (SEM 307.9) ng/g, wobei
die Einzelwerte zwischen 764.0 und 7840.0 ng/g lagen. Die Konzentrationen im Harn lagen
zwischen 475.6 und 15687.5 ng/ml, im Mittel bei 3959.3 (SEM 775.2) ng/ml. Auffallend
hohe Konzentrationen von 11950.0 und 15687.5 ng/ml wurden bei zwei Tieren, Ziege 1375
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mit Zwillingen und Ziege 1339 mit Drillingen gemessen. Die entsprechenden
Konzentrationen im Serum waren deutlich geringer. Sie betrug im Mittel 13.9 (SEM 1.3)
ng/ml, der Minimalwert war 6.4, der Maximalwert 27.6 ng/ml. Im Mittel betrug die
Ostrogenkonzentration im Serum nur 0.54% der im Kot, und 0.35% der im Harn gemessenen.
Das bedeutet eine ca. 180fach bzw. 280fach hohere Gesamtdstrogenkonzentration im Kot

bzw. Harn.

Die Gesamtdstrogenkonzentrationen in Kot, Harn und Serum zeigten, wie aus Tab. 14 und
Abb. 21 hervorgeht, eine groBle tierindividuelle Variation (P<0.01). Die Korrelationen
zwischen der Ostrogenkonzentration im Serum mit der in Kot (r= -0.19) und Harn (r= 0.07)

waren nicht signifikant (P>0.05).

10000

1000

100

Gesamtdstrogen-Konzentration
—
o

123 4567 8 9101112131415161718 192021 22

o0 — ® 06— 06—
Einlinge Zwillinge Drillinge  Vierlinge

Abbildung 21: Gesamtostrogenkonzentration in Kot, Harn und Serum von 22

Einzelziegen zwischen 110. und 130. Trichtigkeitstag.




Ergebnisse 85

Tabelle 14: Gesamtostrogenkonzentration in Kot, Harn und Serum von 22 triichtigen

Burenziegen zwischen dem 110. und 130. Trichtigkeitstag.

Ziege Anzahl Lammer Kot (ng/g) Harn (ng/ml) Serum (ng/ml)
1016 1 2654.0 1462.5 12.5
1189 1 3250.0 1131.2 10.6
1317 1 1326.0 475.6 13.9
1325 1 3118.0 5023.7 7.2
1326 1 1562.0 1101.2 7.1
1067 2 2196.0 1842.5 6.4
1124 2 1898.0 3116.2 17.3
1145 2 1728.0 5126.2 15.0
1181 2 2172.0 5638.7 12.4
1196 2 3382.0 1326.2 9.5
1197 2 3078.0 1978.7 14.6
1250 2 7840.0 4528.7 10.2
1275 2 3072.0 3106.2 26.8
1343 2 2010.0 3028.7 14.0
1350 2 1818.0 2660.0 7.4
1375 2 764.0 11950.0 10.8
1171 3 4562.0 1053.7 9.5
1198 3 2794.0 2372.5 13.2
1280 3 2038.0 6202.5 19.6
1339 3 2140.0 15687.5 12.5
1378 4 1942.0 4728.7 26.1
1385 4 1544.0 3560.0 27.6

X + SEM 47 2585.8+£307.9 3959.3+£775.2 139+1.3
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4.2.3. Gesamtostrogenkonzentration im Kot

In Tab. 14 sind die Gesamtostrogenkonzentrationen im sofort nach der Gewinnung
tiefgefrorenen Kot fiir die 22 Einzeltiere aufgefiihrt. Es zeigt sich eine groBe individuelle
Variationen, wie bereits unter 4.2.2. dargestellt. Die Ostrogenkonzentrationen in den
Kotproben nach verschiedenen Lagerungstemperaturen (-20, 4, 20 und 40 °C) und
Lagerungsdauern (0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 und 192 h) sind in Abb. 22 dargestellt. Mit 2585.8
(SEM 308.0) ng/g wurde die geringste Gesamtdstrogenkonzentration bei den unmittelbar
nach der Gewinnung eingefrorenen Kontrollproben festgestellt. Je langer und warmer die
Kotproben gelagert wurden, desto hoher stieg die gemessene GesamtOstrogenkonzentration
(Abb. 6). So betrug z.B. bei Proben, die fiir 3 h bei 4°C gelagert wurden, der Mittelwert
2847.7 (SEM 319.6) ng/g Kot. Bei fiir 3 h bei 20°C gelagerten Proben betrug der Wert 3001.9
(SEM 323.7), bei fir 3 h bei 40°C gelagerten Proben 3424.2 (SEM 404.3) ng/g. Der
Temperatureinflul verstérkte sich bei langeren Lagerungszeiten (s. Anhang, 8.2, Tab. C).
Wurden jeweils die Mittelwerte aller Proben einer Lagerungstemperatur (n=154) miteinander
vergleichen, ergaben sich hochsignifikante Unterschied (P<0.01) zwischen den vier

Temperaturstufen (Tab. 15).

Die Lagerungsdauer selbst hatte ebenfalls einen Einfluss auf den gemessenen
Gesamtostrogengehalt. Bei Proben, die 3, 6, 12, bzw. 192 h bei 4°C gelagert wurden, waren
die Mittelwerte fiir die Gesamtostrogenkonzentration 2847.7 (SEM 319.6), 3095.5 (SEM
367.4), 3376.8 (SEM 321.6) bzw. 6932.3 (SEM 599.6) ng/g. Dieser Effekt war noch
deutlicher bei Proben die bei hoheren Temperaturen gelagert wurden. Die Mittelwerte der
Gesamtostrogenkonzentration betrugen z.B. 3424.2 (SEM 404.3) ng/g Kot fiir 3 h bzw.
8677.7 (SEM 655.2) ng/g Kot fiir 192 h bei 40°C gelagerten Kotproben (s. Anhang, 8.2, Tab.
C). Beim Vergleich der Mittelwerte aller Proben einer Lagerungsperiode (n=66) zeigten sich
signifikante Unterschied (P<0.01) zwischen Lagerungsperioden, wobei die fir 192 h
gelagerten Proben die hochsten Werte aufwiesen (Tab. 16).
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Konzentration (ng/g Kot)

Temperatur (°C)

Lagerungsdauer (h)

Abbildung 22: Gesamtdstrogenkonzentration im Kot (ng/g Kot) von 22 trichtigen

Ziegen nach Lagerung bei verschiedenen Temperaturen und Dauern (Mittelwerte +

SEM).

Tabelle 15: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Kot) bei verschiedenen

Lagerungstemperaturen (Standardfehler 90.0, F-Test (o) <0.01, LSD = 259.2).

Lagerungstemperatur (°C) n Mittelwert (ng/g)
-20 22 2585.8°
4 154 4544.4°
20 154 5084.8 ©
40 154 6119.6 ¢

aed Werte mit verschiedenen Indices unterscheiden sich (P<0.05, Bonferroni-t-Test).
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Tabelle 16: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Kot) bei verschiedenen

Lagerungsdauern (Standardfehler 125.9, F-Test (a) <0.01, LSD = 503.6).

