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Einleitung

1 Einleitung

Die Sonographie im Rahmen der Ovardiagnostik stellt in der Veterinarmedizin ein
etabliertes Verfahren zur Erfassung physiologischer und pathologischer Vorgange
dar. Sie dient der Zyklusdiagnose, zur Pubertatskontrolle oder Besamungs-
terminierung ebenso wie der Detektion zystischer Veranderungen, der Diagnose von
Gelbkorpererkrankungen oder tumordsen Veranderungen.

Von den Haussaugetieren Pferd und Rind ist bekannt, dass durch sonographische
Kontrolle die Entwicklung dominanter Follikel verfolgt werden kann, um von deren
morphologischen Veranderungen auf den Ovulationszeitpunkt zu schlieRen. Beim
Schwein wurden diese moglichen Zusammenhange bisher nicht systematisch
untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es daher Formveranderungen an praovulatorischen Follikel der
Sau sonographisch zu erfassen und zu prifen, ob es auch bei dieser Tierart moglich
ist, die Endphase der Follikelentwicklung bis zum Ovulationszeitraum morphologisch
zu verfolgen. In der Ferkelproduktion kdnnte so eine genauere Beschreibung der

Vorgange am Ovar, insbesondere der Ovulationen, erfolgen.
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2. Literaturubersicht

2.1 Ovo- und Follikulogenese beim Schwein

2.1.1 Prapubertare Phase

2111 Mitosen

Erste Primordialkeimzellen sind beim porcinen Embryo bereits am 18. Tag nach der
Befruchtung in der Nahe der Germinalleiste histologisch nachweisbar, wahrend sich
die Gonaden am 24. bis 26. Tag darstellen lassen (BLACK und ERICKSON, 1968).
Die Mitosen der Keimzellen finden vom 13. Tag post inseminationem bis zum 7. Tag
post natum statt, wobei eine Zunahme von 5000 Keimzellen an Tag 20 bis zu
1.100.000 diploiden Oogonien am 50. Tag nach der Befruchtung zu verzeichnen ist.
Eine nachfolgende Atresie legt die Zahl angelegter Keimzellen auf etwa 500.000
Zellen bei Geburt (BLACK und ERICKSON, 1968) und nachfolgend auf circa 420.000
bei Pubertatsbeginn fest (GOSDEN und TELFER, 1987).

21.1.2 Wachstum

Das Wachstum von Oocyten und Follikeln Iasst sich in zwei Phasen einteilen, wobei
die erste Phase durch das positiv linear korrelierende Wachstum von Follikel und
Oocyte gekennzeichnet ist, wahrend in der zweiten Phase die OocytengrofRe
konstant bleibt und der Follikel weiter an Durchmesser zunimmt.

Das Wachstum der Oocyte ist von entscheidender Bedeutung, weil sie erst ab einer
bestimmten Grolie die Fahigkeit zur Beendigung der ersten Meiose erreicht (MOOR
und WAMES, 1978). Der Eizelldurchmesser nimmt im Laufe ihrer Entwicklung dabei
von 30 ym auf bis zu 120 ym an GrofRe zu, wobei der Follikel insgesamt prapubertar
einen Durchmesser von 1,8 mm besitzt (MOTLIK und FULKA, 1986).

Oocyten in Follikeln mit weniger als 0,7 mm oder mehr als 3 mm Durchmesser sind
unfahig, die erste meiotische Teilung zu beenden (MOTLIK et al., 1984).

HERLANDS und SCHULTZ (1984) erkannten, dass die Wachstumsrate der Oocyten
direkt mit der Zahl der sie umgebenden Granulosazellen verbunden ist, weil diese die
stoffwechselaktive Oberflache vergroflern. Auf diese Weise verbessert sich die
Fahigkeit zur Aufnahme niedermolekularer Stoffe Uber gap junctions und die
parakrine Beeinflussung durch die Granulosazellen wird gefordert. Isolierte Oocyten
zeigen kein Wachstum (COCCONIET et al., 1996).

Die Kommunikation zwischen Oocyten und Granulosazellen ist dabei bidirektional.

So sezernieren Schweineoocyten temporar einen “Cumulus-expansion-enabling-
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factor” (SINGH et al., 1993; NAGYOVA et al., 1997), sowie einen |6slichen Faktor zur
Regulation der Steroidproduktion durch die Cumuluszellen (COSKUN et al., 1995),
zur Suppression der Luteinisierung und zur Forderung der Proliferation der
Granulosazellen (BRANKIN et al., 1999). Die somatischen Zellen sind verantwortlich
fur die Zellkern- und Cytoplasmareifung der Oocyte (BUCCIONE et al., 1990).

Als exogene, obligatorische Faktoren fur das Wachstum der Oocyte wurden von
PACKER et al. (1994) und TANIKAWA et al. (1998), c-kit und c-kit-ligand
hervorgehoben.

SOYAL et al. (2000) erkannten, dass fur die Formierung der Primordialfollikel ein
Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor von gro3er Bedeutung ist. Codiert wird dieser
Faktor von Figla (Fig alpha). Er zeigt sich verantwortlich fur die Produktion von
Strukturproteinen der Zona pellucida und wird durch die Oocyten bereits frih
embryonal (Tag 13 nach der Befruchtung) exprimiert. Gleichzeitig besitzt er einen
entscheidenden Einfluss auf die Organisation der primordialen Follikel, was einen
chemotaktischen oder adhasiven Charakter impliziert.

Durch eine Mutation von Figla wird die Entwicklung der Primordialfollikel verhindert.
Kohorten von primordialen Follikeln beginnen bereits ante partum mit
morphologischen Veranderungen und heben sich 70 Tage post natum durch erste
Follikelantren hervor (MAULEON, 1978; OXENDER et al., 1979). Vorlaufer der
somatischen Zellen bedecken zunachst als dunne, einzelne Schicht die Oocyte und
bilden so den Primordialfollikel. AnschlieBend wachst die Oocyte, die
Granulosazellen werden kubisch und mehrschichtig, bis von einem Sekundarfollikel
gesprochen wird. Bis zu diesem Entwicklungsschritt kann das Wachstum ohne
Gonadotropine stattfinden, jedoch sind diese fur die optimale Entwicklung und vor
allem fir deren Fortschreiten nicht zu ersetzen (FORTUNE und EPPIG, 1979;
CORTURINDT et al., 1997). Fruhantrale Follikel sind somit obligatorisch abhangig
von Gonadotropinen und werden erst unter ihrem Einwirken zu Tertiarfollikeln.

Die Formation des Follikelantrums teilt dabei die Population der Granulosazellen in
zwei Gruppen: zum einen die Cumuluszellen, welche die Oocyte umgeben, zum
anderen die Wandzellen, mit den distalen und den periantralen Zellen.
Cumuluszellen besitzen weniger LH-Rezeptoren als die Wandzellen, die hdchste
Konzentration ist in Zellen nahe der Basallamina zu finden (AMSTERDAM et al.,
1975). Komponenten der Basallamina scheinen dabei die Gonadotropin induzierte
LHR (LH-Rezeptor)-Expression (LHcgr-Gen) zu férdern (FURMAN et al., 1986;
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EPPIG et al.,, 1997). Durch die Wirkung von FSH kommt es zu einer verstarkten
LHcgrmRNA-Transkription und damit zur gesteigerten Synthese von LH-Rezeptoren.
Diese Gonadotropin-abhangige Differenzierung ist refraktar gegen Oocyten-
gebundene Faktoren, sie besitzt also einen dominanten Einfluss auf die
Follikelentwicklung (VANDERHYDEN und MACDONALD, 1998).

Unter dem praovulatorischen Einfluss von Gonadotropinen wird eine weitere Reifung
bis zur Metaphase | vollzogen. Gleichzeitig beginnen Cumuluszellen mit der
Produktion von Hyaluronsaure, einem nicht sulfatiertem Glycosaminoglukan, welches
mit den Cumuluszellen Uber Ankerproteine verbunden wird (EPPIG, 1979;
SALUSTRI et al., 1989; CHEN et al., 1996).

Durch Hydratisierung der Hyaluronsaure wird die Bildung grof3erer Spalten zwischen
den Granulosazellen induziert, wodurch diese in eine klebrige, mukdse Matrix
eingebettet werden. Findet diese Cumulus-Expansion oder "Muzifizierung” nicht statt,
sinkt die Ovulationsrate signifikant (CHEN et al., 1993). Voraussetzung daflr, dass
die Granulosazellen auf FSH reagieren kdnnen, ist der cumulus-expansion-enabling-
factor (CEEF). Er wird von ausgewachsenen Oocyten synthetisiert.

Verantwortlich fur die frihen Stadien der Follikulogenese und nur in Oocyten
exprimiert ist der "Growth differentiation factor-9° (GDF-9) (DONG et al., 1996). GDF-
9 fordert ohne die Stimulation von FSH die Hyaluronsauresynthese durch Aktivierung
von HAS 2 (Hyaluronsynthase). Er spielt in antralen Follikeln zudem eine besondere
Rolle fur die Differenzierung der Granulosazellen. So férdert dessen Expression die
Entwicklung des Cumulusphanotyps, wahrend der Wandzellphanotyp inhibiert wird
(VANDERHYDEN et al., 1990).

In GDF-9-K.O.-Mausen retardieren die Follikel in ihrer weiteren Entwicklung und
bleiben auf der primaren Ebene arretiert (DONG et al., 1996).

Die Rekrutierung aus dem Primordialfollikelpool findet zwar statt, es entstehen aber
haufig abnorme Oocyten (CARABATSOS et al., 1998).

GDF-9 supprimiert die Kit-I-Expression in den Granulosazellen (REYNAUD et al.,
2000). Kit-Ligand stellt in diesen einen wichtigen Faktor fir das Wachstum der
Oocyten dar und wird durch die Granulosazellen der pra- und frihantralen Follikel
sezerniert. Die Oocyte wachst dadurch bis zur speziesspezifischen Groflze. Ab dieser
kritischen GroRe beginnen die Oocyten mit der verstarkten Produktion von GDF- 9,

um den Wachstumsstimulus zu bremsen.
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FSH spielt in diesem Zusammenhang eine Rolle, da es die Kit-Ligand-Expression in
praantralen Follikeln stimuliert, die Oocyten sind aber auch ohne FSH in der Lage an
Grolde zuzunehmen.

Bmp 15 (GDF- 9beta) besitzt ein ahnliches Expressionsmuster wie GDF-9 (DUBE et
al.,, 1998; JAATINEN et al., 1999; EKRIN et al., 2000; OTSUKA et al., 2000) und
besitzt vermutlich einen Kontrollloop durch eine negative Ruckkopplung auf die
Hypophyse. Niedrige Konzentrationen von Bmp 15 stimulieren die GnRH-Sekretion
und fordern so das Follikelwachstum (GALLOWAY et al., 2000).

