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I. EINLEITUNG  

Die Reproduktion ist entscheidend für den Erfolg der Milch- und 

Fleischrinderproduktion (BISINOTTO & SANTOS, 2011). Der erhöhte 

Selektionsdruck in der Milchproduktion als auch in der Fleischproduktion 

während der letzten 50 Jahre steht hierbei im Zusammenhang mit einer globalen 

Abnahme der Fertilität bei Milch- und Fleischrindern (DISKIN et al., 2011; 

EVANS & WALSH, 2011). Die meisten Gesundheitsprobleme von 

Hochleistungsrindern entstehen im Zusammenhang mit der Geburt (ZERBE et al., 

2000) wobei die post partal entstehende Endometritis hohe wirtschaftliche 

Schäden verursacht (KÖNIG, 2003).  

Kühe mit Dystokie, Retentio secundinarum, Zwillings- oder Totgeburten und 

metabolischen Beschwerden entwickeln schneller Entzündungen an der 

Gebärmutter (LEWIS, 1997). Die physiologische Involution als der Prozess, der 

den Uterus nach der Geburt für eine weitere Trächtigkeit vorbereitet, soll 

innerhalb von 6 bis 8 Wochen abgeschlossen sein (MELENDEZ et al., 2004). Es 

scheint, als gehe sie immer mit einer bakteriellen Kontamination einher, die eine 

Antwort des lokalen Immunsystems hervorruft, die Infektion zu beseitigen 

(CHAPWANYA et al., 2009). Dabei bilden u.a. neutrophile Granulozyten (PMN) 

die erste Abwehr gegen pathogene Organismen. Dies zeigt sich in einem erhöhten 

PMN-Gehalt im Uteruslumen (BUTT et al., 1991). Vor allem die subklinische 

Endometritis wird durch einen erhöhten PMN-Gehalt mit unzureichenden 

Reproduktionsleistungen in Verbindung gebracht (BARLUND et al., 2008). Die 

genauen Gründe für eine beeinträchtigte Immunfunktion bei peripartalen Kühen 

sind unklar. Diskutiert werden in diesem Zusammenhang der peripartale 

Energieabfall, Vitamin- und Mineralmangelversorgung, eine negative 

Energiebilanz mit Mobilisation von Fett und Protein sowie die dramatischen 

peripartalenVeränderungen auf hormoneller Ebene (GALVAO et al., 2011).  

In vielen klinischen Arbeiten ist das lokale Immunsystem der Mittelpunkt. PMN 

dienen hier häufig als Grundlage für die Charakterisierung von Endometritiden, 

wodurch sie auch in der wissenschaftlichen Forschung in den Mittelpunkt gerückt 

sind. In zahlreichen Arbeiten wurde in vivo als auch in vitro das 

Entzündungsgeschehen am Uterus und der Einfluss der PMN untersucht. Dabei ist 

relativ wenig über die Faktoren uteriner Gesundheit, noch wie die 
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Widerstandskraft gegen uterine Erkrankungen gestärkt werden kann bekannt 

(LEBLANC et al., 2011).  

Um Aufschluss über die an einer Entzündung beteiligten Zellen zu geben, wurden 

im ersten Teil dieser Arbeit gesunde und erkrankte Uteri in einer umfänglichen 

histologischen Betrachtung gegenüber gestellt. Die gewonnenen Erkenntnisse 

dienen zur Differenzierung einer weiteren Gruppe, in der Kühe mit Verdacht auf 

subklinische Endometritis untersucht werden.  

Im zweiten Teil wurde anhand von Explants aus endometrialen Gewebestücken 

ein ex vivo Modell zu endometrialen Entzündungsreaktionen etabliert. Bei 

weitgehend intakter geweblicher Zusammensetzung ließen sich Schlüsselfaktoren 

entzündlicher Prozesse als Reaktion des Endometriums auf pathologische Stimuli 

auf physiologischer, molekularbiologischer und histologischer Ebene erfassen. 

 



II. Literaturübersicht     3 

II.  L ITERATURÜBERSICHT  

1. Aufbau und Funktion des bovinen Uterus 

1.1. Anatomie und Histologie des bovinen Uterus 

Die weiblichen Geschlechtsorgane lassen sich in keimbereitende (Ovarien), 

keimleitende (Eileiter) und keimbewahrende (Gebärmutter) Organe einteilen 

(SCHULER et al., 1999). Ovarien und Eileiter liegen cranial an der als Uterus 

bicornis ausgebildeten Gebärmutter (Uterus). Diese wiederum gliedert sich von 

cranial ausgehend in zwei Hörner (Cornua uteri), den Körper (Corpus uteri) und 

den Gebärmutterhals (Cervix uteri). Caudal der Cervix schließt sich die Vagina an 

(DRENNAN & MACPHERSON, 1966).  

Die beiden Uterushörner sind widderhornartig gewunden (KÖNIG, 2011). Bei 

multiparen Tieren reichen sie über das pecten ossis pubis bis in die Bauchhöhle. 