Lagerungsdauer (h) n Mittelwert (ng/g)
0 22 2585.8°
3 66 3091.5°
6 66 3403.7°
12 66 4004.6 °
24 66 5370.4 ¢
48 66 6130.9
96 66 7050.2
192 66 7695.9

abedelg Werte mit verschiedenen Indices unterscheiden sich (P<0.05, Bonferroni-t-Test).

Nach der Berechnung des Feuchtigkeitsverlustes der Kotproben wéhrend der Lagerung (Tab.
17) zeigte sich ein Gewichtsverlust von bis zu 60% bei Proben, die fiir 192 h bei 40°C
gelagert wurden. Dieser Gewichtsverlust wurde bei den gemessenen Gesamtdstrogenwerten
mit beriicksichtigt und es ergaben sich daraus die korrigierten Mittelwerte, die in Abb. 23
dargestellt sind. Es wurde aber dennoch ein Einfluss (P<0.01) von Lagerungstemperatur und
Lagerungsdauer und ihre Interaktion auf die Ostrogenkonzentration festgestellt. Tab. 18 zeigt
die Mittelwerte (n=66) der Ostrogenkonzentrationen im Kot und ihre signifikanten
Unterschiede (P<0.05) in Abhéngigheit von der Lagerungsdauer. Die Mittelwerte steigen mit
zunehmender Lagerungsdauer signifikant an (P<0.01). In Tab. 19 sind die korrigierten
Mittelwerte der GesamtOstrogenkonzentration gruppiert nach Lagerungstemperatur
dargestellt. Auch hier zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den
Lagerungstemperaturen. Der Ostrogengehalt bei -20°C ist mit 2585.8 ng/g am nidrigsten, der
bei 4°C mit 3136.2 ng/g Kot am hochsten, wihrend die Werte von 20 und 40°C mit 2760.9
bzw. 2914.2 ng/g Kot dazwischen liegen (s. Anhang, 8.2, Tab. D).
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Tabelle 17: Mittelwerte des Feuchtigkeitsverlustes (%) von Kotproben wihrend der

Lagerung bei verschiedenen Temperaturen (n=8).

Lagerungstemperatur (°C) Lagerungsdauer (h)
0 3 6 12 24 48 96 192
-20 (Kontrolle) 0 0 0 0 0 0 0 0
4 - 3.8 63 103 187 324 48.8 535
20 - 79 154 29.1 50.1 578 58.1 58.1
40 - 155 295 509 594 59.7 59.8 59.9
Temperatur (°C)
10000 .
§ 9000 20 W4 020 @40
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£ 7000
§ oo
-
D 4000
2 3000
N 2000
=<<> 1000
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0 3 6 12 24 48 96 192

Lagerungsdauer (h)

Abbildung 23: Fiir den Feuchtigkeitsverlust korrigierte Gesamtostrogenkonzentration
im Kot (ng/g Trockenmasse) von 22 trichtigen Ziegen nach Lagerung bei verschiedenen

Temperaturen und Dauern (Mittelwerte = SEM).
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Tabelle 18: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse Kot) bei

verschiedenen Lagerungsdauern (Standardfehler 61.1, F-Test (a) <0.01, LSD = 256.9).

Lagerungsdauer (h) n Mittelwert (ng/g)

0 22 2585.8°

3 66 2799.4 %

6 66 2789.4

12 66 2710.3°

24 66 2905.6 >

48 66 2970.9

96 66 3105.2 %

192 66 3278.9°

abede Wwerte mit verschiedenen Indices unterscheiden sich (P<0.05, Bonferroni-t-Test).

Tabelle 19: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse Kot) bei

verschiedenen Lagerungstemperaturen (Standardfehler 41.4, F-Test (o) <0.01, LSD =
132.2).

Lagerungstemperatur (°C) n Mittelwert (ng/g)
-20 22 2585.8°
4 154 3136.2°
20 154 2760.9 ¢
40 154 29142 ¢

aed Werte mit verschiedenen Indices unterscheiden sich (P<0.05, Bonferroni-t-Test).
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4.2.4. Einfliisse auf die Gesamtostrogenkonzentration im Kot von trichtigen

Burenziegen

Zwischen den einzelnen Tieren wurde eine groBe individuelle Variation festgestellt (P<0.01).
Ahnlich hohe Variationen der Konzentration wurde auch innerhalb WurfgrofBe ermittelt (Abb.

24), sodal} sich keine eindeutigen Zusammenhénge abzeichneten.

AuBler dem Einfluss (P<0.01) arbeitstechnischer Faktoren wie Lagerungstemperatur und
Lagerungsdauer und ihre Interaktion auf die unkonjugierte Gesamtostrogenkonzentration des
Kots hatte auch das Einzeltier einen Effekt (P<0.01). Hingegen iibten Anzahl, Geburtsgewicht
und Geschlecht der Lammer sowenig eben einen Einfluss aus wie die Anzahl der
Ablammungen und das Gewicht der Mutterziegen (P>0.05). Gesamtostrogenkonzentrationen
bei den verschiedenen Lagerungstemperaturen und -dauern innerhalb Wurfgrofe und

Geschlecht der Limmer werden im Anhang (8.2, Tab. E und F) dargestellt.
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Konzentration (ng/g)

Einlinge Zwillinge Drillinge Vierlinge
Miutter

Abbildung 24: Gesamtostrogenkonzentration im Kot (Kontrolle) bei 5 Einlings-, 11
Zwillings-, 4 Drillings- und 2 Vierlingsmiittern.
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4.3. Diskussion

Die Ziele dieser Arbeit bestanden zum einen in einem Vergleich von
Gesamtostrogenkonzentrationen in Kot, Harn und Blut von trdchtigen Ziegen und zum
anderen in der Ermittlung des Einflusses von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf

die Gesamtdstrogenkonzentration im Kot.

Als Erstes wurde im Hormonlabor des Instituts fiir Tierzucht und Haustiergenetik der
Universitit Gottingen der Doppelantikérper-Enzymimmunassay zur Messung von
unkonjugierten Gesamtostrogenen in Blut, Harn und Kot in geringfligiger Abwandlung des
bei Meyer und Hoffmann (1987), Meyer et al. (1997) und Schiffer et al. (2001) beschriebenen
Verfahrens etabliert.