Die Zeitspanne der Entwicklung vom Primordial- bis zum Primarfollikel betragt beim
Schwein 84 Tage, es dauert weitere 19 Tage bis dieser den praovulatorischen Status
erreichen (MORBECK et al., 1992).

2113 Meiosen

Die erste Meiose der Keimzellen findet im frihembryonalen Stadium statt. Am 35.
Tag nach der Geburt befinden sich alle Oogonien in der Prophase der ersten Meiose.
Sie bleibt, wie bei den anderen groRen Haussaugetieren, im Stadium des Diplotans
arretiert. Anschlieliend kommt es zur Atresie der angelegten Keimzellen oder dem
Verharren dieser im letzten Stadium der Prophase | bis zur ersten Ovulation (BLACK
und ERICKSON, 1968). Die Oocyten im praovulatorischen Follikel beenden die erste
Reifeteilung 36 bis 40 Stunden nach Gonadotropineinwirkung, worauf eine zweite
meiotische Arretierung folgt, welche bis zur Befruchtung andauert. Die Befruchtung

stellt die Aktivierung zur zweiten meiotischen Teilung dar.

2.1.2 Postpubertare Phase

Die ersten Ovulationen treten beim Hausschwein im Alter von funf bis acht Monaten
auf und setzen sich nun zyklisch, asaisonal polydstrisch fort. Unterbrochen werden
die Zyklen im Idealfall lediglich von Graviditat und Laktation.

Der Ostrus des Schweins dauert bis zu 50 Stunden und wird definiert als Zeitraum, in
dem die Sau das Aufspringen eines Ebers dulden wirde (SIGNORET und
BALTHAZART, 1993).

Die Dauer des Zyklus variiert zwischen 18 und 24 Tagen, in der Regel betragt er drei
Wochen (MARTINAT-BOTTE, 2000).
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Eine Jungsau bildet im ersten Zyklus etwa 12 bis 18 praovulatorische Follikel. Die
Zahl sprungreifer Follikel erhdht sich bis zum dritten Zyklus, so dass bei Altsauen 15
bis 25 Graafsche Follikel zu finden sind. Kennzeichnend fur den Zyklus der Sau ist
ein Wachstum der Follikel im Prodstrus, d. h. am 18. — 21. Zyklustag von etwa einem
Millimeter pro Tag und ein Durchmesser von acht bis zehn Millimetern zu Beginn des
Ostrus (1. Tag des Zyklus). 12 bis 24 Stunden vor den Ovulationen flachen diese ab
oder erlangen polygonale Gestalt (KAUFFOLD et al., 1997).

Der Zyklus der Sau lasst sich in zwei Phasen einteilen, wobei in der so genannten
Lutealphase, welche 13 bis 15 Tage andauert, die Corpora Ilutea mit ihrer
Progesteronproduktion vorherrschen, wahrend in der vier- bis sechstagigen
Follikelphase das Wachstum und die terminale Differenzierung der Follikel stattfindet.
Diese Phase leitet einen neuen Ostrus und die Ovulation reifer Follikel ein
(MARTINAT-BOTTE et al., 1995).

2.1.21 Lutealphase

Nach der Ovulation beginnt die Transformation des Follikels zum Gelbkorper mit der
Fahigkeit zur Steroidsynthese. Die Progesteronproduktion bereitet die
Uterusschleimhaut auf die Einnistung von Embryonen vor (MARTINAT-BOTTE et al.,
1995). Durch dieses Hormonprofil kommt es in der Lutealphase des Zyklus zur
Kernpyknose der Granulosazellen bei bis zu 50 % derjenigen Follikel, welche einen
Durchmesser zwischen 1 und 6 Millimeter besitzen. Diese morphologische
Veranderung ist bei Follikeln, die einen Durchmesser von uber 6 Millimetern
besitzen, kaum nachweisbar (ERICKSON, 1967; DALIN, 1987).

Wahrend des Ubergangs von der Luteal- zur Follikelphase ist ein typisches LH-
Sekretionsmuster mit einem terminalen praovulatorischen LH-Peak zu beobachten
(GUTHRIE und BOLT, 1983 und 1990; FLOWERS et al.,, 1991; GUTHRIE et al.,
1993 und 1997).

21.2.2 Follikelphase

Ohne die Einnistung von Embryonen beginnt die Uterusschleimhaut am 12. Tag des
Zyklus mit der Produktion von Prostaglandin F, apha, Wodurch die Luteolyse des
Gelbkorpers eingeleitet wird. Die Produktion von Progesteron versiegt dadurch.
Gleichzeitig beginnt im Hypophysenvorderlappen die Sekretion von FSH und LH

anzusteigen, welche dazu in der Lage sind, das Follikelwachstum zu regulieren. Die
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wachsenden Follikel wiederum, welche die Fahigkeit zur Ostradiolproduktion
besitzen, beeinflussen mit dessen Hilfe die Aktivitat von Hypothalamus, Hypophyse
und Uterus. So bewirken steigende Ostradiolkonzentrationen auf der einen Seite das
Ostrustypische Verhalten der Sau, sie bereiten durch Induktion des LH-Peaks,
welcher essentiell fur das finale Follikelwachstum ist (BRITT et al., 1985), auch den
Weg fur die folgende Ovulation mehrerer sprungreifer Graafscher Follikel
(MARTINAT-BOTTE et al., 1995).

Voraussetzung fur eine Selektion von dominanten Follikeln aus dem Pool der
Primarfollikel ist ein Zusammenspiel biochemischer bidirektionaler Kommunikation
zwischen Granulosazellen und Oocyte (PINCUS und ENZMANN, 1935).

2.2 Praovulatorische Vorgange

Die Population der kleinen (1 — 2 mm Durchmesser) und mittleren Follikel (3 - 5 mm
Durchmesser) verschwindet wahrend der Follikelphase eines Zyklus, wahrend die
ovulationskompetenten Follikel zu reifen beginnen (FOXCROFT und HUNTER, 1985;
GUTHRIE et al., 1995).

Diese Population wird nach den Ovulationen mit kleinen Follikeln (35 bis 40 an Tag 2
des Zyklus) wieder aufgebaut (40 mittlere Follikel an Tag 8).

Wahrend der ersten 5 Tage des Zyklus sind 95 % der Follikel nicht atretisch und
produzieren Steroidhormone, wahrend an Tag 7 bis zu 50 % bereits atresieren, die
Steroidgenese und Granulosazellproliferation einstellen (GUTHRIE et al., 1995;
GARRETT und GUTHRIE, 1997).

Nur wenige Follikel beginnen zu dominanten Follikeln zu reifen, wahrend ihr
Wachstum eine Verlangsamung erfahrt. HIRSHFIELD (1991) erkannte, dass ein
fortschreitendes Wachstum ihre Reifung gefahrden kdnnte, da eine zu starke Wand
den Gas- und Nahrstoffaustausch erschwert und demzufolge zum Zelltod flhren
wurde. Die Entwicklung von groflen Follikeln (> 6 mm Durchmesser) und die
Verminderung der Zahl mittlerer und kleiner Follikel wahrend der Follikelphase sind
mit einem Abfall der zirkulierenden FSH-Konzentration vergesellschaftet (GUTHRIE
und BOLT, 1983 und 1990; KNOX et al., 2003).

Das erste endokrine Anzeichen der Follikelreifung stellt die steigende Konzentration

von Ostradiol 17 beta in den Ovarvenen dar. Gleichzeitig sinkt die Konzentration des
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zirkulierenden Progesterons, wahrend keine signifikanten Veranderungen des
Plasma-LH-Sekretionsmusters nachweisbar sind (FLOWERS et al., 1991).
Progesteron unterdrickt das Follikelwachstum und verhindert so die Entwicklung
grolRer Follikel (GUTHRIE et al., 1995), es unterbindet die Steroidgenese,
einschlieBlich jener von Ostradiol 17 beta wahrend der Lutealphase (GUTHRIE und
COOPER, 1996). So ist es auch in vitro in der Lage, an kultivierten Granulosazellen
den stimulierenden Effekt von Gonadotropinen auf die Ostrogenproduktion der
Follikel zu antagonisieren (CHAN und TAN, 1986).

Ohne diesen supprimierenden Progesteroneinfluss kommt es zu einer verstarkten
Ostrogenproduktion in den Follikeln mit einem negativen feedback auf die Sekretion
von LH und FSH aus der Hypophyse, verstarkt durch die Wirkung von aus dem
Follikel stammenden Inhibin (GUTHRIE et al., 1995). Hohe
Progesteronkonzentrationen, die sich wahrend der ersten sieben Tage des Zyklus
generieren, persistieren bis zum 12. bzw. 14. Tag des Zyklus. Die sinkenden
Progesteronkonzentrationen kennzeichnen anschlielend den Beginn der Luteolyse
(GUTHRIE und BOLT, 1983 und 1990; KNOX et al., 2003).

Entscheidend fir die Selektion der Follikel in einen ovulationsreifen Pool ist ihre
wechselnde Abhangigkeit von FSH zu LH. Hierbei fuhren zwei physiologische
Vorgange zunachst zu einer Reduktion der Verfugbarkeit von FSH fur die
praovulatorischen Follikel. Zum einen verringert sich die Verfugbarkeit von FSH an
Tag 1 bis 5 der Follikelphase durch ein negatives Ostrogenfeedback und die
steigende Inhibinwirkung. Parallel dazu nimmt die FSH-Rezeptor-mRNA-Expression
in den Granulosazellen kleiner und mittlerer Follikel stetig ab (LIU et al., 1998 und
2000).

Der Ubergang zur LH-Abhangigkeit wird durch eine steigende Expression von LH
Rezeptor-mRNA in Granulosa- und Thecazellen vermittelt, welche an Tag 1 bis 3,
bzw. Tag 5 in den grof3en Follikeln zu verzeichnen ist.

Die veranderte Expression korreliert dabei positiv mit der Funktion der FSH- und LH-
Rezeptoren wahrend der praovulatorischen Reifung: die verminderte FSH-Antwort
wird durch eine wachsende LH-Sensitivitdt durch mehr Bindungsstellen und
gesteigerte cAMP-Synthese bedingt (AINSWORTH et al., 1990).

Die Entwicklung von Follikeln zwischen 1,1 und 2 mm Durchmesser ist FSH
abhangig, jene der Follikel mit einer Grole ab 2 mm Durchmesser von LH bestimmt
(DRIANCOURT et al., 1995).
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Das Wachstum der Follikel in der Follikelphase verlangsamt sich in gesunden
Follikeln, wenn sie beginnen Ostrogen oberhalb einer Konzentration von 100 ng/ml
zu sezernieren und beginnt ab einer GroRe von Uber 5 mm wieder anzusteigen
(FRICKE et al.,, 1996; GARRETT und GUTHRIE, 1997). Ausgewahlte Follikel
erreichen so die praovulatorische Grolle, jedoch weniger durch Zellproliferation als
vielmehr durch die Flussigkeitszunahme im Follikelantrum. Nach dem LH-Peak findet
keine Grollenzunahme mehr statt (FRICKE et al., 1996).