Nach der Einmündung der Eileiter, erweitern sich die Hörner ampullenförmig und 

vereinigen sich nach 25 bis 35 cm zum Corpus uteri. Dieser ist 3 cm lang und 

setzt sich caudal in die Cervix uteri fort, die altersabhängig zwischen 6 und 8 cm 

lang ist (EDWARDS, 1965).  

Die morphogenetischen Veränderungen während der Entwicklung der 

Gebärmutter sind bei allen Säugetieren gleich: 1. Organisation und Stratifikation 

des endometrialen Stromas, 2. Differenzierung und Wachstum des Myometriums 

und 3. die koordinierte Entwicklung der endometrialen Drüsen (GRAY et al., 

2001).  

Das ausgereifte Endometrium (Tunica mucosa) wird aus luminalen und 

glandulären Epithelialzellen (Epithelium culmunare), Stromazellen, Leukozyten 

(Lamina propria mucosa) und angrenzenden glatten Muskelzellen mit 

abschließenden Endothelialzellen gebildet (Tunica muscularis) (DONOFRIO et 

al., 2008). Beim Wiederkäuer ist das Oberflächenepithel hochprismatisch und 

kann stellenweise mehrreihig sein (Epithelium pseudostratificatum columunare). 

Als weitere Besonderheit sind beim Rind knopfförmige Vorwölbungen der 

Lamina propria entwickelt. Dieses spinozelluläre Bindegewebe bildet die 

Grundlage der Karunkeln (LIEBICH, 2003). Es besteht aus einer reich 

vaskularisierten Basalmembran (Fibroblasten), die von einem kubischen Epithel 

überlagert wird (MCNAUGHTON & MURRAY, 2009). Drüsen fehlen in den 
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Karunkeln (LIEBICH, 2003).  

Das Endometrium bildet den ersten Schutzwall gegen Infektionen, der sich aus 

Komponenten des unspezifischen und spezifischen Immunsystems 

zusammensetzt. Die erste Abwehr ist durch unspezifische Immunmechanismen 

gegeben, das Toll-like-Rezeptoren (TLR), antimikrobielle Proteine (AMP) und 

Akute-Phase-Proteine (APP) (DAVIES et al., 2008) sowie polymorphkernige 

neutrophile Granulozyten (PMN) und gewebsspezifische Makrophagen (KÖNIG, 

2003) beinhaltet. COBB and WATSON (1995) zeigten eine zyklusunabhängige 

Verteilung der Makrophagen im Endometrium, wobei im glandulären Gewebe 

keine Makrophagen nachgewiesen werden konnten.  

Neutrophile Granulozyten wandern im Gewebe von der peripheren Zirkulation bis 

in das Uteruslumen (KIM et al., 2005). Das subepitheliale Stroma enthält T-

Lymphozyten, B-Lymphozyten und Antigen-präsentierende Makrophagen, die 

auch im Myometrium zu finden sind (SINGH et al., 2008). 

1.2. Einfluss des Sexualzyklus auf den Uterus und das Endometrium 

Während des Sexualzyklus und auch der Trächtigkeit zeigt das bovine 

Endometrium charakteristische morphologische und auch funktionelle 

Veränderungen, die hauptsächlich durch Progesteron, Östrogen und Oxytocin 

reguliert sind (SPENCER et al., 2004). Die Zykluslänge beträgt beim Rind 18-24 

Tage und kann in eine luteale Phase (14-18 Tage) sowie eine follikuläre Phase (4-

6 Tage) unterschieden werden (FORDE et al., 2010).  

Während der follikulären Phase erhöht sich die Mitoserate im Epithelium und 

Stroma. Außerdem steigt der Grad der Zili erung sowie der Verzweigung der 

endometrialen Drüsen. Diese Verzweigung erreicht einen Höhepunkt, wenn die 

Zellproliferation während der frühen lutealen Phase beendet ist. Zur gleichen Zeit 

wird das Basalzytoplasma des glandulären Epithels durch angesammeltes 

Drüsenmaterial vakuolisiert. In der späten lutealen Phase erscheint dieses Material 

im apikalen Zytoplasma und füllt das Drüsenlumen (WANG et al., 2007).  

Unter dem Einfluss von Progesteron sind die Drüsen stärker gewunden, verzweigt 

und zeigen eine höhere sekretorische Leistung. Die Epithelzellen haben eine 

mittlere Höhe und die Ödematisierung des Stroma ist gering (SHAHAM-

ALBALANCY et al., 1997).  

Estradiol hingegen stimuliert das Endometrium zur Proliferation und ist 

erforderlich für die Epithelialmorphogenese und Zelldifferenzierung (COOKE et 
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2. Diagnostik 

2.1. Palpation, Vaginoskopie und Metricheck 

Für die Diagnose der Endometritis wendet man meist die transrektale Palpation 

und die Vaginoskopie an.   