Die Variabilitidt der Direktbeschichtung und der Doppelantikérpertechnik wurde von Meyer
(1989) verglichen. Bei der Doppelantikorpertechnik wurden gleiche Extinktionen auf der
ganzen Platte gemessen (VK = 3.2%). Bei der direkten Beschichtung hingegen wurde eine
deutlich hohere Variabilitat festgestellt (VK = 11.4%). AuBerdem war auch ein sog.
Randeffekt zu beobachten, bei dem die Reaktion am Rand der Vertiefung deutlich schwicher
ausfiel. Die Ursache fir diese Unterschiede liegen darin, dass bei der
Doppelantikorpertechnik das Schaf-IgG zuerst im Uberschuss adsorbiert werden kann und
folglich der hormonspezifische Antikérper jeweils vollstindig gebunden wird. Unterschiede
in der Beschichtbarkeit der einzelnen Vertiefungen werden somit weitestgehend nivelliert. Als
weiterer Vorteil ergab sich, dass bei der Doppelantikérpertechnik nur ca. ein Fiinftel bis ein
Zehntel des hormonspezifischen Antikérpers bendtigt wird, und somit wertvoller

hormonspezifischer Antikorper eingespart werden kann.

Ostradiol-17p ist bei allen Tierarten das wichtigste ovarielle Brunsthormon (Velle, 1963;
Schwartz, 1982; Klauke und Hoffmann, 1992). Klauke und Hoffmann (1992) zeigten beim
Schaf und Hoffmann et al. (1997) beim Rind, dass in der Plazenta gebildetes Ostronsulfat das
dominierende Ostrogen der Trichtigkeit ist. In den meisten Untersuchungen wurden
Ostrogene als unkonjugiertes freies Ostron und/oder Ostradiol-170. oder Ostradiol-17f mit
Hilfe spezifischer Antikorper oder mit gegen unkonjugierte Gesamtdstrogene gerichtete
Antikorper bestimmt (Schwarzenberger et al., 1996). Bei Spezies, bei denen die Feto-
Plazentale-Einheit groBe Menge an Ostrogenen synthetisieren kann der Ostrogengehalt im
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Blut als wichtiger Indikator fiir das Vorliegen einer Tréachtigkeit dienen. Er gibt auch einen
direkten Hinweis auf das Vorhandensein lebender Feten. Hingegen wird durch das
Progesteron, das hadufig zur Trachtigkeitsfeststellung verwendet wird, lediglich das

Vorhandensein funktioneller Gelbkorper nachgewiesen.

Bei Wiederkduern ist der Harn nach dem Kot der wichtigste Hauptausscheidungsweg der
Ostrogen- und Progesteronmetaboliten (Velle, 1963; Bamberg et al., 1986; Adams et al.,
1994; Palme et al., 1996). Im Kot finden sich die meisten Ostrogene in unkonjugierter Form.
Bamberg et al. (1986) fanden im Kot der Ziege das Ostron (40%) als hauptsichlichen
Metaboliten, gefolgt von Ostradiol-17p (35%) und Ostradiol-17a (25%). Beim Rind wies
Ostradiol-170. die hochste Konzentration auf, gefolgt von Ostradiol-17f und Ostron, alle in
unkonjugierter Form (Hoffmann et al., 1997). Zur Feststellung der Trachtigkeit kann daher
bei Klauentieren die Ostrogenkonzentrationen in Kotproben bestimmt werden (Mostl et al.,
1983; Mostl et al., 1984; Bamberg et al., 1984; Bamberg et al., 1986; Choi, 1987; Choi et al.,
1985; Choi et al., 1987; Sist et al., 1987; Palme et al., 1989; Desaulniers et al., 1989; Bamberg
und Schwarzenberger, 1990; Schwarzenberger et al., 1991; Holtz, 1992). Sindermann et al.
(1992) ermittelte bei 13 zyklischen Burenziegen Gesamtdstrogenkonzentrationen zwischen
6.8 und 68.0 ng/g Kot und bei 4 einlings- und 18 zwillingstragenden Muttern am 91.
Tréachtigkeitstag mittlere Gesamtostrogengehalte von 657.5 bzw. 648.7 ng/g Kot.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei 22 Burenziegen zwischen dem 110. und dem 130. Tag
der Trachtigkeit zeitgleich eine Kot-, eine Harn- und eine Blutprobe entnommen, um die
jeweilige GesamtOstrogenkonzentration zu ermitteln. Zwischen den dekonjugierten
Gesamtostrogenkonzentrationen in den drei Korperfliissigkeiten waren keine Korrelationen
festzustellen. In Gegensatz dazu gab es bei dem trichtigkeitsbedingten Anstieg der Ostrogene
im Kot der Ziege (Sindermann et al., 1992) und des Rindes (Mostl et al., 1994)

Ubereinstimmung mit dem Verlauf der Ostronsulfatkonzentration im Blut.

Die ermittelte individuell bedingte Variation der Ostrogenkonzentration bestitigt frithere
Beobachtungen am Kot von Burenziegen (Holtz, 1992). Da nur eine einzige Probe pro Tier
entnommen wurde, ldsst sich die Variation zwischen Tieren statistisch nicht erfassen. Es
konnten lediglich unterschiedliche Konzentrationsstufen zwischen Serum (13.9, SEM 1.3),

Harn (3959.3, SEM 775.2) und Kot (2585.8, SEM 307.9) festgestellt werden.
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Auffillig war der beobachtete Anstieg der Ostrogenkonzentration in den Kotproben wihrend
der Lagerung. In der Untersuchung von Holtz (1992) wurde dieser mit einer fortlaufenden
Dekonjugierung der mit dem Kot ausgeschiedenen Ostrogene interpretiert. Es stellte sich
jedoch heraus, dass sich nach Beriicksichtigung des Feuchtigkeitsverlustes wihrend der

Lagerung dieser Anstieg auf ein unbedeutendes Mal} verringerte.

In der vorliegenden Studie wurde neben Kiihlschrank- (4°C) und Zimmertemperatur (20°C)
auch eine Lagerungstemperatur von 40°C als Imitation einer tropischen oder subtropischen
Umwelt erprobt. In der Literatur gibt es verschiedene Methoden fiir die Konservierung der
Kotproben. Das Trocknen der Kotproben ist eine gute Methode fiir die Lagerung im Feld wo
weder Konservierungszusitze noch Elektrizitit zur Kiihlung zur Verfiigung stehen. Ostradiol
und Testosteron zeigten nach 3 Lagerungswochen eine Stabilitit von 100% (Brockman und
Whitten, 1996). Ahnliche Beobachtungen am Kot trichtiger Rinder bestitigen, dass die
Ostrogenkonzentration durch Lagerungstemperaturen von 20 bis 30°C wihrend einer
Zeitdauer von 8 Tagen nicht wesentlich beeinflusst wurde (Limpach, 1985). Im Gegensatz
dazu ermittelte Glatzel (1999) eine bestindige Verringerung der Progesteronkonzentration im
Kot nicht trichtiger Kiihe, als die Kotproben bei einer Temperatur von 37°C bis zu 2 Tage
gelagert wurden. Gleichermallen nahmen in Kotproben von nicht tragenden und tragenden
Kiihen, die bei Raumtemperatur (20 - 23°C) wihrend eines Zeitraumes von 12 Wochen
konserviert wurden, die Gestagen- (Progesteron) und Ostrogenkonzentrationen (Ostron)
graduell ab (Schlenker et al., 1998). Holtz (1992) stellte neben einen Effekt der
Lagerungsdauer und -temperatur im Ziegenkot auch innerhalb einer Kotprobe verschiedene
Ostrogenkonzentrationen fest. Hieraus konnte eine gewisse Fehlerquelle bei einer praktischen
Anwendung der Kotostrogenkonzentration zur Tréachtigkeitsdiagnostik herriihren. Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen aber, dass im Hinblik auf eine
Trichtigkeitsfeststellung ~ eine  Lagerung von  Ziegenkot auch  bei  hohen
Umgebungstemperaturen bis zu einer Woche unproblematisch ist. Der lagerungsbedingte
Feuchtigkeitsverlust der Kotproben muss bei der Analyse allerdings beriicksichtigt werden.
Wahrscheinlich bietet es sich an, die Hormon-Konzentration grundsitzlich auf Gramm