Die praovulatorischen Follikel generieren Signale als Reaktion auf die Einwirkung
von LH, die zur Beendigung ihrer Reifung notwendig sind. Diese Reifung findet dabei
nach dem Wegfall inhibitierender Faktoren, wie dem OMI (oocyten maturation
inhibitor) statt. AnschlieRend kommt es zur Aktivierung von Zyklinen, Phosphatasen
und Kinasen, welche fur die Kernreifung von entscheidender Bedeutung sind.

Als elementare Komponente gilt das Zyklin B-p34cdc2, synonym wird auch die
Abkurzung MPF (maturation promoting factor) verwendet (DEKEL, 1995). Hierbei
handelt es sich um eine Serin-Threonin-Protein-Kinase, welche in die Regulation des
Zellzyklus eingeschaltet ist. Die MPF-Aktivitat lasst sich indirekt durch die Messung
der Histon H1-Kinaseaktivitat bestimmen. Nach der Aktivierung von MPF erfolgen ein
Zerfall der Kernmembran, die chromosomale Kondensation und die Formation der
Spindel (CHRISTMANN et al., 1994). Die Konzentration von MPF ist dabei in kleinen
Oocyten der praantralen Follikel limitierend flr deren Bestehen (CHRISTMANN et
al., 1994), wahrend in wachsenden Oocyten die MPF-Aktivitat eine groRere Rolle
spielt, als die absolute Konzentration der Kinase (KIRAO et al., 1995).

Nach der Befruchtung sinkt die Aktivitat von B-p34cdc2 und kennzeichnet so den
Abschluss der zweiten Reifeteilung (KIKUCHI et al., 1995).

Vor- oder gleichgeschaltet mit MPF und ebenfalls von entscheidender Bedeutung flr
die ordnungsgemalie Reifung der Oocyten sind mitogen aktivierte Proteinkinasen
(MAPK), welche Proteine des Zytoskeletts und der Kernmembran phosphorilieren
und ohne die eine meiotische Zellteilung nicht moglich ware (WEHREND und
MEINECKE, 1998). Beim Schwein scheinen von diesen Proteinkinasen besonders
die Isoformen ERK 1 und 2 mit unterschiedlichem Molekulargewicht fur die
Oocytenreifung eine Rolle zu spielen (INOU et al., 1995). Ihre Aktivierung erfordert
eine aktive Proteinsynthese (MEINECKE et al., 1997).
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Die MAPK-AKktivitat steigt stetig bis zur Metaphase Il und bleibt auf einem hohen
Level, wahrend die MPF-Aktivitat einen voribergehenden Abfall in der Ana- und
Telophase der zweiten Reifeteilung zeigt (HUNTER, 2000).

Die Follikelpopulation beim Schwein ist morphologisch und biochemisch eine
heterogene Gruppe. Auch Follikel gleicher Grofle kdnnen unterschiedliche
Steroidkonzentrationen und Granulosazellzahlen oder LH-Rezeptoren aufweisen. Die
Asynchronitat ergibt sich aus der differierenden Zeit der Rekrutierung aus dem
Follikelpool (FOXCROFT und HUNTER, 1985).

14 bis 20 wachsende Follikel entwickeln sich als Kohorte pro Zyklus bis zur
Ovulation.

Die praovulatorische Entwicklung der Follikel ist entscheidend fur jene des Embryos
und dessen Vitalitat (POPE et al., 1990; POPE, 1992).

Der periovulatorische Reifegrad der Oocyten korreliert positiv mit der Entwicklung der
Zygoten. Spat ovulierende Oocyten entwickeln sich zu den kleinsten und
empfindlichsten Embryonen, die Gefahr einer Resorption steigt. Die Follikulogenese
beeinflusst so die Embryogenese durch Beeinflussung der Oocytenqualitat (POPE,
1992).

2.3 Ovulation

2.3.1 Morphologie der Rupturstelle

Am Scheitelpunkt eines Follikels befindet sich eine umschriebene Rupturstelle, das
so genannte Stigma. Hier lassen sich histologisch funf Zellschichten unterscheiden.
Ein einschichtiges Oberflachenepithel aus kubischen Zellen bildet die erste und
aulRere Zelllage, welche sich durch groRe polymorphe Kerne und elektronendichte
Granula auszeichnet. lhr folgt die zweite Schicht, die funica albuginea aus
Fibroblasten und durch sie produziertem Kollagen, welche eine zahe Hulle um das
gesamte Ovar bildet und dessen Integritat wahrt. Diese Tunica besteht aus funf bis
sieben Zelllagen.

Die dritte Schicht bildet die theca externa, eine follikeleigene Kapsel aus kollagenem
Bindegewebe mit eingebetteten Fibroblasten, welche sich ebenfalls in flinf bis sieben
Etagen lagern. An der Spitze des reifenden Follikels sind theca externa und tunica
albuginea aufgrund ihres analogen Aufbaus histologisch nicht zu unterscheiden.

Die theca interna als vierte Lage stellt sich zweischichtig dar. Das Cytoplasma der

hier angesiedelten steroidsynthetisierenden Zellen weist eine hohe Anzahl an
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Mitochondrien und Lipidtrépfchen innerhalb des glatten endoplasmatischen
Retikulums auf, was auf ihre hohe metabolische Aktivitat hindeutet. Diese Schicht
erhalt den groften Anteil des kapillaren ovariellen Zuflusses.

Eine Basallamina grenzt die theca interna von der Granulosazellschicht aus funf bis
sieben Zelllagen ab. Sie bildet auch den cumulus oophorus um die reifende Oocyte.
Die Kapillaren der theca interna erreichen die avaskulare Granulosaschicht nicht.
Deren Zellen kommunizieren metabolisch und elektrisch stattdessen uber ein reiches
Netz an gap junctions, welche ebenfalls zur Oocyte hin ausgebildet sind (ESPEY und
LIPNER, 1994).

Als erste Veranderung der nahenden Ovulation erklarte PARR (1974) den Verlust
von Erythrocyten und Blutserum aus follikularen GefalRen in das umliegende Gewebe
durch deren erhohte Permeabilitat. Die Zellen werden in diesem durch die
Extravasation von Blutbestandteilen auseinandergedrangt und bleiben lediglich durch
starke Zellverbindungen in Kontakt.

Deutliches histologisches Zeichen fur die beginnende Ovulation sind somit elongierte
und dissoziierte Fibroblasten. Die tunica albuginea und theca externa am
Scheitelpunkt des Follikels werden lockerer, weniger zah und bindegewebsahnlich
durch eine voranschreitende Degradation von Gewebe, welche auch auf die erste
Schicht des Follikels, das Oberflachenepithel Uberspringt. Dessen Zellen zeigen sich
im weiteren Verlauf als vakuolisiert und nekrotisch, wahrend die Zellen der theca
interna unverandert bleiben. Lediglich einige der sie versorgenden Kapillaren flllen
sich mit koagulierendem Blut, wodurch z. T. Petechien auf der Oberflache der
praovulatorischen Follikel sichtbar werden, auferdem sind in dem sie
durchstromenden Blut mehr Leukozyten nachweisbar. Durch die Exsudation von
Serumfaktoren in die extrazelluldare Matrix wird die Aktivierung von Fibroblasten
beginstigt. Die Granulosazellen akkumulieren verstarkt Fetttropfchen im
Cytoplasma. Dies ist ein Zeichen fiur eine effiziente Progesteronsynthese (ESPEY,
1967; ESPEY und LIPNER, 1994). Die erhohte Permeabilitéat der Kapillaren beginnt
wenige Stunden nach LH-Einwirkung (BASSETT, 1943; BURR und DAVIES, 1951;
DAMBER et al., 1987) und fiihrt zu einem Odem (OKUDA et al., 1980; CARSON et
al., 1986; ABISOGUN et al., 1988; GERDES et al., 1992), welches sowohl fur die
Schwellung des Follikels vor der Ovulation (ESPEY et al.,, 1994) als auch fur die
Formation des Corpus luteum essentiell ist und wird durch den vascular endothelia

growth/ permeability factor (VEG/ PF) ausgeldst, welcher gleichzeitig als potentes
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Mitogen auf Endothelzellen wirkt (CONOLLY, 1992; FERRARA et al., 1992).
Unterstutzt wird dieses dimere Protein in seiner Permeabilitatserhohung durch
Histamin und Leukotriene, wirkt jedoch bis zu 50000fach (SENGER et al., 1993)
starker als diese Faktoren. Die Anschwellung des Follikels, welche fur die Ruptur
essentiell ist, hilft zudem bei der Ausspulung des Cumulus-Oocyten-Komplexes
(Parr, 1975; ESPEY et al, 1994). VEG/PF stimuliert gleichzeitig die
Plasminogenaktivator (PA)- und die Kollagenase-Synthese (PEPPER et al., 1991;
UNEMORI et al., 1992); seine eigene Synthese lasst sich durch Hypoxie (KOOS et
al., 1991; KOOS, 1993) und indirekt mittels Gonadotropineinwirkung regulieren. LH
fuhrt dabei zu einer gesteigerten Synthese von Progesteron. Progesteron stimuliert in
Folge dessen die VEG/PF-Synthese (GOFF et al., 1979; ESPEY et al., 1994),
desweiteren fuhren Gonadotropine zu einer Hypoxie im follikularen Gewebe
(NILSSON, 1974; GOSDEN und BYATT-SMITH, 1986).

Die praovulatorisch zu beobachtende Hyperamie (TANAKA et al., 1989) wird nicht
durch einen gesteigerten Blutfluss, sondern durch eine Kongestion und Stase in
dilatierten GefalRen verursacht (BASSETT, 1943; BURR und DAVIES, 1951;
DAMBER, 1987).

Der erhohte VEG/PF-Spiegel bleibt auch nach der Ovulation erhéht, da dieser Faktor
unabdingbar fur die anschlieende Neovaskularisation des Corpus Iluteum ist
(KOOS, 1995).

Als Kennzeichen fur die bevorstehende Ruptur des Follikels ist vor allem die
ballonierende Formation des Stigmas zu nennen. Die Fibroblasten sind dissoziiert,
die oberflachlichen Epithelzellen 16sen sich, die Zellschichten der theca interna und
des stratum granulosum zerbrechen und retrahieren (ESPEY und LIPNER, 1994).
Ubrig bleibt degradiertes Kollagengewebe, welches lediglich noch 20 % der
ursprunglichen Wanddicke ausmacht (ESPEY, 1967).

Ursache fur die anschlieRende Ruptur ist der intrafollikulare Druck von 15 - 20 mm
Hg, welcher durch den kapillaren hydrostatischen Druck der theca interna aufrecht
erhalten wird. Da die Kapillaren der theca interna an den systemische Kreislauf
angeschlossen sind, kann sich der hydrostatische Druck analog zu jenem im
Korperkreislauf verandern (ESPEY und LIPNER, 1963).