Die transrektale Palpation ermöglicht eine Beurteilung der Horngröße und der 

Gesamtgröße der Gebärmutter, der Kontraktilität des Organs und den Nachweis 

von Flüssigkeit in einem oder beiden Uterushörnern. Die Beurteilung erfolgt unter 

Berücksichtigung des Involutionsstadiums (RUNCIMAN et al., 2008). Obwohl 

diese Befunde in der klinischen Praxis häufig erhoben werden, ist ihre 

Aussagekraft über die zu erwartende Fruchtbarkeitsleistung relativ gering. 

Hinweise auf eine reduzierte Fruchtbarkeitsleistung gibt z.B. der cervikale 

Durchmesser. Ein Durchmesser von mehr als 7,5 cm 20 Tage post partum weist 

auf eine Endometritis hin (PLETICHA et al., 2009). Aber auch mit dieser 

Methode gelingt eine sehr subjektive Diagnose zum Entzündungsgrad des 

Endometriums oder des Gesamtorganismus, die nur ungenau und schwer 

reproduzierbar ist (WESTERMANN et al., 2010).  

Die Vaginoskopie wird zur Darstellung und Beurteilung des äußeren 

Muttermundes angewandt. Hierbei kann Form, Farbe und Öffnungsgrad beurteilt 

werden. Ist Vaginalausfluss vorhanden, kann die Menge und Qualität bestimmt 

werden (BARTOL et al., 1985). Die Beurteilung der Ausflussqualität kann erste 

Schlüsse auf eine mögliche bakterielle Infektion und uterine Entzündung geben. 

Eine Beteiligung von Bakterien ist häufiger, umso mehr Eiter im Ausfluss 

vorhanden ist (DOHMEN et al., 2000). Die Vaginoskopie ist damit eine relativ 

gute Methode für die Endometritisdiagnostik, vor allem in Verbindung mit der 

transrektalen Palpation. Sie wird aktuell von den praktizierenden Tierärzten 

jedoch relativ selten angewandt (BARLUND et al., 2008).  

Eine ebenfalls einfach durchzuführende  Methode ist der Einsatz des 

Diagnosegeräts Metricheck. Dieses besteht aus einem ca. 50 cm langen 

Edelstahlstab, der an einem Ende einen Griff und am anderen Ende einen 

Gummikelch hat. Nach dem Einführen in die Vagina sammelt sich beim 

Zurückziehen cervicale Flüssigkeit mit eventuellen Beimengungen in dem 

Gummikelch, die dann extravaginal beurteilt werden kann. Dadurch wird ohne 

zeitaufwendige Prozeduren eine schnelle Diagnosestellung ermöglicht 

(MCDOUGALL et al., 2011).  
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Im Vergleich der unterschiedlichen Methoden wurden mittels Metricheck 

abweichende Ergebnisse erzielt. Somit können mit dieser Methode nur 

Verdachtsdiagnosen gestellt werden (DUBUC et al., 2010). PLETICHA et al. 

(2009) konnten jedoch durch diese Methode häufiger Anzeichen für eine 

Endometritis feststellen, als dies mittels rektaler Palpation oder Vaginoskopie 

möglich war. 

2.2. Bildgebende Verfahren 

Die bildgebenden Verfahren, insbesondere die Sonographie, finden auch in der 

Nutztiergynäkologie immer mehr Anwendung. Durch die Möglichkeit, 

Standbilder zu erzeugen und auszumessen, hat die Ultraschalltechnik an 

Bedeutung in der Diagnostik gewonnen. Durch das Auswerten mehrerer 

Messparameter kann der Gesamtstatus der Gebärmutter relativ gut dargestellt 

werden. Herangezogen werden dazu die Größe der Uterushörner an der Basis, der 

ovarielle Status sowie Vorkommen und Echogenität von uteriner Flüssigkeit 

(SENOSY et al., 2011).  

Seitdem die B-Mode-Sonographie eingeführt wurde, ist es möglich, 

morphologische uterine Veränderungen durch nicht invasive Techniken 

darzustellen (SCHMAUDER et al., 2008). Im Zusammenhang mit der 

transrektalen Palpation kann die Ultraschalluntersuchung helfen, Füllung und 

Wanddicke des Uterus zu klassifizieren (KASIMANICKAM et al., 2004). 

2.3. Cytrobrush, uterine Lavage und Biopsie 

Um ein möglichst genaues Bild zur zytologischen Situation des Uterus zu 

bekommen, stehen mit Cytobrush, uterine Lavage und uterine Biopsie drei 

Techniken zur Verfügung. Hierbei werden unter transrektaler Kontrolle, nach 

Passage von Vagina und Cervix, Zellproben aus dem Uterus gewonnen. Diese 

Methoden werden wissenschaftlich vor allem für die Diagnostik der subklinischen 

Endometritis eingesetzt, haben aber noch keine breite Praxisanwendung gefunden. 