Trockenmasse zu beziehen.
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Einer friihen und effektiven Diagnose der Trachtigkeit kommt in Bezug auf die
Wirtschaftlichkeit der Haltung eine bedeutende Rolle zu, da die Entscheidung ob und wie die
Tiere weiter gehalten oder gegebenfalls behandelt werden sollen, so frith wie moglich nach
der Bedeckung oder kiinstlichen Besamung erfolgen sollte. Gegenwiértig gibt es verschiedene

Tréachtigkeitsdiagnoseverfahren, welche u.a. Hormone oder spezielle Proteine verwenden.

Die Bestimmung von Progesteron und Progesteron-Metaboliten weist lediglich das
Vorhandensein funktioneller Gelbkorper nach. Deshalb sind sie ein indirekter Indikator der
Tréachtigkeit. Progesteronbestimmung zur Trachtigkeitsdiagnose wird bei der Ziege im Blut
und in der Milch mit einer ca. 90%igen Erfolgsrate um den 21. Trachtigkeitstag angewendet
(Memon und Ott, 1980; Agwu und Holtz, 1986; Pennington et al., 1982; Dionysius, 1991;
Engeland et al., 1997). Dies wurde auch durch Untersuchungen an Schafen mit &hnlichen

Ergebnissen bestatigt (Shemesh et al., 1979; Dickie und Holzmann, 1992).

Ein praktisches Trachtigkeitsdiagnoseverfahren ist die Ultrasonographie (Echtzeit-
Ultraschallgerét, B-Mode). Mit der Ultrasonographie lésst sich transabdominal Fruchtwasser
ab Tag 25 nach Belegung, und mit Hilfe einer transrektalen Sonde fetaler Herzschlag ab
Anfang der 4. Trachtigkeitswoche (Kahn et al., 1990; Martinez et al., 1998; Padilla und Holtz,
1999) nachweisen. Trotz der guten Ergebnisse die mit diesem Gerit erzielt werden, ist dessen
Anschaffung aufwendig, und die Anwendung benétigt einen qualifizierten Operateur. Deshalb
dirfte das Verfahren fir die meist in den Tropen und Subtropen herrschenden

Voraussetzungen weniger geeignet sein.

Das Pregnancy-associated glycoprotein (PAG), eine in binukledren Trophoblastzellen, spater
in der Plazenta gebildete und im Blutplasma messbare Substanz, eignet sich zur direkten
Tréachtigkeitsdiagnose bei der Ziege (Sousa et al., 1999; Gonzaélez et al., 1999, 2001), beim
Schaf (Benitez-Ortiz, 1992; Karen et al., 2002) und bei der Kuh (Zoli et al., 1992b; Perényi et
al., 2002) und zeigt die Anwesenheit einer lebensfahigen Frucht an. Uber die PAG-Messung
im Blut lésst sich die Trachtigkeit beim Schaf ab dem 21. Tag und in der Milch ab dem 32.
Tag nach der Bedeckung feststellen. Jedoch gibt es gegenwartig nur ein einziges Labor in

Europa, das fiir die Bestimmung einer PAG-Konzentration ausgestattet ist.
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In Anbetracht der bestehenden Alternativen bietet die Bestimmung der Ostrogenkonzentration
im Kot als Hinweis auf eine Tréchtigkeit, bzw. das Vorhandensein lebender Feten und einer
funktionierenden Feto-Plazentalen-Einheit, fiir die Ziegenhaltung (Sindermann, 1991; Holtz,
1992) sowie fiir andere landwirtschaftliche Nutztierarten (Mostl et al., 1983; Mostl et al.,
1984; Bamberg et al., 1984; Bamberg et al., 1986; Choi, 1987; Choi et al., 1985; Choi et al.,
1987; Sist et al., 1987; Palme et al., 1989; Desaulniers et al., 1989; Bamberg und
Schwarzenberger, 1990; Schwarzenberger et al., 1991) eine erwidgenswerte Moglichkeit.
Untersuchungen mit radioaktiv markierten Ostrogenen zeigten, dass eine Ausscheidung iiber
den Kot nach 12 bis 24 Stunden zu erwarten ist (Adams et al., 1994; Palme et al., 1996). Ab
dem 49. Trichtigkeitstag kénnen mittels Ostronsulfatbestimmung im Serum und in der Milch
Trachtigkeiten mit einer Sicherheit von 100%  festgestellt werden. Die
Gesamtostrogenbestimmung im Ziegenkot zur Tréachtigkeitsfeststellung kann ab dem 56. Tag
mit einer Genauigkeit von 96% angewendet werden (Murray und Newstead, 1988;

Sindermann et al., 1992).

Die Bestimmung unkonjugierter Gesamtdstrogene in Blut, Milch, Harn und Kot koénnte als
ein relativ frilheres Trachtigkeitsdiagnoseverfahren im Vergleich zum Nachweis einzelner
Ostrogene von Nutzen sein. Die Ostrogenbestimmung im Kot und Harn ist ein zuverlassiges,
nicht invasives Verfahren. Die Kotproben sind einfach zu entnehmen und miissen nicht
besonders gelagert werden. Deshalb ist die Ostrogenbestimmung im Kot dort eine gute
Alternative, wo man keine Blutproben entnehmen oder konservieren kann. Aussagen iiber

Anzahl, Geschlecht oder Gewicht der Lammer kénnen aber nicht getroffen werden.
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5. Zusammenfassung

Pregnancy-associated Glycoprotein (PAG) und Ostrogene werden in der Plazenta synthetisiert
und bieten, eingesetzt zur Tréachtigkeitsdiagnose, einen direkten Hinweis auf das

Vorhandensein lebender Feten.