14



Literaturibersicht

2.3.2 Mechanische und enzymatische Steuerung

Durch die Ovulation wird die Eizelle als Oozyten-Cumulus-Komplex, d. h. in
Begleitung von Zellen der corona radiata, Granulosazellen und der zona pellucida
freigesetzt, flotiert dann frei in der Bauchhohle und wird durch Sogwirkung in die
Tubendffnung des Eileiters transportiert. An der Ovulation sind eine Reihe
mechanischer und enzymatischer Vorgange beteiligt.

Die ovulationsauslosende Bedeutung einer Erhohung des intrafollikularen Druckes
(IFP) durch Kontraktion perifollikularer glatter Muskelzellen (GUTTMACHER und
GUTTMACHER, 1921; KRAUS, 1947; LIPNER und MAXWELL, 1960; ROUGET,
1958; THOMSON, 1919) oder durch einen gesteigerten Flussigkeitseinstrom in den
Follikel (BURR und DAVIS, 1951; ROUGET, 1858; SMITH und KETTINGHAM, 1938;
THOMSEN, 1919; WALTON und HAMMOND, 1928; ZACHARIAE und JENSEN,
1958) konnte durch BLANDAU und RUMERY (1963) widerlegt werden. lhre
Messungen des antralen hydrostatischen Druckes in Rattenfollikeln ergaben im
Verlauf der pra- und periovulatorischen Entwicklung keine Veranderungen. Bestatigt
wurde dies im gleichen Jahr durch ESPEY und LIPNER (1963) anhand von in vivo
Untersuchungen an Kaninchen, sowie durch RONDELL (1964). Statt eines
Druckanstieges verzeichneten diese Autoren sogar einen geringfligigen Druckabfall
und schlussfolgerten daraus, dass nicht eine Erhohung des IFP, sondern die

Degradation der Follikelwand zur Ovulation fihren muss.

Durch eine osmotische oder sekretorische VolumenvergroRerung des Follikels
kommt es zur Ruptur durch Dehnung an einem beschriebenen instabilen
Wandbereichs des Follikels. Hier wird ein Bruchpunkt ohne messbare Erhéhung des
IFP Uberschritten, da die Wandspannung steigt. Untermauert wird diese Vorstellung
von der Beobachtung eines finalen Anschwellens des praovulatorischen Follikels,
ohne dass dieses apparente Wachstum durch eine quantitative Zunahme an Zellen
gekennzeichnet ist. Vielmehr nimmt die Wanddicke durch VolumenvergroRerung der
antralen Flussigkeit ab (WALTON und HAMMOND, 1928; ESPEY, 1967). ESPEY
(1967) untersuchte, wie sich follikulares Gewebe im sauren pH-Milieu (pH 3), sowie
unter Einwirkung von Hitze (58 Grad Celsius) verhalt und fand heraus, dass es wie
Sehnengewebe reagiert und unter den genannten Versuchsbedingungen seine
Spannung erhdht. Daraus schloss er, dass follikulares Kollagen entscheidend an der

Wandspannung eines Follikels beteiligt sein muss.
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AulRerdem ist zu erwadhnen, dass eine artifizielle Ovulation durch intrafollikulare
Injektion von kollagenolytischen Enzymen moglich ist (ESPEY und LIPNER, 1965).
Den histologischen Beweis trat ESPEY (1967) an, indem er nachwies, dass die
Integritat des Kollagennetzes im Rahmen der Ovulation abnimmt: es kommt zu einer
Dissoziation von Kollagenfibrillen, der Reduktion ihrer Anzahl und so zur
Verminderung des tragenden Materials an der Rupturstelle des Follikels.

ESPEY und RONDELL (1968) verwendeten porcines Ovargewebe, um es auf
kollagenolytische Eigenschaften zu untersuchen. Ein synthetisches Substrat, auf
welches Kollagenasen spezifisch reagieren, wurde eingesetzt, um die Kollagenolyse
zu quantifizieren. Mehrere Autoren postulieren, dass die Ovulation einem
entzindlichen Prozess ahnelt. Die zahe Schicht der tunica albuginea und theca
externa wird dadurch so geschwacht, dass der Follikel bei maRigem intrafollikularen
Druck reif’en kann. Zentrale Stellung nehmen dabei thecale Fibroblasten ein, welche
nach Gonadotropineinwirkung aktiviert werden und beginnen zu proliferieren
(ASDELL, 1962).

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Ovulation durch nicht-steroidale
entzindungshemmende Stoffe, z. B. Indomethacin gehemmt werden kann, wahrend
steroidale Entzindungshemmer hierzu nicht in der Lage sind. Dies ist damit zu
erklaren, dass Steroide vornehmlich auf chronische Entzindungsgeschehen
einwirken kdnnen und es sich bei der Ovulation um einen akuten Prozess handelt.
Die durch Cornelius Celsus vor mehr als 2000 Jahren beschriebenen
Kardinalzeichen der Entzindung finden sich z. T. auch am Follikel pra ovulationem.
Biochemische Prozesse fuhren hier zu einer Vasodilatation, Hyperamie, Exsudation,
Odematisierung, Kollagenolyse, Zellproliferation und einem Remodelling des
Gewebes. Fur die beschriebene Vasodilatation zeigen sich ovarielles Histamin,
Plattchen aktivierender Faktor und Bradykinin verantwortlich. Wahrend Bradykinin bis
zur Ovulation ansteigt, sinken die Spiegel von Histamin und PAF, was durch einen
Abbau dieser Faktoren durch Zellen um die ovariellen Blutgefale erklart werden
kann (ESPEY, 1992; ESPEY und LIPNER, 1994).

Jede Entzundung ist abhangig von der Aktivierung der Arachidonsaurekaskade
durch Phospholipase A2 (PLA2), welche wiederum die Wirkung der
Prostaglandinsynthetase und der Lipoxygenase ermdglicht. Endprodukte der
Prostaglandinsynthetase und essentiell fur die Ovulation sind Prostaglandin E, und F

2 alpha, Welche im Verhaltnis 2 : 1 produziert werden.
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Das hohere Level der PGEj-Konzentration erklarten AINSWORTH et al. (1984)
damit, dass PGE eine PGF-Vorstufe ist und das Substrat fur dessen Produktion
darstellt. Limitierend fur die Synthese ist dabei das Enzym 9-Ketoprostaglandin-
Reduktase, sowie die Verfugbarkeit von reduzierenden Pyridinnukleotiden.
Aulerdem entstehen Leukotriene, Lipoxide und Hydroxyeicosatetraensaure (5
HETE), wobei letztere die Ovulationsrate vermutlich deutlicher zu steigern vermogen
als Prostaglandine. Der Eicosanoidanstieg bewirkt eine Proteolyse des thecalen
Bindegewebes. Hier ist insbesondere glandulares Kallikrein zu nennen, eine
Serinprotease, welche Kininogene hydrolytisch in Kinine spaltet, so zum Beispiel
auch die Prokollagenase in eine aktive Kollagenase. Desweiteren sind der
gewebespezifische Plasminogen-Aktivator, welcher die Plasminaktivitat erhoht, damit
zur Fibrinolyse fuhrt und ebenfalls fur die Aktivierung der Pro-Kollagenase
verantwortlich ist und die interstitielle Kollagenase, eine Metalloprotease, die zum
Zerfall von kollagenem Bindegewebe flihrt, hervorzuheben (ESPEY, 1992; ESPEY
und LIPNER, 1994).

2.3.3 Endokrine und parakrine Steuerung

Die Ovulation unterliegt einer Steuerung durch endokrine und parakrine Faktoren,
wobei der Hypothalamus sowie der Hypophysenvorderlappen die wichtigsten
Kontrollorgane darstellen.

Zu den parakrinen Steuerelementen gehoéren die Prostaglandine. AINSWORTH
(1975) validierte diese Beobachtungen durch eine Indomethacin induzierte
Suppression der Ovulation beim Schwein. Wahrend bei den Kontrollsauen zehn bis
zwoOIf Stunden vor der Ovulation sechs bis acht Millimeter gro3e Follikel mit
hyperamischen Wanden und einer wolkigen Follikelflissigkeit nachgewiesen werden
konnten, wiesen die Follikel Indomethacin-behandelter Schweine (600 — 650
mg/Tier), weiche transparente Aulenwande, eine klare Follikelflussigkeit und ein
zunehmendes GroRenwachstum bis zu 18 Millimeter Durchmesser auf. |hre Antren
zeigten sich im Verlauf der Untersuchungen mit Blutkoagula gefullt, der Cumulus
stellte sich zunachst als kompakte Zellmasse dar und degenerierte anschlie3end,
wahrend er bei den Kontrolltieren expandiert war. Er schlussfolgerte daraus, dass
Indomethacin in der Lage ist, den praovulatorischen Prostaglandinanstieg in der

Follikelflussigkeit zu hemmen und das nicht nur transient, sondern wahrend der
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gesamten Phase der follikularen Entwicklung, da die ovarielle Prostaglandinsynthese
dauerhaft unterdruckt blieb.

Mittels eines Radioimmunoassays wiesen AINSWORTH et al. (1984) nach, dass
sowohl die Granulosazellen als auch die Zellen der theca interna reifender Follikel fur
die Prostaglandinproduktion verantwortlich sind. Es ist dabei eine deutliche Erhohung
der Hormonspiegel wahrend der Follikelreifung zu erkennen, wobei Prostaglandin E;
dominiert. Wahrend die Zellen der theca interna vorwiegend fur die
Prostaglandinproduktion beim Schwein verantwortlich sind, die Produktion der
Granulosazellen erst nach LH-Einwirkung zunimmt (EVANS et al., 1983), erwiesen
sich beim Kaninchen die Granulosazellen als Haupttrager der Prostaglandinsynthese
(ERICKSON et al., 1977; TRIEBWASSER et al., 1978).

Exogen zugeflhrte Arachidonsaure konnte die thecale PG-Produktion nicht wie
erwartet beeinflussen. Ursache dafur ist, dass Arachidonsdure erst in die
Phospholipidmembran der Zellen inkorporiert und anschlieend intrazellular durch
Phospholipase A2 freigesetzt werden muss (FLOWER und BLACKWELL, 1976;
POLGER et al., 1980). Dieses Enzym ist also limitierend fur den exogenen
Stimulationseffekt, seine Aktivitat wird durch die Differenzierungsstufe des Gewebes
und / oder durch Gonadotropineinwirkung moduliert. So konnte eine maximale
Stimulation durch simultane Einwirkung von LH und Arachidonsaure in vitro erreicht
werden (KOOS und CLARKE, 1982).

Die Produktionsraten der PG sind aulerdem abhangig von Endoperoxidasen
(SAMUELSSON et al.,, 1987) und Cyclooxygenasen (LYSZ und NEEDLEMAN,
1982).