Bei der Cytobrushmethode wird ein Bürstchen, geschützt durch einen 

beweglichen Katheter, in den Uterus eingebracht. Nach dem Freisetzen des 

Bürstchens wird dieses an der Uteruswand abgerollt. Im Katheter wird das 

Bürstchen zurückgeführt und anschließend auf einem Objektträger ausgestrichen 

und gefärbt (PLONTZKE et al., 2010).  

Bei Methode zwei, der uterinen Lavage, wird ein Plastikkatheter in den Uterus 
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eingebracht. Anschließend wird über diesen Katheter eine Spülflüssigkeit 

infundiert. Die Flüssigkeit wird nach moderater Massage des Uterus durch 

denselben Katheter resuspendiert (GILBERT et al., 2005). Die gewonnene 

Flüssigkeit wird mit einer Cytozentrifuge auf einen Objektträger zentrifugiert. Für 

die Auswertung werden die Zellen gefärbt (CHEONG et al., 2011).  

Diese beiden zytologischen Methoden spiegeln vor allem den Anteil vorhandener 

PMN wieder. Dabei steht noch kein Richt- oder Schwellenwert für die Diagnose 

der subklinischen Endometritis fest. Die Werte schwanken zwischen 5% und 18% 

neutrophiler Granulozyten in der zytologischen Probe (SHELDON et al., 2009). 

Für die histologische Untersuchung von Biopsien wird eine Biopsiezange in den 

Uterus eingeführt. Unter transrektaler Kontrolle wird mit der Zange ein 

Gewebestück aus der Uteruswand ausgestanzt (BONNETT et al., 1991a). 

Anschließend wird das Gewebestück je nach Untersuchungsmethode in bestimmte 

Medien überführt. Die Auswertung findet an histologischen Schnitten statt. Dabei 

werden Kriterien wie entzündliche Infiltration, morphologische Veränderung des 

Gewebes und Vaskularisation berücksichtigt (BONNETT et al., 1991c; 

CHAPWANYA et al., 2010). 
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3. Einteilung von Endometritiden 

In der wissenschaftlichen Literatur findet man eine Vielzahl von Publikationen 

mit Bezug zu uterinen Infektionen und Inflammation bei Mensch und Tier.  

Im tiermedizinischen Bereich konzentrierten sich die Untersuchungen auf die 

Stute und die Kuh (LEWIS, 1997; NASH et al., 2008). Obwohl akute puerperal 

Infektionen und Entzündungen sowie chronische Geschehen von großer 

medizinischer Bedeutung sind, gibt es noch Defizite in der Diagnostik und 

Kategorisierung der relevanten Entzündungsformen des bovinen Uterus. In der 

Literatur werden häufig die Begriffe akute, chronisch und klinisch relevante 

Endometritis genannt. Sie werden benutzt, um Parameter, wie die unterschiedliche 

Dauer der Erkrankung, unterschiedliche Qualitäten des cervicovaginalen oder 

vaginalen Ausflusses in die Begriffsbestimmung einfließen zu lassen. Diese 

Begriffe geben nur eine ungenügende Aussage über den genauen 

Entzündungsvorgang. Allgemein anerkannt ist inzwischen die Kategorisierung 

nach SHELDON et al. (2006). Diese deckt den Bedarf für praktizierende Tierärzte 

weitgehend ab und bildet deshalb die Basis für die klinische Kategorisierung in 

der vorliegenden Arbeit. Im Folgenden werden deshalb die Definitionen der 

relevanten Entzündungsformen kurz dargestellt. 

3.1. Endometritiden bis 21 Tag p.p. 

3.1.1. Puerperal Metritis  

Die puerperal Metritis ist eine akute systemische Erkrankung, die gewöhnlich 

innerhalb 10 Tage nach der Geburt auftritt. Sie wird hervorgerufen durch eine 

peripartale bakterielle Kontamination. Charakterisiert wird sie durch rotbraunen 

wässrigen uterinen Ausfluss und Fieber. In manchen Fällen wird sie von 

reduzierter Milchleistung, Mattheit, Inappetenz oder Anorexie, erhöhter 

Herzfrequenz und Dehydratation begleitet. Die Bezeichnung puerperal Metritis ist 

auf Tiere mit den obengenannten Symptomen, einem anormal vergrößerten Uterus 

und Fieber innerhalb von 21 Tagen p.p. anzuwenden (SHELDON et al., 2006). 

3.1.2. Klinische Metritis  

Der Begriff der klinischen Metritis soll für Tiere verwendet werden, die bei 

anormal vergrößertem Uterus purulenten Ausfluss an der Vagina innerhalb von 21 

Tagen p.p aufweisen.  
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4. Möglichkeiten zur Untersuchung zellulärer und 

immunologischer Mechanismen des Endometriums 

4.1. Zell- und Gewebekulturen 

Die Zell- und Gewebekultivierung ist schon lange bekannt. Sie bietet einzigartige 

Möglichkeiten für die Untersuchung von Organen unter definierten Bedingungen 

(FIGGE, 1960). 