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Bestimmung der Plasmakonzentration des
,»pregnancy-associated glycoprotein“ (PAG) im Verlauf der Trachtigkeit beim Schaf und
deren Eignung zur Tréchtigkeitsdiagnose. Diese wurde wihrend der Trichtigkeit und 4
Wochen nach der Geburt bei verschiedenen Schafrassen untersucht. Die Untersuchung
umfasste 66 tragende Mutterschafe, 18 der Rasse Schwarzkopfiges Fleischschaf, 41
Rhonschafe und 7 Dorper-Kreuzungen sowie 25 vergleichbare nicht trachtige Kontrolltiere.
Die PAG-Bestimmung im Blutplasma erfolgte mittels Radioimmunassay (RIA) mit dem
Antikorper caPAGssqso.

Beginnend 2 Wochen nach Einfiihrung der Bocke in die Herde bis 4 Wochen nach der
Ablammung wurde den Tieren duch Punktion der Vena jugularis in wochentlichen Abstianden
jeweils 5 ml Blut abgenommen. Im entsprechenden Zeitraum wurde den Kontrolltieren

einmal wochentlich Blut entnommen.

Die PAG-Konzentration der nicht trdchtigen Kontrolltiere lag wihrend des gesamten
Versuchszeitraums bei 1.46 (SEM 0.08) ng/ml. Der Verlauf der PAG-Konzentration im
Blutplasma der Mutterschafe zeigte einen Anstieg von urspriinglich 1.1 (SEM 0.1) auf 3.0
(SEM 0.3) ng/ml in der 3. Tréachtigkeitswoche, und erhdhte sich in der 4. Woche weiter auf
11.5 (SEM 0.8) ng/ml. Letzterer Konzentrationsanstieg ist fiir eine mogliche Nutzung zur
Trachtigkeitsdiagnose von Bedeutung. Bei 64 von 66 (97%) trachtigen Mutterschafen waren
die PAG-Konzentrationen zu diesem Zeitpunkt finf Standardabweichungen iiber dem
Mittelwert nicht tréchtiger Tiere. Ein weiterer gradueller Anstieg erfolgte zwischen der 5.
(17.3, SEM 0.8 ng/ml) und 10. Trachtigkeitswoche (26.9, SEM 1.5 ng/ml). Von der 11. (22.9,
SEM 1.2 ng/ml) bis zur 14. Trachtigkeitswoche (20.6, SEM 1.0 ng/ml) fiel die
durchschnittliche PAG-Konzentration geringfiigig ab und blieb auf diesem Niveau bis zu
einen erneuten Anstieg auf 28.4 (SEM 1.3) ng/ml in der 16. Woche bzw. 36.6 (SEM 2.0)
ng/ml in der 19. Woche.
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Ein weiterer drastischer Anstieg der PAG-Konzentration auf 56.0 (SEM 4.8) bzw. 89.2 (SEM
7.4) ng/ml erfolgte wihrend der 20. und 21. Trachtigkeitswoche. Nach erfolgter Geburt fiel
die PAG-Konzentration in der ersten Woche steil ab auf 25.0 (SEM 2.1) ng/ml, um 4 Wochen
nach der Geburt bei allen Tieren Basalniveau (2.6, SEM 0.2) ng/ml zu erreichen.

Generell unterschied sich der PAG-Verlauf bei zwillings- (n=18) und drillingstragenden
Muttern (n=1) nicht von dem einlingstragender Muttern (n=45), doch war die
durchschnittliche PAG-Konzentration bei den Mehrlingen ab der 8. Trichtigkeitswoche
erhoht. Der Unterschied von zwillings- zu einlingstragenden Muttern war ab der 12.
Trachtigkeitswoche statistisch signifikant (P<0.05). Insbesondere der Konzentrationsanstieg
zum Ende der Trichtigkeit, in der 20. und 21. Woche, war bei zwillings- und
drillingstragenden Muttern deutlicher ausgepragt (82.2 und 134.3 bzw. 94.9 und 214.4 in der
20. bzw. 21. Woche, P<0.01).

Ein statistisch signifikanter Einfluss der genetisch sehr unterschiedlichen Schafrassen auf den
PAG-Gehalt im Blutplasma liess sich nicht erkennen (27.1 (SEM 1.4), 27.3 (SEM 1.0) bzw.
22.2 (SEM 2.6) ng/ml bei 18 Schwarzkopfigen Fleischschafen, 41 Rhoénschafen bzw. 7
Dorper-Kreuzungen).

Ebenso wenig eben bestand bei einlingstragenden Muttern ein signifikanter Einfluss des
Geschlechts und Gewichts der Lammer. Unter den Mutterschafen befanden sich sowohl
Zutreter als auch Tiere, die bereits mehrmals gelammt hatten. Zwischen Gruppen
unterschiedlicher Anzahl Ablammungen bestanden keine signifikante Unterschiede. Ein
signifikanter Einfluss (P<0.05) ging jedoch von der Anzahl getragener Lammer aus.
Insgesamt betrug die PAG-Konzentration im Blutplasma von Einlingen (n=45) 24.0 (SEM
0.8) ng/ml, wihrend sie bei Zwillingen (n=18) 32.3 (SEM 1.8) ng/ml betrug (P<0.05).
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Gesamtdstrogen-Gehalt in Kot, Harn und Blut von
zwischen 110 und 130 Tage tragenden Ziegen bestimmt. Unter dem Gesichtspunkt einer
Nutzung der Gesamtdstrogenkonzentration im Kot zur Trachtigkeitsfeststellung wurde der
Einfluss von Lagerungsdauer und -temperatur auf die Ostrogenkonzentration im Kot

untersucht.

Bei 22 zwischen dem 110. und 130. Tag trachtige Ziegen der Rasse Buren wurde die
Konzentration unkonjugierter Gesamtostrogene in Kot, Harmn und Blut mittels

Enzymimmunassay (EIA) mit kompetitiver Doppelantikdrpertechnik untersucht.

Die Kotproben wurden aus dem Rektum entnommen und sofort in Portionen von ca. 5 g
aufgeteilt. Die Proben wurden zufallsméssig den jeweiligen Lagerungsdauern (0, 3, 6, 12, 24,

48, 96 und 192 h) bzw. Lagerungstemperaturen (-20, 4, 20 und 40°C) zugeordnet.

Die gemessenen Konzentrationen in ungetrocknetem Kot bewegten sich zwischen 764.0 und
7840.0 ng/g, im Mittel lagen sie bei 2585.8 (SEM 308.0) ng/g. Im zeitgleich gewonnenen
Harn bewegte sie sich zwischen 475.6 und 15687.5 ng/ml, im Mittel bei 3959.3 (SEM 775.2)
ng/ml. Im Blutserum lagen sie zwischen 6.4 und 27.6 ng/ml, mit einem Mittel von 13.9 (SEM
1.3) ng/ml. Die Ostrogenkonzentration im Serum betrug im Mittel nur 0.54% dessen was im
Kot, und 0.35% dessen was im Harn gemessenen wurde. Das bedeutet gegeniiber Blutserum
eine ca. 180fach bzw. 280fach hohere Gesamtostrogenkonzentration im Kot bzw. Harn. Die
Korrelationen zwischen der Ostrogenkonzentration in Serum mit der in Kot (= -0.19) und in

Harn (r= 0.07) waren nicht signifikant.