Zu Beginn der Ovulationen zeigt sich eine gegenuber dem Progesteronspiegel
erhdhte Konzentration an Ostradiol, diese Situation konvertiert jedoch mit
Fortschreiten der Ovulation. Durch die Progesteronsynthesehemmung mittels 3beta
Hydrosysteroiddehydrogenase-Inhibitoren (Epostane, Aminoglutethimide) lasst sich
die Ovulation verhindern. Die Luteinisierung des Follikelgewebes beginnt also bereits
praovulatorisch und ist obligatorisch fur die Ovulation, die Ruptur hingegen ist nicht
notwendig fur die Luteinisierung, welche durch die Transformation der theca interna
und Granulosazellen in steroidsyntheseaktives Gewebe eingeleitet wird. Die initialen
Prozesse der Ovulation beginnen somit in diesen Zellschichten (ESPEY und
LIPNER, 1994).
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Relaxin

Relaxin wird aus dem Corpus luteum wahrend der Graviditat freigesetzt, ist jedoch
auch in Follikeln gravider und ingravider Sauen, sowie bei Tieren mit multiplen
Ovarialzysten nachweisbar (BRYANT-GREENWOOD et al., 1980; MATSUMOTO
und CHAMLY, 1980). BRYANT-GREENWOOD (1980) erkannte, dass der Follikel
selbst zur Relaxinproduktion befahigt ist. Der Hauptanteil des freigesetzten
Peptidhormones stammt dabei aus den theca interna, weniger aus den
Granulosazellen: Die Gesamtkonzentration von Relaxin steigt, je naher der
Ovulationszeitpunkt rickt. Es fuhrt zur Dissolution der Follikelwand und erleichtert die
Freisetzung des Cumulus-Oocyten-Komplexes. Aulderdem ist es dazu in der Lage,
die Plasminaktivator-Sekretion zu erhohen (TOO et al., 1982).

2.3.4 Dauer

Die Ovulationen finden bei der Sau etwa 40 Stunden nach Beginn des Ostrus statt.
Dies wurde mittels Sonografie (SOEDE und KEMP, 1997), Endoskopie (SIGNORET
et al.,, 1972, BRUSSOW et al.,, 1990) und Progesteronmessungen (MARTINAT-
BOTTE et al., 1995) mehrfach dokumentiert. Es bestehen jedoch Unterschiede
zwischen Jungsauen, primi- und multiparen Tieren, wobei Jungsauen ein haufig
verkurztes Intervall von durchschnittlich nur 37 Stunden zeigen, Primipare eines von
44 und Multipare ein Intervall von 48 Stunden (WEITZE et al., 1990 und 1994;
MARTINAT-BOTTE et al., 1995; SOEDE et al., 1995).

Die Ovulationen der praovulatorischen Follikel erfolgen beim Schwein spontan, aber
nicht simultan. So kann das Intervall zwischen dem ersten und dem letzten
ovulierenden Follikel zwischen 30 Minuten und sieben Stunden betragen. Findet
keine Ovulationsinduktion statt, so betragt die Dauer der Ovulationen im Mittel zwei
bis finf Stunden (DU MESNIL DU BUISSON et al., 1970; SOEDE et al., 1998).

Um den Zeitraum der Ovulationen zu bestimmen bieten sich Untersuchungsintervalle
von sechs Stunden an. Der Beginn der Untersuchung richtet sich nach dem ersten
Auftreten von 8strustypischem Verhalten (MARTINAT-BOTTE, 2000).

2.4  Einsatz der Sonographie zur Ovardiagnostik beim Schwein
Die Sonographie im Rahmen der Ovardiagnostik hat sich bei vielen Spezies bewahrt
und stellt ein etabliertes Verfahren dar. Auch beim Schwein gewinnt diese Art der

Diagnostik eine zunehmende Bedeutung, seitdem sie von INABA et al. (1983) zur
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Trachtigkeitsuntersuchung der Sau herangezogen wurde. BOTERO et al. (1985)
nutzten die B-Mode-Sonografie erstmals als diagnostisches Hilfsmittel zum Auffinden
ovarieller Zysten. In den folgenden vier Jahren gewann die Untersuchung
physiologischer, ovarieller Vorgange, insbesondere der Ovulation, an Bedeutung
(WEITZE et al., 1989).

Die Methode der Wahl ist beim Schwein die transkutane, also transabdominale
Untersuchung. Hierbei wird der Schallkopf zunachst an der rechten seitlichen
Bauchwand, in Hohe des letzten Zitzenpaares angesetzt und so das kaudale
Abdomen der Untersuchung zuganglich gemacht. Als Orientierungspunkt gilt die
Harnblase, da die Ovarien sich cranial von dieser, etwa 3 — 8 cm vom Schallkopf
entfernt befinden (KAUFFOLD et al., 1997).

Eine weitere Mdglichkeit des Zugangs bietet die transrektale Untersuchung, die von
einigen Autoren bevorzugt wird (HOLLIS, 2003). In den frihen 90er Jahren wurden
Vergleiche zwischen beiden Verfahren gezogen, wobei sich die Vor- und Nachteile
der jeweiligen Methode heraus kristallisierten. So stellt bei der transkutanen
Sonografie die Interferenz mit gas- und ingestagefullten Darmschlingen in Hinblick
auf das Erstellen klarer Aufnahmen und das Auffinden der Ovarien, einschlief3lich
ihrer Funktionsgebilde ebenso eine Schwierigkeit dar, wie die notwendige Erfahrung
mit der Sonografie, um diagnostisch auswertbare Bilder zu erstellen (SOEDE et al.,
1994). Wichtig ist zudem der Ernahrungszustand der Sauen, da bei adipésen Tiere
eine transkutane Untersuchung haufig Schwierigkeiten bereitet (MARTINAT-BOTTE,
2000). Das Risiko von Verletzungen der untersuchten Sau (KING et al., 2001;
KAUFFOLD et al., 2004), sowie die Notwendigkeit der Entfernung der Faeces aus
dem Enddarm vor jeder transrektalen Untersuchung stellen Nachteile dieser
Methode dar (MILLER et al., 2003), wahrend keine negativen Auswirkungen auf die
Fruchtbarkeit oder die embryonale Entwicklung der Frichte festgestellt werden
konnten (SOEDE et al., 1993). Hinzu kommen individuelle Vorlieben und die
Reaktion der Tiere auf das jeweilige Verfahren.

Unter Umstanden kann die Futterung wahrend der Untersuchung hilfreich sein. Eine
Reinigung der Ankopplungszone ist zu empfehlen (MARTINAT-BOTTE, 2000).

Als technisches Equipment sind transportable Ultraschallgerate hilfreich, da sie ein
gewisses Mal® an Flexibilitat im Sauenstall ermdglichen. Die eingesetzten Gerate
besitzen dabei ein Gewicht von 4 - 4,5 kg. Wichtig ist auRerdem die Mdoglichkeit,

Teile des Gerates, insbesondere die Sonden, mit Plastikschlauchen zu schitzen, da

20



Literaturibersicht

die Ubertragung von potentiell pathogenen Bakterien und Viren ein nicht zu
unterschatzendes gesundheitliches Risiko fur den Schweinebestand darstellt
(KAUFFOLD et al., 2005).

Als Schallkdpfe fur die Exploration des Reproduktionstraktes eignen sich
Sektorscanner mit einer Frequenz von 5 MHz (KAUFFOLD et al., 1997 und 2005),
wahrend insbesondere fur die Trachtigkeits- und Ovardiagnostik auch 3,5 und 7 MHz
Scanner, aufgrund ihrer abweichenden Eindringtiefe und Auflosung, nutzlich sein
konnen (INABA et al., 1983; KNOX und ALTHOUSE, 1999). Unterschiede zwischen
Sektor- und Linearkdpfen ergeben sich aus dem Verlust von Information in den
Randbereichen des Bildes. Wahrend bei Linearscannern rechtwinklig ausgesandte
Impulse im gleichen Winkel, das bedeutet auch ohne Ortsverschiebung,
zuruckgesandt werden, ergibt sich bei dem Sektorschallkopf ein Informationsverlust
in den Randzonen durch eine breitere Streuung der ausgesandten Schallwellen.
Hinzu kommt eine Ortsverschiebung auf dem dargestellten Bild durch einen weiteren
Untersuchungswinkel. Vorteilhaft hingegen ist die Weite des Bildes fur die
Darstellung von Organen, die sich nicht im rechten Winkel zum Schallkopf befinden,
was ihre haufigere Nutzung bei der Sau erklart (MARTINAT-BOTTE, 2000).

Zu betonen ist, dass mit steigender Anzahl praovulatorischer Follikel am Ovar die
Genauigkeit einer Zahlung abnimmt, da nicht alle Follikel dargestellt werden kdonnen.
So nimmt diese bei mehr als 7 Follikeln pro Ovar signifikant ab. Uberpriift wurde dies
durch den Vergleich der sonographischen Ovardiagnostik mit der anschlieRenden
laparoskopischen Zahlung der Follikel (BOLARIN et al., 2009).
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3. Material und Methoden

Fir die Bearbeitung der Fragestellung wurden Videobander von Herrn Prof. Dr.
Kauffold zur Verfiugung gestellt, auf welchen die sonographischen Aufnahmen

dokumentiert waren.

3.1 Tiere

Bei den untersuchten Sauen handelte es sich um zehn Zuchttiere eines
mitteldeutschen Schweinezuchtbetriebes. Sie wurden mit einem kommerziell
erhaltlichen Futtermittel fir abgesetzte Sauen gefittert. 4 Sauen warfen zum dritten,

6 Sauen zum vierten Mal.

3.2  Sonographie
Die sonographische Untersuchung der oben genannten Tiere erfolgte mittels des
Honda Electronics Diagnostic Scanners HS- 2000 Vet mit einem 5- 10 MHz
Schallkopfe (HLV- 457M). Dabei fanden die Untersuchungen jeweils im Abstand von
ca. 6 Stunden durch Herrn Prof. Dr. Johannes Kauffold statt. Die erste Untersuchung
erfolgte 72 Stunden vor den zu erwartenden Ovulationen. Die sonogaphischen
Untersuchungen erfolgen transkutan am stehenden Tier in der Flankengegend wie
bei KAUFFOLD et al. (2004) beschrieben.
Zur statistischen Bearbeitung der Daten wurde die Form der praovulatorischen
Follikel in drei Klassen eingeteilt:

- Kategorie 1: runde Follikel, maximaler Durchmesser 10 mm (Abbildung 1)

- Kategorie 2: ovale Follikel, maximaler Durchmesser 8 mm (Abbildung 2)

- Kategorie 3: polygonale Follikel, maximaler Durchmesser 9 mm (Abbildung 3)
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ELECTRONIC;  HS-2000
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V: 70 D:75 R: B0 SCHK.1 1r:1

Abbildung 1: Sonographische Darstellung runder Follikel bei der Sau (Kategorie 1)

Pfeil: Follikel der Formkategorie 1
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ONDA ELECTRONICS  HS-2000
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Abbildung 2: Sonographische Darstellung ovaler Follikel bei der Sau (Kategorie 2)
Pfeil: Follikel der Formkategorie 2
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04 ELECTRONICS
P00 1/08/25 ]
19:21

Abbildung 3: Sonographische Darstellung polygonaler Follikel bei der Sau
(Kategorie 3)
Pfeil: Follikel der Kategorie 3

3.3 Datenaufzeichnung und —verarbeitung

Zur Datenaufzeichnung wurden dreizehn S-VHS Videokassetten mit je 240 Minuten
Spielzeit genutzt. Um die sonographischen Aufnahmen mithilfe eines
Computerprogramms auswerten zu kdnnen, bedurfte es zunachst der Umwandlung
in digitales Datenmaterial. Dies erfolgte durch das Hochschulrechenzentrum der
Universitat GielRen, welche das Material formatierte und auf digitalen video discs
speicherte. Aus den aufgenommenen Sequenzen wurden anschliellend unter
Verwendung der Software "Asus Splendid” Bilderserien erstellt, die zur Auswertung
genutzt werden konnten. Die Datenauswertung fand mit dem Programm ImagedJ.Ink
statt.
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3.4 Untersuchungskriterien

Als Untersuchungskriterien galten die Follikelform sowie der Follikeldurchmesser
jeweils in Relation zum Zeitraum der Ovulation.