4.1.1. Zellkulturen  

Die Kultivierung von Zellen aus dem Endometrium wird beim Menschen seit 

1927 erfolgreich durchgeführt. Diese Methode wurde später bei zahlreichen 

anderen Spezies etabliert (FORTIER et al., 1988) Es ist inzwischen möglich, 

Monokulturen von allen Zelltypen aus dem Endometrium anzulegen (LISZCZAK 

et al., 1977). Dies ermöglicht eine gezielte Untersuchung verschiedener 

Zellmechanismen an den einzelnen Zelltypen. Einerseits kann das 

immunologische Verhalten der Zellen betrachtet werden, andererseits kann die 

Reaktion auf unterschiedliche pathologische und/oder physiologische Situationen 

im Einzelnen untersucht werden (FORTIER et al., 1988). Mit der Zellkultur ist 

man heute in der Lage, relativ einfache Infektionsmodelle zu erstellen. 

Unzureichende Berücksichtigung von Zell-Zell-Interaktionen verschiedener 

Zelltypen limitiert die Interpretation der Ergebnisse und die Aussagekraft bleibt 

eingeschränkt. Dies entspricht nicht den natürlichen Verhältnissen im Organ 

(SHELDON et al., 2010). 

4.1.2. Gewebekultur  

Die Kultivierung von Gewebe in Form von Explants hat in die Wissenschaft 

Einzug gefunden, um die Interaktion und Effekte von Mischkulturen zu 

untersuchen (DUDLEY et al., 1993). Die Kultivierungsmethoden haben sich in 

den vergangenen Jahren weiter entwickelt. Die frühen Modelle waren die 

sogenannten Batch Systeme. Sie sind statisch, das heißt, das Gewebestück wird 

nach der Gewinnung in Kulturmedium unter einer definierten Atmosphäre 

inkubiert (NASH et al., 2010; RANDALL et al., 2011). Um die Effekte, die auf 

eine Schleimhaut als Grenzgewebe einwirken, zu berücksichtigen, hat man 

verschiedene Systeme entwickelt. Die Gemeinsamkeit dieser Systeme ist die 

Kultivierung des Gewebes an der Grenze zu einer gesättigten Atmosphäre 
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Ein relativ neuer Ansatz ist die Verwendung von wasserlöslichem 

Tetrazoliumsalz (WST) für die Einschätzung der Vitalität von Explants. Hierbei 

wird WST durch eine endogene Dehydrogenase der Atmungskette in zwei 

Schritten zu Formazan reduziert (ENGELHARDT et al., 1958). Ursprünglich als 

Proliferationstest in Monolayer-Zellkulturen verwendet, kann das verwendete 

wasserlösliche Tetrazoliumsalz auch in statischen Kulturen, wie der Explantkultur 

eingesetzt werden (MOSMANN & COFFMAN, 1989).  

4.2. Bioassay 

Grundsätzlich dienen Bioassays der Untersuchung der Wirkung bestimmter Stoffe 

auf lebende Organismen (RIJK et al., 2008). Die in der Arbeit angewandte 

Variante untersucht die Chemotaxis von Explantüberständen auf PMN 

(Chemotaxisassay). Als Standard dient hierbei die Wirkung von Interleukin 8 

(IL-8), einem der bedeutendsten Chemokine für die Rekrutierung von 

Granulozyten, wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten. So ist bei der 

Endometritis die Expression von IL-8 mRNA im Endometrium erhöht 

(DONOFRIO et al., 2010). Es ist ein Mitglied der CXC Chemokinfamilie, die sich 

durch gleiche Membranproteinstrukturen auszeichnet (MUNOZ et al., 2011). Die 

Interaktionen durch IL-8 beginnen bereits als Margination in den Blutgefäßen. 

Durch die Anlagerung an den Endothelien können z.B. Granulozyten in weiteren 

Schritten zwischen zwei Endothelzellen hindurch wandern (PAAPE et al., 2003). 

Diese Migration wird im Chemotaxisassay nachgestellt. Hierbei sind zwei 

Flüssigkeiten  durch eine horizontal angeordnete permeable Membran getrennt. 

Unter der Membran befindet sich die Testflüssigkeit, z.B. Überstand aus der 

Explantkultur mit chemotakisch wirksamem Bestandteil, überschichtet von 

Testpuffer. Über die Membran wird der Testorganismus, in diesem Fall 

migrationsfähige PMN, appliziert. Die PMN folgen nun entlang des sich 

bildenden Konzentrationsgradienten dem Lockstoff durch die 3 µm großen Poren 

der Membran. Dieser Versuchsaufbau wird ebenfalls mit einer definierten Menge 

IL-8 als Testreagenz durchgeführt. Um die relative Migrationsrate zu bestimmen, 

wird die Migrationsrate aus dem Versuch der Testsubstanz ins Verhältnis zur IL-8 

Kontrolle gesetzt (LIND, 2011). 
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4.3. Histochemische und zytologische Verfahren 

Die histologische Untersuchung post mortem ist eine zuverlässige Methode, die 

nach Spezialfärbungen spezifische Diagnosen zulässt (LEIPIG, 2010).   