Kotproben, die sofort nach der Gewinnung tiefgefroren wurden, wiesen die geringste
Gesamtostrogenkonzentration auf (2585.8, SEM 308.0 ng/g). Bei Proben, die 3, 6, 12, bzw.
192 h bei 4°C gelagert wurden, waren die Mittelwerte fiir die GesamtOstrogenkonzentration
2847.7 (SEM 319.6), 3095.5 (SEM 367.4), 3376.8 (SEM 321.6) bzw. 6932.3 (SEM 599.6)
ng/g Kot. Dieser Anstieg der Messwerte war noch deutlicher bei Proben die bei héheren
Temperaturen  gelagert  wurden. Beispielweise  betrug der  Mittelwert  der
Gesamtostrogenkonzentration in Kot, der fir 3 Stunden bei 40°C gelagert wurde, 3424.2
(SEM 404.3) ng/g, und in Kot der 192 Stunden bei 40°C gelagert wurde, 8677.7 (SEM 655.2)

ng/g.
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Nach Korrektur fiir lagerungsbedingte Feuchtigkeitsverluste der Kotproben (fiir 192 h bei
40°C beispielsweise ein Gewichtsverlust von 60%), waren die Differenzen zwar trotz
erbeblicher tierindividueller Varianz noch signifikant (P<0.01), doch gering. Anzahl,
Geburtsgewicht und Geschlecht der Lammer iibten ebensowenig einen Einfluss aus wie die

Anzahl Lammungen und das Gewicht der Mutterziegen (P>0.05).

Abschlieend, kann festgestellt werden, dass der Einfluss der Lagerungsdauer und —
temperatur von Ziegenkot auf den Gesamtgehalt dekonjugierter Ostrogene im Hinblick auf
eine Anwendung zur Trachtigkeitsdiagnose unerheblich ist, sofern der lagerungsbedingte
Feuchtigkeitsverlust beriicksichtigt wird. Folglich kann von einer Eignung der Plasma-PAG-
Konzentration beim Schaf ab 4 Wochen nach der Belegung und der Konzentration
unkonjugierter Gesamtdstrogene im Kot der Ziege, selbst bei Lagerung im unkonservierten

Zustand, zu einer zuverldssigen Trachtigkeitsfeststellung ausgegangen werden.
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6. Summary

Pregnancy-associated glycoprotein (PAG) and estrogens are synthesized in the placenta and

may serve as a means of diagnosing pregnancy and the presence of live fetuses.

Part 1 of this thesis deals with the assessment of the plasma concentration of pregnancy-
associated glycoprotein (PAG) in the course of pregnancy in sheep. PAG profiles throughout
pregnancy and 4 weeks after parturition were established for various breeds of sheep using a
radioimmunoassay (RIA) with the heterologous antibody caPAGss.s9. The 66 parous pregnant
ewes monitored belonged to the breeds Blackheaded German Mutton (BGM) (n=18), Rhoen
(n=41) and Dorper x BGM crosses (n=7); 25 non-mated ewes of comparable genetic stock

served as controls.

Weekly blood samples (5 ml) were collected from the jugular vein into test tubes containing 4
drops of sodium citrate (38%) beginning two weeks after introduction of the rams into the
herd and extending until four weeks after parturition. The time of conception was deduced
from the time of parturition, assuming a pregnancy period of 149 days, typical for the herd.

Litter size, birth weight and sex of lambs were recorded.

The PAG concentration of non-pregnant ewes was consistently 1.46 (SEM 0.08) ng/ml. The
general pattern displayed consists of a distinct rise in PAG concentration from 1.1 (SEM 0.1)
to 3.0 (SEM 0.3) ng/ml during the 3rd week of gestation and increased to 11.5 (SEM 0.8)
ng/ml during the 4th week. This increase is of relevance for conducting a pregnancy
diagnosis. At the 9th week there was further gradual increase to almost 25 ng/ml. This level
was maintained until the 17th week, followed by a progressive increase culminating in a rapid
surge during the last two weeks preceding parturition (45.5 and 98.9 ng/ml, respectively).
Immediately after parturition, the concentration dropped sharply to mid-pregnancy-levels (25
ng/ml), followed by a gradual decline to near 2 ng/ml 4 weeks after lambing in the majority of

the animals. Only 7 of 64 ewes still had levels between 4.2 and 9.0 ng/ml at that stage.

Ewes were diagnosed as pregnant when PAG concentrations exceeded that of non pregnant
ewes by 5 standard deviations. This was possible in 64 of 66 (97%) pregnant ewes at week 4

of gestation.
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The general PAG course did not differ between single-bearing (n=45), twin-bearing (n=18)
and triplet-bearing (n=1) ewes. However, from the 8th gestation week on wards, PAG levels
differed. At 12 weeks the difference between single-bearing and twin-bearing ewes was
statistically signifikant (P<0.05). At 20 and 21 weeks of gestation, the increase in PAG
concentrations of twin-bearing and triplet-bearing ewes over ewes bearing a simple lamb was

more pronounced (82.2 to 134.3 and 94.9 to 214.4, respectively, P<0.01).

The effect of breed of ewe was not significant: 27.1 (SEM 1.4), 27.3 (SEM 1.0) and 22.2
(SEM 2.6) ng/ml for BGM, Rhoen and Dorper x BGM, respectively. Nor was the effect of
breed of male (BGM, Wiltshire Horn, Dorper): 28.0 (SEM 1.3), 25.6 (SEM 1.4) and 26.2
(SEM 1.3) ng/ml, respectively.

There was no significant effect of parity of the ewes: for 11 first, 20 second, 4 third, 6 forth,
13 fifth, 2 eight and 7 ninth litter ewes, respectively, plasma PAG levels were 26.5 (SEM 1.7),
26.8 (SEM 1.5), 25.9 (SEM 2.3), 24.4 (SEM 2.2), 28.0 (SEM 1.8), 20.0 (SEM 2.1) and 28.5
(SEM 2.1) ng/ml. There was also no significant effect of sex of lamb or birth weight: 4.9
(SEM 0.02) kg for 25 males and 5.0 (SEM 0.03) kg for 20 females. The correlations between
birth weight and plasma PAG level were r= 0.16 for single lamb-bearing and r= 0.05 for twin-

bearing ewes, respectively, neither of which was significant (P>0.05).

There was, however, a significant (P<0.05) difference in mean plasma PAG concentration
between the 45 single- and 18 twin-bearing ewes: 24.0 (SEM 0.8) and 32.3 (SEM 1.8) ng/ml,

respectively.
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In Part 2 of this thesis, unconjugated total estrogens were measured in feces, urine and blood
of 22 does pregnant 110 to 130 days. The effect of storage time and storage temperature of
feces was examined to assess the practicability of fecal estrogen concentration as a means of

pregnancy detection.