Die Ovulationen definierten sich dabei als Ereignis, zu dem die zuvor erkennbaren
anechogenen, vom ubrigen Ovar gut abgesetzten runden bis polygonalen Bereiche
nicht mehr darstellbar waren. Um die Stunden vor den Ovulationen berechnen zu
konnen, wurde als Zeitpunkt die Mitte des jeweiligen Zeitraumes zwischen zwei
Untersuchungen gewahlt, in welchem die Ovulationen aufgrund der oben

beschriebenen Ergebnisse stattgefunden haben mussten.

3.5 Fragestellung

Zentrale Frage bei der Auswertung der sonographischen Aufnahmen war, ob durch
Erfassung der praovulatorischen Follikelformanderung und Follikeldurchmesser eine
Aussage Uber den Zeitraum der bevorstehenden Ovulationen mdglich ist. Dazu
wurden folgende Untersuchungszeitraume eingeteilt:

- 30-24  Stunden vor den Ovulationen

- 24-18  Stunden vor den Ovulationen

- 18 -12 Stunden vor den Ovulationen

- 12-6 Stunden vor den Ovulationen

- 6-0 Stunden vor den Ovulationen

3.6 Statistischen Verfahren

Nach Bearbeitung der Bilderserien wurden die erhobenen Daten mit Hilfe von Herrn
Dr. Klaus Failing und Herrn Andreas Schaubmar des Instituts fur Biomathematik und
Datenverarbeitung in GielRen statistisch ausgewertet und anschlieBend in das

Programm Excel 2009 ubertragen.

3.6.1 Statistische Verfahren auf Follikelebene

Die Haufigkeit der Follikelform im jeweiligen Zeitraum wurde unter Zuhilfenahme des
Programms BMDP, unter Angabe der relativen Haufigkeit, ausgezahlt. Anschliel3end
diente der Chi-Quadrat-Test zur Beschreibung der Signifikanz der gemachten
Beobachtungen. Als Grenze zur statistischen Signifikanz wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 gewahlt. Der Vergleich der Mittelwerte der

Follikeldurchmesser mit den Formen der untersuchten Follikel unter Beachtung der
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jeweiligen Zeitintervalle geschah mittels einer zweifaktoriellen ANOVA und dem
anschliellenden paarweisen Vergleich nach Tukey.

Da die Zeitintervalle 1 - 5 willkurlich gewahlt sind, fand diese Auswertung zusatzlich
ohne Rucksicht auf die Zeit, d. h. einfaktoriell statt. Eine Regressionsanalyse der
Follikeldurchmesser in Abhangigkeit zur Zeit erfolgte zur Beschreibung der
Entwicklung der Follikeldurchmesser mit Voranschreiten der praovulatorischen
Follikelreifung. Der Einfluss der Zeit auf die Anteile der Follikelform wurde durch den

likelyhood ratio test ermittelt.

3.6.2 Statistische Verfahren auf Sauenebene

Bei den oben genannten Tests wurde die Auswertung jeweils ohne Rucksicht auf
den Einfluss des einzelnen Tieres auf den Follikeldurchmesser und dessen Form
durchgefuhrt. Daher erfolgte eine weitere Datenbeschreibung unter Berucksichtigung
des Einzeltieres, von dem die Beobachtung stammte. Der Anteil der jeweiligen Form
pro Zeitraum und pro Termin wurde als relative Haufigkeit errechnet. Zudem wurde
der mittlere Follikeldurchmesser der Tiere pro Intervall ermittelt.

Zur Ermittlung der Abhangigkeit der Anteile der Follikelformen und des mittleren
Follikeldurchmessers von der Zeit vor den Ovulationen wurden alle Beobachtungen,
d. h. auch die wiederholten Messungen bei einer Sau in einem Zeitraum
berlcksichtigt. Dies war durch Anwendung der generalized mixed model analysis
(GLMM) mdglich.
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4  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse auf Follikelebene
411 Haufigkeit der Follikelform im jeweiligen Zeitraum
4.1.1.1 Follikelpopulation 30 - 24 Stunden vor den Ovulationen

Im Untersuchungszeitraum 30 bis 24 Stunden vor den Ovulationen wurden zehn
Sauen untersucht und dabei insgesamt 94 Follikel sonographisch erfasst. Es

dominieren zu diesem Zeitpunkt Follikel der Kategorie 3 (Tabelle 1, Abbildung 4).

Tabelle 1: Ergebnis der sonographischen Erfassung der Follikelpopulation (n = 94) in

der untersuchten Sauengruppe (n = 10) 30 — 24 Stunden vor den Ovulationen

Anzahl Anzanhl Anzahl Follikel | Anzahl Follikel | Anzahl Follikel
untersuchter untersuchter der Kategorie | der Kategorie | der Kategorie
Sauen Follikel 1 2 3
10 94 25 (26,6 %) 25 (26,6 %) 44 (46,8 %)

_ 50

©

2

o 40 -
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Q 30 -

o

=<

S 20 -

(1

S 10 -

N

=

< 9

1 2 3

Formkategorie
Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 4: Prozentuale Verteilung der Follikelformen 30 — 24 Stunden vor den
Ovulationen (n = 94 Follikel) bei 10 Sauen
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411.2

In dieser Untersuchungsphase wurden 95 Follikel untersucht. Im Vergleich zum

Follikelpopulation 24 - 18 Stunden vor den Ovulationen

ersten Untersuchungszeitraum ist die Anzahl der Follikel aus Kategorie 1 reduziert

(Tabelle 2, Abbildung 5).

Tabelle 2: Sonographische Morphologie von Tertiarfollikeln (n = 95) bei 10 Sauen

24 - 18 Stunden vor den Ovulationen

Anzahl Anzanhl Anzahl Follikel | Anzahl Follikel | Anzahl Follikel
untersuchter | untersuchter | der Kategorie | der Kategorie | der Kategorie
Sauen Follikel 1 2 3
10 95 13 (13,7 %) 33 (34,7 %) 49 (51,6 %)
® 60
2
@ 50 -
N
2
o 40 -
g
= 30 -
2
— 20 -
e
N
: 10 | .
<
0

1

2

Formkategorie

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 5: Prozentuale Verteilung der Follikelformen 24 — 18 Stunden vor den

Ovulationen (n = 95 Follikel) bei 10 Sauen
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41.1.3
Bis zu 12 Stunden vor den Ovulationen treten Follikel der Kategorie 3 weiter in den
Vordergrund (Tabelle 3, Abbildung 6).

Follikelpopulation 18 - 12 Stunden vor den Ovulationen

Tabelle 3: Sonographische Morphologie von Tertiarfollikeln (n = 103) bei 10 Sauen

18 - 12 Stunden vor den Ovulationen

Anzahl Anzahl Anzahl Follikel | Anzahl Follikel Anzahl
untersuchter | untersuchter | der Kategorie | der Kategorie Follikel der
Sauen Follikel 1 2 Kategorie 3
10 103 11 (10,7 %) 28 (27,2 %) 64 (62,1%)
® 70 -
2
g 60
o
5 50 -
g 40
2 30 -
< 20 -
£
A
0

1

2

Formkategorie

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 6: Prozentuale Verteilung der Follikelformen 18 — 12 Stunden vor den
Ovulationen (n = 103 Follikel) bei 10 Sauen
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Follikelpopulation 12 - 6 Stunden vor den Ovulationen

Follikel der Kategorie 1 sind 12 bis 6 Stunden vor den Ovulationen nur noch in

geringer Anzahl vorhanden. Der grof3te Anteil der Follikel findet sich in der Kategorie

2 oder 3 (Tabelle 4, Abbildung 7).

Tabelle 4: Sonographische Morphologie von Tertiarfollikeln (n = 42) bei 10 Sauen

12 - 6 Stunden vor den Ovulationen

Anzanhl Anzanhl Anzahl Follikel | Anzahl Follikel | Anzahl Follikel
untersuchter untersuchter der Kategorie | der Kategorie | der Kategorie
Sauen Follikel 1 2 3
10 42 2 (4,8 %) 16 (38,1 %) 24 (57,1 %)
® 60 -
2
g 50 -
2
2 40
g
= 30 -
2
= 20 -
N
c 10
<
0 ]
1 2 3

Formkategorie

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 7: Prozentuale Verteilung der Follikelformen 12 — 6 Stunden vor den
Ovulationen (n = 42 Follikel) bei 10 Sauen
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4.1.1.5 Follikelpopulation 6 - 0 Stunden vor den Ovulationen

Kurz vor den Ovulationen sind keine runden Follikel (Kategorie 1) mehr
sonographisch darstellbar. Es zeigen sich die in Tabelle 5 aufgefuhrten Verteilungen

(Tabelle 5, Abbildung 8).

Tabelle 5: Sonographische Morphologie von Tertiarfollikeln (n = 47) bei 10 Sauen 6 -
0 Stunden vor den Ovulationen

Anzahl
untersuchter

Sauen

Anzahl
untersuchter
Follikel

Anzahl Follikel
der Kategorie
1

Anzanhl Follikel
der Kategorie
2

Anzanhl Follikel
der Kategorie
3

10

47

0 (0 %)

13 (27,7 %)

34 (72,3 %)

80 ~
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

Anzahl Follikel prozentual

1 2 3
Formkategorie

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der Follikelformen 6 - 0 Stunden vor den
Ovulationen (n = 47 Follikel) bei 10 Sauen

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Anzahl der Follikel aus Kategorie 1 bis zu

den Ovulationen abnimmt, wahrend im Verlauf der Follikelendreifung mehr Follikel
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aus Kategorie 3 auftreten (Tabelle 6, Abbildung 12). Diese Veranderungen sind
statistisch hoch signifikant (p < 0,0004).