Für die genaue Charakterisierung von Zelltypen steht neben der 

Immunohistochemie die Enzymhistochemie zur Verfügung. Letztere beruht auf 

der Sichtbarmachung zellspezifischer Enzyme durch die irreversible Bindung von 

Substrat (HERMANNS, 1987).  

Der Nachweis von Naphthol-AS-D Chloracetat Esterase (CAE) und A-Naphtyl-

Acetat Esterase (ANA) erfolgt durch die simultane Azokopplung. Hierbei wird im 

ersten Schritt ein Naphtholderivat gespalten, der in einem zweiten Schritt durch 

ein Diazoniumsalz wasserunlöslich zu einem Azofarbstoff reagiert. Enzymhaltige 

Zellen stellen sich rot dar. CAE ist hierbei spezifisch für Zellen der 

granulozytären Linie (KASS, 1979). Beim Rind können hiermit neutrophile 

Granulozyten dargestellt werden. ANA stellt Lysosomen dar, wie sie in großen 

Mengen in Makrophagen vorkommen.  

In gleicher Weise funktioniert der Nachweis der sauren Phosphatase, die ebenfalls 

in Lysosomen zu finden ist. Er basiert ebenfalls auf der simultanen Azokopplung. 

Je nach eingesetztem Farbstoff stellen sie sich rot oder ockerfarben dar 

(HERMANNS, 1987). Der Nachweis von Peroxidase bedient sich der gleichen 

Reaktion wie in der Immunhistologie durch die Meerrettichperoxidase. Die 

Umsetzung von Diaminobenzidin als Substrat durch die endogene Peroxidase der 

Makrophagen führt zu Ablagerungen von rehbraunem Diaminobenzidinbraun 

(LOJDA et al., 1976).  

Ursprünglich nur zu Forschungszwecken verwendet, wird die Immuno-

histochemie in den letzten 40 Jahren stetig zunehmend in der Diagnostik 

angewandt (WALKER, 2006). Sie beruht auf der Detektion von Zellstrukturen 

(Antigen) durch enzym- bzw. fluorochrommarkierte Antikörper, die direkt durch 

ein an den Antikörper gebundenes Farbreagenz oder indirekt durch ein an einen 

zweiten Antikörper gebundenes Farbreagenz sichtbar gemacht werden. Zu den 

Zellstrukturen gehören die Cluster of Differentiation (CD). CD 3 Antigen ist ein 

Rezeptor der T-Lymphozyten (ABBONDANZO, 1999). CD 20 und CD 79a 

Antigene sind Vertreter des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klasse 

II, der zur Immunerkennung auf der Zellmembran von B-Lymphozyten exprimiert 

wird (PEREZ-MARTINEZ et al., 2002).  

Myeloid/Histiozyten Antigen Clone 387 (MAC 387) ist ein Antikörper, der ein 
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Membranprotein der S100 Familie auf Monozyten erkennt. Hauptsächlich bindet 

er an Makrophagen, kann aber auch an andere Zellen der Monozyten-Zelllinie 

binden, sofern sie S100 Membranprotein exprimieren (BRANDTZAEG et al., 

1988).  

Der Nachweis von Vimentin, einem Protein des Zytoplasmas, das ubiquitär in 

mesenchymalen Zellen vorkommt, dient der Detektion von Fibroblasten, ebenfalls 

Zellen mesenchymalen Ursprungs, die in Zellkulturen die eigentlich zu 

kultivierenden Zellen verdrängen können (BOHN et al., 1992).  

Zytokeratine sind eine Familie von intermediären Filamenten des Zytoskeletts in 

Epithelgewebe. Die Bindung von fluorochrommarkierten Antikörpern gegen 

Zytokeratin  identifiziert Epithelzellen endometrialen Ursprungs und dient der 

Identitätskontrolle (EICHNER et al., 1984).  

Die zytologischen Untersuchungen am Uterus werden aus der Flüssigkeit einer 

uterinen Spülung oder aus dem Ausstrich eines Bürstchenabstrichs durchgeführt. 

Letzteres ist als Cytobrushmethode bekannt (WESTERMANN et al., 2010).  

Bei der uterinen Spülung wird ein geringes Volumen einer physiologischen 

Spülflüssigkeit transcervical mittels eines Katheters in den Uterus gegeben. Nach 

kurzer transrektaler Massage des Organs wird sie durch denselben Katheter 

wieder zurückgewonnen. Im Anschluss werden die in der Spülflüssigkeit 

enthaltenen Zellen mittels einer Zytozentrifuge auf einen Objektträger 

konzentriert (GILBERT et al., 2005). Die Auswertung ist analog wie bei der 

zytologischen Beurteilung durch die Cytobrushmethode (KASIMANICKAM et 

al., 2005).  