In 22 Boer goat does, pregnant 110th to 130th days, the concentrations of total unconjugated
estrogens in feces, urine and blood were analysed by means of enzyme immunoassay (EIA)

with competitive double antibody technique.

Feces was collected from the rectum. Samples of 5 g were stored for 0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 or
192 h at temperatures of -20, 4, 20 and 40°C. Concentrations in moist feces were 764.0 to
7840.0 ng/g, the mean being 2585.8 (SEM 308.0) ng/g. Urine, collected on the same day, had
a content of 475.6 to 15687.5 ng/ml with a mean of 3959.3 (SEM 775.2) ng/ml. In
corresponding blood samples, serum concentrations were between 6.4 and 27.6 ng/ml, with a
mean of 13.9 (SEM 1.3) ng/ml. The estrogen concentration in serum amounted to 0.54% of
that in feces, and 0.35% of that in urine. This means a 180fold concentration in feces and a
280fold concentration in urine, compared to blood levels. The correlations between estrogen
concentration in serum and feces was r = -0.19, between estrogen concentration in serum and

urine r = 0.07 (P>0.05).

Feces samples frozen immediately after collection showed the slightest estrogen
concentrations (2585.8, SEM 308.0 ng/g). In samples stored at 4°C for 3, 6, 12 or 192 h, total
estrogen concentrations were 2847.7 (SEM 319.6), 3095.5 (SEM 367.4), 3376.8 (SEM 321.6)
and 6932.3 (SEM 599.6) ng/g feces, respectively. The increases were even more evident in
samples stored at higher temperatures. The total estrogen concentration in feces stored for 3
hours at 40°C was 3424.2 (SEM 404.3) ng/g, whereas in feces stored for 192 hours at 40°C it
amounted to 8677.7 (SEM 655.2) ng/g.

When correcting for loss of moisture during storage (e.g. samples stored for 192 h at 40°C
lost about 60% of their weight) the differences among storage groups were largely reduced
though statistically significant (P<0.01). Individual differences were considerable. The effects
of number, sex and weight of kids as well as parity and weight of doe were not statistically
significant (P>0.05). By way of conclusion it may be stated that the effect of storage duration

and temperature on total unconjugated estrogen content of feces is rather insignificant, which
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may be considered favorable for the utilization of total estrogen concentration in feces as a
means of pregnancy detection as long as the concentrations are related to the dry matter

content of the feces.
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8. Anhang

8.1. PAG von nicht trichtigen Kontrolltieren

Tabelle A: PAG-Konzentration im Blutplasma von nicht trichtigen Kontrolltieren

(n=25).

Proben Konzentration (ng/ml)
1 1.226
2 0.941
3 1.485
4 1.487
5 2.278
6 1.163
7 1.918
8 1.397
9 2.165
10 1.096
11 1.062
12 1.099
13 0.755
14 0.859
15 1.973
16 1.602
17 0.969
18 2.202
19 2.208
20 0.850
21 2.344
22 1.361
23 1.278
24 1.275
25 1.419
26 1.391
27 2.331
28 1.458
29 1.214
30 1.327
31 0.852
32 1.793
33 1.141
34 1.577
35 1.061
36 1.856
37 1.441

x + SEM 1.46 (0.08)
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8.2. Gesamtostrogenbestimmung im Kot

Tabelle B: Geriite und Verbrauchsmaterial.

- Autoklav (Schiitt Géttingen)

- Bechergldser und Messzylinder aus Glas (100, 250, 1000 und 2000 ml, Brand D-97877
Wertheim)

- Braune Flaschen (500, 1000 und 2500 ml)

- Computersoftware (SLT-TECAN GmbH, D-74564 Crailsheim)

- Digital-pH-Meter, Typ 643 (WTW, D-82362 Weilheim)

- Dispensette 1-10 ml (Brand D-97877 Wertheim)

- Feinanalysenwaage 1602 MP (Fa. Sartorius, Gottingen)

- Gefrierschrank -80°C (GFL, D-3006 Burgwedel)

- 12-Kanal-Pipette 50-200 ul (Dynatech, Denkendorf)

- Magnetriihrer ,,Ika-Combimag Ret* (Janke und Keinkel Gmbh & Co. Kg, Staufen)

- Magnetriihrstédbchen (Schiitt Gottingen)

- Mikroliterpipetten 4710 fiir verschiedene Volumina 2-20, 10-100, 100, 100-1000 ul (Fa.
Eppendorf, Hamburg)

- Mikrotiterplatten (Nunc Immuno Plate Maxi Sorp F96, Nunc GmbH D-65083 Wiesbaden)

- Mikrotiterplattenphotometer ,,SUNRISE*“ mit Druker EPSON 1520 (TECAN GmbH D-
74564 Crailsheim)

- Mikrotiterplattenschiittler Heidolph DSG 304/M4 (Bibby Dunn Labortechnik GmbH, D-
55758 Asbach)

- Miniwasher 8 Kanal (FA. Dynatech, Denkendorf)

- Octadecyl Festphase Kartuschensédulen (Cyg; J.T. Baker, Vertreiber Schiitt Gottingen)

- Pasteurpipetten (Ochs GmbH, D-37120 Bovenden)

- Reagenzglasschiittler Vortex ,,Genie TM* (Fa. Binder und Hobein, Ziirich)

- R6hrchen aus Glas (15 x 100 und 13 x 133 mm, Ochs GmbH, D-37120 Bovenden)

- Sterilisator (Schiitt Gottingen)

- Szintillations-Flaschen (20 ml) aus Glas mit flachem Boden und Schraubverschluss (¢ 24
mm) mit Metalleilage (Schiitt Gottingen)

- Vakuumpumpe fiir 12 Kartuschenséulen (J.T. Baker, Vertreiber Schiitt Gottingen)

- Wasserbadschiittler (Schiitt Gottingen)

- Zentrifuge (Suprafuge 22 Heraeus SEPATECH, D-37520 Osterode)
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Tabelle C: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g) von 22 trichtigen Ziegen nach
Lagerung bei verschiedenen Dauern und Temperaturen (Mittelwerte = SEM).

Temperatur (°C)
20 4 20 40

h X ___ SEM X SEM X SEM X SEM
0 2585.8 3079 - - - - - -

3 - - 28477 3196 3001.9 3237 34242 4043
6 - - 30955 3674 3217.0 3475 3897.9  481.7
12 - - 33768 3216 3861.9 4774 47747  586.7
24 - - 42549 5008 5084.0  624.1 6771.8  649.9
48 - - 49909 513.1 5976.8  531.7 74246  564.1
96 - - 6311.8 5380 6973.5  539.8 7864.8  721.8
192 - - 69323 5996 74772 590.6 8677.7  655.2

Tabelle D: Fiir den Feuchtigkeitsverlust korrigierte Gesamtostrogenkonzentrationen im
Kot (ng/g Trockenmasse) von 22 trichtigen Ziegen nach Lagerung bei verschiedenen
Dauern und Temperaturen (Mittelwerte = SEM).