Tabelle 6: Sonographische Morphologie von Tertiarfollikeln (n = 381) bei 10 Sauen

wahrend der letzten 30 Stunden (h) vor den Ovulationen

Follikelanzahl prozentual

Zeitpunkt der
Untersuchung Anzahl Follikel der Follikel der Follikel der
in Bezug zum | untersuchter Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
Ovulations- Follikel % % %
zeitraum
30-24h 94 26,6 26,6 46,8
24 -18h 95 13,7 34,7 51,6
18-12h 103 10,7 27,2 62,1
12-6h 42 4,8 38,1 57,1
6-0h 47 0 27,7 72,3
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20
10 -
0 _
30-24 h 24-18 h 18-12h 12-6 h 6-0h
Zeit vor Ovulation in Stunden
B Anzahl Follikel der Kategorie 1 m Anzahl Follikel der Kategorie 2

m Anzahl Follikel der Kategorie 3

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 9: Prozentuale Verteilung der Follikelformen wahrend der letzten 30

Stunden vor den Ovulationen (n = 381 Follikel) bei 10 Sauen
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4.1.2 Vergleich der Mittelwerte der Follikeldurchmesser mit den Formen der

untersuchten Follikel

41.21

In diesem Zeitraum treten die in Tabelle 7 aufgefiihrten mittleren Follikeldurchmesser

Follikelpopulation 30 - 24 Stunden vor den Ovulationen

auf. Es besteht ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen Follikelform und
Follikeldurchmesser in der Formkategorie 1 und 2 (p < 0,0001).

Tabelle 7: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser 30 - 24 Stunden vor

den Ovulationen bei 10 Sauen

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser | Durchmesser und | Durchmesser und
und Standard- Standard- Standard-
Anzahl Anzahl _ _ .
. abweichung abweichung abweichung
Sauen Follikel
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
mm mm mm
10 94 7,3+0,8 8,4+0,8 79+0,8
4.1.2.2 Follikelpopulation 24 - 18 Stunden vor den Ovulationen

Die mittleren Follikeldurchmesser (Tabelle 8) in diesem Zeitraum zeigen ein
Weiterhin
Zusammenhang zwischen Form und Durchmesser in Formkategorie 1 und 2
(p < 0,0006).

steigendes  Follikelwachstum. besteht ein  hoch

signifikanter
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Tabelle 8: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser 24 - 18 Stunden vor
den Ovulationen bei 10 Sauen

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser und | Durchmesser und | Durchmesser und
Standard- Standard- Standard-
Anzanhl Anzahl . _ .
abweichung abweichung abweichung
Sauen Follikel
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
mm mm mm
10 95 7,5+£0,7 85+1,0 8,1+0,6
41.2.3 Follikelpopulation 18 - 12 Stunden vor den Ovulationen

Der Zusammenhang zwischen Form und Durchmesser ist wahrend der letzten 18 -

12 Stunden vor den Ovulationen in der Formkategorie 3 statistisch signifikant (p <

0,005).

Tabelle 9: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser 18 - 12 Stunden
vor den Ovulationen bei 10 Sauen

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser | Durchmesser | Durchmesser
und Standard- | und Standard- | und Standard-
Anzahl Anzahl . . _
. abweichung abweichung abweichung
Sauen Follikel
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
mm mm mm
10 103 7,3+0,7 8,3+0,8 8,2+0,9
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41.2.4

Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang (p < 0,1) zwischen dem

Follikelpopulation 12 - 6 Stunden vor den Ovulationen

Follikeldurchmesser und der Follikelform (Tabelle 10).

Tabelle 10: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser 12 - 6 Stunden vor

den Ovulationen bei 10 Sauen

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser | Durchmesser | Durchmesser
und Standard- | und Standard- | und Standard-
Anzahl Anzahl . . _
. abweichung abweichung abweichung
Sauen Follikel
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
mm mm mm
10 42 7,0+ 0,9 8,5+ 0,9 8,2+ 1
4.1.2.5 Follikelpopulation 6 - 0 Stunden vor den Ovulationen

Wahrend des Zeitraumes kurz vor den Ovulationen tritt keine signifikante Beziehung

zwischen Follikelform und Durchmesser auf (p < 0,858) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser 6 - 0 Stunden vor

den Ovulationen bei 10 Sauen.

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser und | Durchmesser und | Durchmesser und
Standard- Standard- Standard-
Anzahl Anzahl
abweichung abweichung abweichung
Sauen Follikel
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
mm mm mm
10 47 - 8,2+0,9 8,31
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Durch eine einfaktorielle Varianzanalyse lasst sich die Signifikanz des
Zusammenhangs zwischen Follikelform und Follikeldurchmesser Uber alle
Zeitintervalle gemeinsam darstellen. Es ergeben sich die in Tabelle 12 aufgefuhrten
mittleren Follikeldurchmesser mit einem hoch signifikanten Zusammenhang (p <
0,0001) zur Follikelform in allen drei Formkategorien. Der Zusammenhang ist am
deutlichsten in der Kategorie 1. Abbildung 10 verdeutlicht die Veranderungen der
Follikeldurchmesser, getrennt fur die drei Formkategorien, im Verlauf des gesamten

Untersuchungszeitraumes.

Tabelle 12: Sonographisch ermittelte mittlere Follikeldurchmesser wahrend des

gesamten Untersuchungszeitraumes bei 10 Sauen; h = Stunden

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Durchmesser | Durchmesser | Durchmesser
und Standard- | und Standard- | und Standard-

abweichung abweichung abweichung
Follikel der Follikel der Follikel der
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3

Zeitraum der Anzahl
Untersuchung in untersuchter
Bezug zum Follikel

Ovulationszeitraum

mm mm mm
30-24h 94 7,3+0,8 8,4+0,8 7908
24 -18 h oI5 7,5+0,7 8,5+1,0 8,1+0,6
18-12h 103 7,3+0,7 8,3+0,8 8,2+0,9
12-6h 42 7,0+£0,9 8,5+0,9 8,2+ 1
6-0h 47 - 8,2+0,9 8,31
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30-24 h 24-18 h 18-12 h 12-6 h 6-0 h
Zeit vor Ovulation in Stunden

Mittlerer Follikeldurchmesser
in mm
-.\l
~l (@)
1 1

—+—Formkategorie 1 Formkategorie2  —#&—Formkategorie 3

Kategorie 1: rund 2: oval 3: polygonal

Abbildung 10: Mittlere Durchmesser von Tertiarfollikeln (n = 381) bei 10 Sauen
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes differenziert nach ihrer Form, h =
Stunden

4.1.3 Follikeldurchmesser in Abhangigkeit von der Zeit vor den Ovulationen
Mittels einer Regressionsanalyse der Follikeldurchmesser Uber die Zeit, unabhangig
von der Intervalleinteilung lasst sich das Follikelwachstum im Bezug zum

Ovulationszeitraum beschreiben.

4.1.3.1 Entwicklung des Follikeldurchmessers der Formkategorie 1

Die Analyse in der Formkategorie 1 ergibt eine Verteilung mit einer sehr geringen
Steigung der Regressionsgeraden zum Ovulationszeitraum hin (m = 0,000555), d. h.
uber die Zeit vor den Ovulationen ist der Durchmesser der Follikel aus Formkategorie
1 nahezu gleich. Die Verteilung der einzelnen Messwerte ergibt jedoch eine starke

Streuung, wie aus Abbildung 11 ersichtlich wird.
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Abbildung 11: Darstellung des Durchmessers der sonographisch untersuchten

Follikel der Formkategorie 1 im gesamten Untersuchungszeitraum bei 10 Sauen mit
Regressionsgerade (y=-0,0006x + 7,3556)

4.1.3.2
Follikel der Formkategorie 2 zeigen mit nahender Ovulation einen sich verringernden
Durchmesser (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung des Durchmessers der sonographisch untersuchten

Follikel der Formkategorie 2 im gesamten Untersuchungszeitraum bei 10 Sauen mit

Regressionsgerade (y=0,0115x + 8,2002)
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4.1.3.3 Die Entwicklung des Follikeldurchmessers der Formkategorie 3
Der Durchmesser von Follikeln aus der Formkategorie 3 nimmt mit nahender

Ovulation zu. Dargestellt ist diese Veranderung in Abbildung 13.
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Abbildung 13: Darstellung des Durchmessers der sonographisch untersuchten
Follikel der Formkategorie 3 im gesamten Untersuchungszeitraum bei 10 Sauen mit
Regressionsgerade (y=-0,0143x +8,3697)

In Kategorie 1 und 2 sind die Veranderungen nicht statistisch signifikant, wahrend

diese in Kategorie 3 sich als knapp nicht signifikant erweisen (p < 0,0520).

4.2 Ergebnisse auf Sauenebene

Unter Berucksichtigung des Einflusses der Sau erfolgte die Ermittlung der
Abhangigkeit der Anteile der Follikelformen und des mittleren Follikeldurchmessers
von der Zeit vor den Ovulationen. Es lasst sich ein signifikanter Zeiteffekt der
Anderung der Anteile der Follikelform in Kategorie 1 und 3 erkennen (p < 0,004)
wahrend sich der Anteil der Follikelform 2 zum Ovulationszeitraum hin nicht
entscheidend verandert. So nimmt der Anteil der Kategorie 1 pro Stunde um 0,8 %
ab. Der Anteil von Follikeln der Formkategorie 3 wachst um 1,32 % pro Stunde an.
Der Follikeldurchmesser nimmt mit Voranschreiten der Follikelreifung pro Stunde um

0,02 mm zu. Diese Veranderung ist statistisch hoch signifikant (p < 0,0092).
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5. Diskussion
5.1  Diskussion der Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob es bei der Sau moglich ist, die Endphase der
Follikelentwicklung bis zum Ovulationszeitraum sonographisch zu verfolgen. Als
Hypothese dieser Untersuchung dient die Annahme, dass sich die Follikelform
wahrend der finalen Follikelreifung verandert. Bisher wurden diese Beobachtungen
vor allem bei den gro3en Haussaugetieren Rind und Pferd gemacht (SIROI und
FORTUNE, 1988; GINTHER, 1979; PALMER und DRIANCOURT, 1980).

Durch eine sonographische Untersuchung der praovulatorischen Follikelreifung
konnte im Rahmen der Ferkelproduktion eine genauere Beobachtung der Vorgange
am Ovar erfolgen. Die Voraussage des Ovulationszeitraumes konnte den Einsatz
von Hormonpréparaten zur Zyklusinduktion und Ostrussynchronisation verringern.
Aulerdem lielen sich pathologische Befunde wahrend der Follikelendreifung

erheben, was eine gezielte Therapie von Fruchtbarkeitsstorungen erlaubt.