Zur Gewinnung der zytologischen Proben nach der Cytobrushmethode wird ein 

Bürstchen unter transrektaler Kontrolle transcervical den Uterus eingeführt. Das 

Bürstchen, an der Spitze eines in einem beweglichen Katheter befindlichen 

Metallmadrins, wird im Uterus aus dem Katheter geschoben, mit einer 

Drehbewegung an der Uteruswand abgestrichen und anschließend in den Katheter 

zurückgezogen (PLONTZKE et al., 2010). Nach der Entnahme wird das 

Bürstchen auf einem Objektträger abgerollt. Zur Auswertung unter dem 

Mikroskop werden die Zellen fixiert, angefärbt, bei einer Vergrößerung von 400 

ausgezählt (100 Zellen) und abschließend der Anteil von PMN in Prozent der 

Gesamtzellzahl zellkernhaltiger Zellen ausgedrückt (KASIMANICKAM et al., 

2005).  
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4.4. Molekularbiologische Verfahren 

Real Time PCR ist eine sehr sensitive Methode, um geringste Mengen von DNA 

oder RNA zu detektieren. Sie wird inzwischen für verschiedene Anwendungen, 

wie der klinischen Diagnose von Erb- und Infektionskrankheiten oder der Analyse 

der gewebespezifischen Genexpression genutzt (KAYIS et al., 2011).  

Die RNA Extraktion hat sich in den letzten Jahren stetig weiter entwickelt. So gibt 

es heute verschiedene Möglichkeiten RNA zu gewinnen. Bei der in der 

vorliegenden Arbeit eingesetzten Festphasenaufreinigung wird die Gesamt-RNA 

(tRNA: total RNA) im vorab aufgeschlossenen Zelllysat durch selektive Bindung 

an eine spezifische Säulenmatrix isoliert. Durch die spezifische Matrix der Säule 

kommt es zu Affinitäts- und Größenausschlüssen, unter chaotropen Bedingungen 

zu Wasserstoffbrückenbindungen und in wässrigen Lösungen zu Ionenbindungen 

an die Matrix. Nach intensiven Waschschritten wird die tRNA von der Matrix 

gelöst (TAN & YIAP, 2009) und als konzentriertes Eluat aufgefangen. Dieser 

Methode steht eine ganze Reihe von konventionellen Flüssig-Flüssig-Phasen 

Aufreinigungen gegenüber (ULBRICH et al., 2011).  

Da sich die Gewebe untereinander und in einer Art auch bei gleicher Behandlung 

in Qualität und Quantität unterscheiden, empfiehlt sich vor Durchführung der 

PCR eine Qualitätskontrolle (EL-NAGGAR, 2002). Bei der klassischen PCR 

konnte man dies anhand einer der RNA-Gewinnung folgenden Gelelektrophorese 

berücksichtigen. Dieser Technik entspricht heute die Mikroelektrophorese, die 

sich durch einen verringerten Aufwand und höheren Automatisierungsgrad 

auszeichnet (HULKOVA & ZEMAN, 2011). Die Elektrophorese wird in einem 

Mikrochip durchgeführt, bei dem das Gel gleichmäßig über Kapillare in die 

Reaktionsräume gepresst wird. Da dies auf kleinstem Raum geschieht, reichen für 

die Durchführung geringe Mengen Probe (im µg Bereich) (NEUHOFF, 2000). Bei 

der anschließenden Auswertung kann neben der Integrität der RNA auch die 

Quantität bestimmt werden. Zur Überprüfung der Qualität und Menge von 

Nukleotidsequenzen eignen sich auch Spektrophotometer (TANG et al., 2012). 
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(Min/Max:1/5). Im Durchschnitt waren die Kühe 69 Monate alt (Min/Max: 

40/96). 

1.2. Präparation des Gebärmuttergewebes für Histologie, 

Enzymhistologie und Immunhistologie 

Die Entnahme der Uteri erfolgte am Schlachtband direkt nach der Eröffnung des 

Bauchraums. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Organe an einem 

eigens dazu bereitgestellten Arbeitsplatz abseits des Schlachtbandes bearbeitet.  

Zunächst wurden die Uteri von den Ligamentii (exklusive intercornuale) 

freipräpariert, danach mit einer Waage auf 100 g genau gewogen und mit einem 

Maßband vermessen. Zur Veranschaulichung des weiteren Verfahrens dient die 

Abb.1, S. 21.  