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X____SEM X SEM X SEM X SEM
0 2585.8 3079 - - - - - -

3 - - 27395 3074 27647  298.2 2893.4 3416
6 - - 29004 3442 27082  295.1 2759.2 3382
12 - - 30289 2884 2738.1 3385 23633 2849
24 - - 34302  409.1 25369 3114 27493  263.9
48 - - 33978 3435 25222 2243 2992.1 2273
96 - - 32316 2754 2921.9 2262 3161.6  290.2

192 - - 32235 2788 3132.9 247.4 3479.6 262.8
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Tabelle E: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
einlingstragenden Muttern (n=5) nach Lagerung bei verschiedenen Dauern und
Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).
Temperatur (°C)

-20 4 20 40
h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2382.0 3973 - - - - - -
3 - - 2554.0 4624 2723.2 414.5 3036.2 567.0
6 - - 3110.6 581.4 2831.6 497.4 2668.2 497.2
12 - - 3131.6 7122 2723.8 580.3 2160.6 411.3
24 - - 3425.0 567.6 2383.4 493.7 2850.0 531.5
48 - - 3529.8 682.6 25874 525.1 3071.0 539.8
96 - - 3191.8 5474 2841.2 473.4 3022.2 550.3
192 - - 3099.2 5220 2991.0 489.1 3409.2 667.1

Tabelle El: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse)
zwillingstragenden Muttern (n=11) nach Lagerung bei verschiedenen Dauern
Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

von
und

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 27234 5583 - - - - - -

3 - - 27791  509.9 2788.7  495.6 28752  571.8
6 - - 28441 553.0 2690.8  479.5 27889 5582
12 . - 30192 4056 2550.0  383.9 22442  403.8
24 - - 33684 634.0 25252 4779 27375  390.9
48 - - 32954 5035 2382.7  320.6 2920.5  296.2
96 - - 32188 4055 28543  329.9 31362 424.1

192 - - 3096.5 4349 2952.0 357.7 3301.3 324.0
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Tabelle E2: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
drillingstragenden Muttern (n=4) nach Lagerung bei verschiedenen Dauern und
Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

Temperatur (°C)
20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2883.5 584.0 - - - - - -

3 - - 31087 5189  2988.0 581.8 30302  506.8
6 - - 3095.5 7018  2773.7 603.0 29340  729.1
12 - - 3068.0 7027  3542.0 13767  2991.5  964.9
24 - - 39185 1141.1  2852.0 868.4  2886.0  663.3
48 - - 37042 9437 28682 532.5 33242 6589
96 . - 35682 7064  3397.0 5254  3752.0  709.4
192 - - 34602 7033  3525.0 632.4  4017.0  755.8

Tabelle E3: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
vierlingstragenden Muttern (n=2) nach Lagerung bei verschiedenen Dauern und
Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

Temperatur (°C)
20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 1743.0 199.0 - - - - - .

3 - - 19105 2575 1879.0 57.0 1960.0 22.0
6 - - 18655 195 1923.0  160.0 1849.0 133.0
12 . - 23020 418.0 1774.0  326.0 1766.5 72.5
24 - - 25725 275 1990.0  291.0 1819.0  237.0
48 - - 27660 122.0 2298.5 2285 2239.5 43.5
96 - - 24620  89.0 2376.0  168.0 2229.5 188.5

192 - - 3271.5 3745 3336.0 850.0 3361.0 718.0
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Tabelle E4: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von drillings-
und vierlinstragenden Muttern (n=6) nach Lagerung bei verschiedenen Dauern und
Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2503.3 443.7 - - - - - -

3 - - 27093 4194 26183  436.2 2673.5  392.0
6 - - 26855 514.1 24902 4234 25723 5159
12 - - 28127 485.0 29527  950.8 25832  662.9
24 - - 3469.8 7755 2564.7  583.4 25303  479.9
48 - - 33915 6295 26783 3624 2962.7 4755
96 - - 31995 504.5 3056.7  398.3 32445  553.8
192 - - 33973 4569 3462.0  458.0 37983  531.1

Tabelle F: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
einlingstragenden Muttern (n=2) mit einem minnlichen Fetus nach Lagerung bei
verschiedenen Dauern und Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2406.0 844.0 - - - - - -

3 - - 2626.5 969.5 3040.0 609.0 3265.0 622.0
6 - - 3183.0 702.0 2958.5 657.5 2793.5 579.5
12 - - 2958.0 791.0 2705.5 584.5 2209.5 516.5
24 - - 3529.0 578.0 2346.5 721.5 3646.0 735.0
48 - - 3716.0 1251.0 2951.0 1071.0 3742.0 776.0
96 - - 3430.0 875.0 3251.0 851.0 3349.0 881.0

192 - - 3410.5 735.5 3393.5 863.5 3664.0 1183.0




Anhang 129

Tabelle F1: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
einlingstragenden Muttern (n=3) mit einem weiblichen Fetus nach Lagerung bei
verschiedenen Dauern und Temperaturen (Mittelwerte £+ SEM).

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2366.0 537.0 - - - - - -

3 - - 2505.7 629.7 2512.0 627.1 2883.7 955.7
6 - - 3062.3 979.5 2747.0 819.5 2584.6 838.6
12 - - 3247.3 1210.5 2736.0 1004.3 2128.0 688.1
24 - - 3355.7 978.0 2408.0 799.0 2319.3 640.1
48 - - 3405.7 1006.2 2345.0 680.7 2623.7 721.5
96 - - 3033.0 844.0 2568.0 642.2 2804.3 831.6
192 - - 2891.7 821.1 2722.7 677.5 3239.3 990.3

Tabelle F2: Gesamtostrogenkonzentrationen im Kot (ng/g Trockenmasse) von
mehrlingstragenden Muttern (n=17) mit minnlichen und weiblichen Feten nach
Lagerung bei verschiedenen Dauern und Temperaturen (Mittelwerte £ SEM).

Temperatur (°C)
-20 4 20 40

h X SEM X SEM X SEM X SEM
0 2642.2 3823 - - - - - -

3 - - 2794.1  379.5 2776.9 371.9 2851.3 417.2
6 - - 2838.6 418.8 2671.9 359.6 2785.9 4194
12 - - 2998.7 322.1 2742.3 412.1 2422.9 352.7
24 - - 3431.7 510.5 2582.0 382.4 2719.7 311.8
48 - - 3358.9 407.1 2503.1 255.2 2968.9 257.3
96 - - 3243.3  326.8 2945.6 265.1 3202.6 346.8

192 - - 3260.1 334.2 3174.7 293.1 3500.3 290.6
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