5.2  Diskussion der Methode

Die Untersuchung der Follikelentwicklung fand im Abstand von sechs Stunden statt.
Durch die Untersuchung in der Flanke ist die Untersuchung unabhangig von der
HandgroRe und es bestehen im Gegensatz zur rektalen Untersuchung hygienische
Vorteile. AuRerdem ist meist eine Fixation der Sau nicht erforderlich, wodurch die
Untersuchung durch eine Einzelperson moglich wird, wenn die Tiere an das Stehen
im Untersuchungsstand gewohnt werden (KAUFFOLD et al., 1995). Auch das Leeren
der Rektalampulle entfallt. Eine S&uberung der Borsten, was wiederum Zeit
beanspruchen wiirde, ist in den meisten Féllen nicht notwendig (MARTINAT-BOTTE,
2000). In Hinblick auf die Schichtdicke der zu durchdringenden Gewebe hat sich als
vorteilhaft herausgestellt, einen 5 MHz-Schallkopf zu verwenden (KAUFFOLD et al.,
1995, 2007).

Schwierigkeiten bei der Untersuchung kénnen gasgefullte Darmschlingen und stark
verschmutzte Borsten darstellen, welche das Ergebnis der Sonographie
beeintrachtigen. AuRerdem ist es zum Teil nicht mdglich, alle Follikel auf dem
jeweiligen Ovar und vor allem stets die gleichen Follikel beim untersuchten Tier
eindeutig zuzuordnen, um Veranderungen zu beobachten. Vielmehr sollte das Ovar
einschlieBlich der Follikel als Gesamtes gesehen und auch die Veranderungen der

gesamten Follikelpopulation beschrieben werden. Um die Follikeldurchmesser und
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die Formen der untersuchten Follikel miteinander vergleichen zu kénnen fand ein
paarweiser Vergleich nach Tukey statt. Die Regressionsanalyse wurde zur
Beschreibung der Entwicklung der Follikeldurchmesser mit Voranschreiten der
praovulatorischen Follikelreifung gewahlt, da auf diese Weise Veranderungen auch
bei Messwerten mit starker Streuung verbildlicht werden konnten.

Durch die Anwendung der generalized mixed model analysis (GLMM) war es
moglich, alle Messwerte einer Sau, d. h. auch mehrere Beobachtungen zu einem
Untersuchungszeitpunkt in die Analyse mit einzubeziehen. Hierbei konnten also zwei
zufallige Faktoren, namlich das Tier und der allgemeine Zufallsfaktor, wie etwas
Messfehler, sowie der fixe Faktor des Zeitpunktes berlcksichtigt werden. Da der
Einfluss des Tieres in die Berechnung mit einflieBt und alle Messungen

berucksichtigt wurden, ist diese Berechnung statistisch sehr genau.

5.3  Diskussion der Literatur

Bei den Spezies Rind und Pferd konnte gezeigt werden, dass durch die Beobachtung
der Follikelform der Ovulations- und damit der Besamungszeitpunkt terminiert
werden kann. So tritt beim Pferd eine Polygonalitat der reifen Follikel etwa 12
Stunden, beim Rind 18 bis 24 Stunden vor der Ovulation auf (SIROl und FORTUNE,
1988; GINTHER, 1979; PALMER und DRIANCOURT, 1980).

Nach Einfuhrung der Sonographie zur Trachtigkeits- und Ovardiagnostik beim
Schwein (INABA et al., 1983; BOTERO et al., 1985; WEITZE et al., 1989) konnte in
den folgenden Jahren gezeigt werden, dass die Follikel auch beim Schwein 12- 24
Stunden vor den Ovulationen abflachen oder polygonale Gestalt erlangen
(KAUFFOLD et al.,, 1997). Diese Behauptung wurde jedoch bisher nicht durch
sytematische Wiederholungsuntersuchungen Dbelegt. Hierbei wurden die
Untersuchungen wie bei dem vorliegenden Datenmaterial transkutan durchgefuhrt.
Mehr der Zahlung als der Formbeschreibung dienten Ilaparoskopische
Untersuchungen der Ovarien (BOLARIN et al., 2009; SIGNORET et al.,, 1972,
BRUSSOW et al, 1990) nach vorausgegangener Sonographie, da die

Formveranderungen mit bloRem Auge nicht ausreichend zu erkennen sind.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die vor dieser Arbeit zur
Verfugung  stehenden Informationen  zur  sonographisch  darstellbaren

Follikelendreifung bei der Sau unzureichend waren.

5.4  Diskussion der Ergebnisse

Follikel stellen sich durch ihre Flussigkeitsfullung im Rahmen der
Ultraschalluntersuchung als anechogene Bereiche mit stark echogener Wand dar,
wodurch Formveranderungen gut zu beurteilen sind. lhre GroRRe differiert bei der Sau
von 1 - 2 mm im Prodstrus bis zu 9 mm kurz vor der Ovulation (KAUFFOLD et al.,
1997). Die Untersuchung im sechs Stunden-Intervall ergab eine Veranderung der
Follikelform von rund nach oval und polygonal. Dabei waren polygonale Follikel zwar
zu Beginn der Untersuchung, d. h. 30 Stunden vor den Ovulationen ebenfalls bereits
vorhanden, ihr Anteil nahm mit nahender Ovulation deutlich zu. Der relative Anteil an
Follikeln der Formkategorie 1 verringerte sich im Rahmen der voranschreitenden
Ovulationsreifung. Wichtig ist daher die Beurteilung der Follikelpopulation und nicht
nur einzelner Funktionsgebilde. Hilfreich ist dabei die Betrachtung der prozentualen
Verteilung von Formunterschieden.

Die histologische Grundlage der Formveranderungen sind elongierte und dissoziierte
Fibroblasten. Die tunica albuginea und theca externa am Scheitelpunkt des Follikels
werden lockerer, weniger zah und bindegewebsahnlich durch eine voranschreitende
Degradation von Gewebe, welche auch auf die erste Schicht des Follikels, das
Oberflachenepithel Uberspringt und eine zunehmende Polygonalitdt ermdglicht
(PARR, 1974). Verstarkt wird diese Formveranderung durch ein zunehmendes Odem
des Gewebes, hervorgerufen durch die Einwirkung von LH und die damit verbundene
erhdhte Permeabilitat der Kapillaren (OKUDA et al., 1980; CARSON et al., 1986;
ABISOGUN et al., 1988; GERDES et al., 1992). Kurz vor der Ovulation besitzt die
Wand des Follikels lediglich 20 % der urspringlichen Dicke (ESPEY, 1967),
nachdem die Zellschichten der theca interna und des stratum granulosum dissoziiert
sind (ESPEY und LIPNER, 1994). Der intrafollikulare Druck von 15 - 20 mm Hg
unterstitzt die Formveranderung und ermdoglicht schlieBlich die Follikelruptur
(ESPEY und LIPNER, 1963).

In Hinblick auf den Follikeldurchmesser sei darauf hingewiesen, dass seine
Beurteilung nur bis zu 12 Stunden vor den Ovulationen einen Zusammenhang zur

Follikelform erkennen lasst. Anschlielend sind die Zusammenhange nicht mehr
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signifikant. Dass der Follikel in den letzten zwdlf Stunden vor den Ovulationen nicht
mehr deutlich an GréRe zunimmt, kann auf das ihn umgebene Odem zurtickzufiihren
sein, welches einen Gegendruck auf die Follikelwand ausubt und eine weitere
Ausdehnung verhindert. Zudem findet eine Degradation der Follikelwand statt,
wodurch die Wanddicke abnimmt. AuRerdem sollte beachtet werden, dass eine
Follikelkohorte betrachtet wird, in welcher die Follikel unterschiedliche
Wachstumsmuster aufweisen konnen. Die ausschlieBliche Betrachtung des
Follikeldurchmessers in Hinblick auf eine Voraussage des Ovulationszeitraumes ist
daher nicht ausreichend. Beim Pferd verkleinert sich der sprungreife Follikel um 2 - 3
mm bis zu 12 Stunden vor der Ovulation (KOSKINEN et al., 2010), wahrend er beim
Rind 24 - 36 Stunden vor der Ovulation seine maximale GroRe erreicht und beibehalt
(KAHN, 2004; KANITZ, 2003). Auch bei diesen Spezies reicht also die
Protokollierung der FollikelgroRe zur Voraussage des Ovulationszeitpunktes nicht

aus.

5.5  Schlussfolgerungen fur die Praxis

Die sonographische Voraussage der Ovulationen ist auch beim Schwein, wie bei den
Haussaugetieren Rind und Pferd moglich. Durch in der Regel groRere Bestande und
damit einer hoheren Anzahl an zu untersuchenden Individuen, ist die
Wirtschaftlichkeit dieser Methode am Einzeltier als Routinemalinahme jedoch
fraglich und wird vorerst in erster Linie fur wissenschaftliche Untersuchungen fur
Interesse sein. Zudem kann die Uberprifung der Effizienz des Einsatzes von

Hormonprogrammen durch die beschriebenen Parameter gut erfolgen.
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6 Zusammenfassung

Es war Ziel dieser Arbeit zu Uuberprifen, ob durch die Untersuchung der
Formveranderungen der Follikel bei der Sau der Ovulationszeitraum vorausgesagt
werden kann. Dazu wurden Videoaufnahmen der  sonographischen
Ovaruntersuchung von zehn Sauen in sechsstundigen Intervallen von 30 Stunden bis
zur den Ovulationen ausgewertet. Erfasst wurden der Follikeldurchmesser und die

Follikelform. Folgende relevanten Ergebnisse wurden erzielt:

- Der Anteil runder Follikel verringert sich im Rahmen der praovulatorischen
Reifung, wahrend der Anteil polygonaler Follikel steigt. So nimmt der Anteil
runder Follikel um 0,8 % pro Stunde ab, der Anteil polygonaler Follikel wachst
um 1,32 % pro Stunde. Ab sechs Stunden vor den Ovulationen waren keine
runden Follikel mehr nachweisbar.

- Der Follikeldurchmesser nimmt mit Voranschreiten der Follikelreifung pro Stunde
um 0,02 mm zu. Dieses Phanomen ist nur bis zu 12 Stunden vor den

Ovulationen zu beobachten. AnschlieRend wachst der Follikel nicht mehr.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass durch eine sonographisch darstellbare
Formveranderung der reifenden Follikel bei der Sau eine Aussage uber den
bevorstehenden Ovulationszeitraum getroffen werden kann.

So bestehen Parallelen zu den grolRen Haussaugetieren Rind und Pferd.
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7 Summary

The aim of this doctoral thesis was to determine whether examination of follicle cell
morphology can be used as a predictor of ovulation. Therefore, ovaries of a cohort of
sows were analyzed via ultrasound for 30h at six hour intervals until ovulation. This

analysis was performed on 10 sows and 52h video material.

The following results were found:

- Upon preovulatory maturation the proportion of round follicles decreases
(0,8% per hour) while the proportion of polygonal follicles increases (1.32%

per hour). Prior (6-0 hours) to ovulation no round follicles are observable.

- Until 12 hours prior to ovulation the follicle diameter decreases upon

maturation (0.02 mm per hour).

The presented results show, that sonographic visualization of changes in follicle
morphology of maturating follicles can be used to predict the time of ovulation. This
observation is in line with studies analysing final follicle maturation in cows and

mares.
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