Für die bakteriologische Untersuchung wurde ein Horn unter sterilen Kautelen mit 

PBS gespült. Dazu wurde mit einem sterilen Skalpell im Bereich der Ligamentii  

intercornuale an der Bifurcation eingestochen und ein Schenkel einer 

Darmklemme durch das entstandene Loch geführt. Der zweite Schenkel wurde 

angelegt, sodass man das rechte Horn abklemmen konnte. Anschließend wurden 

mit einem Gasbrenner eine Stelle direkt über der Klemme und eine zweite Stelle 

kurz vor der Salpinx für etwa drei Sekunden abgeflammt, sodass die Oberfläche 

denaturierte. Nach Inokulation von 20 ml PBS mit steriler Spritze und Kanüle an 

der Salpinx-nahen Stelle in das Uteruslumen konnte die Spülflüssigkeit an der 

bifurkationsnahen Stelle wieder gewonnen werden (Abb.1 S.21, A). Für die 

histologische Auswertung wurden die Hörner in jeweils drei Segmente unterteilt 

(Abb.1, A; durch blaue Markierung begrenzt). Von diesen Segmenten wurde mit 

einem Skalpell Gewebe entnommen. An dem dorsocaudalen Ende der Segmente 

wurde eine Markierung mit Hilfe eines Tackers angebracht und anschließend an 

der dorsalen Seite aufgeschnitten (Abb.1, B). Danach wurden die Segmente flach 

auf Styropor mit Kanülen fixiert und mit der endometrialen Seite nach unten in 

einen mit 4%-igem Paraformaldehyd gefüllten Transportbehälter überführt 

(Abb.1, C und D). Aus den Zwischensegmenten (Abb.1, A grüne Markierung) 

wurde der Bürstchenabstrich für die Zytologie entnommen. Hierzu wurde das 

Lumen mit einer Pinzette gespreizt, die Bürstchen in das Lumen eingeführt, 

gedreht und wieder entnommen.  

Nach einer Fixationszeit von 24 h wurden etwa 10x5 mm große Stücke aus den 

zugehörigen Lokalisationen geschnitten (Abb.1, E), unter Beibehaltung der 
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und Zoonosen, Lehrstuhl für Bakteriologie und Mykologie unter Anleitung 

durchgeführt. Wie in Abb.1 gezeigt, wurde vom rechten Uterushorn mit 

Kochsalzlösung eine Spülprobe gewonnen. Die Spülproben wurden auf Eis in das 

Institut transportiert, dann bei +7°C gekühlt und innerhalb von 24 h ausgestrichen. 

1.6.1. Methodik  

Aus der Spülflüssigkeit wurden mit einer Pipette 100µl auf eine halbe 

Kulturplatte überführt und ausgestrichen. Daraufhin folgte ein zweifacher 

Ösenausstrich auf der verbleibenden Hälfte. Es wurden je Probe drei Platten 

beimpft, für die aerobe Bebrütung eine Schafblutplatte sowie eine CNA-

Columbia Blutplatte, für die anaerobe Bebrütung eine Schafblutplatte. 

Anschließend wurden die Platten aerob für 72 h und anaerob (CO2, luftdichter 

Beutel) für 48 h bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert. Bei Wachstum 

verschiedener und überwuchernder Kolonienarten wurde jeweils eine Kolonie 

subkultiviert. Die semiquantitative Auswertung wurde anhand der Ösenausstriche 

durchgeführt (vgl. Anhang IX.1.9. S.175). Zur qualitativen Auswertung wurde 

jeder Kolonientyp mittels MALDI-TOF differenziert. 

1.6.2. MALDI -TOF 

MALDI -TOF ist eine Kombination aus der Matrix-unterstützten Laser-Ionisation 

und einem Massenspektrometer mit Flugzeitanalysator. Hierbei wird zunächst 

eine Reinstkultur mit einem Laser in einem Vakuum verdampft. Durch das 

Vakuum steigen die verdampften Proteine auf und werden an einem 

Massenspektrometer vorbeigeführt. Die sich ergebenden Proteomprofile werden 

nun als Referenz hinterlegt. Nun kann das Proteomprofil eines Isolates mit den 

hinterlegten Profilen verglichen werden. Der Grad der Kongruenz wird mittels 

Software ermittelt.   

Zur Durchführung wird eine Kolonie mit einem zugespitztem Stab auf einer 

Targetposition verteilt, anschließend mit 1-2 µl Matrix überschichtet und in das 

MALD I-TOF Analysegerät überführt (vgl. Geräte IX.1.9. S.179). 

  



III. Material und Methoden     30 

2. Untersuchungen an endometrialen Explants 

2.1. Zeitraum, Ort und Untersuchungsmaterial für Explant -Versuche 

Die methodischen Voruntersuchungen fanden von Juni bis November 2010 statt, 

der Hauptversuch von März bis Mai 2012. Die Organe für die Gewebepräparation 

entstammen dem Schlachthof München. Für die Hauptversuche wurden 

ausschließlich Uteri von Färsen (n=17) verwendet. Die Tiere waren 

durchschnittlich 29 Monate alt (Min/Max.: 25/43 Monate). An allen Ovarien 

zeigte sich jeweils ein prominenter Gelbkörper. Die Uteri wiesen eine anatomisch 

normale symmetrische Form auf. Das Endometrium war blassrosa; die Karunkeln 

hatten im Durchschnitt einen Durchmesser von 5 mm. Keines der Tiere zeigte 

abweichenden zervikalen Ausfluss. 

2.2. Präparation des Gewebes und Erstellung von Explants 

Für die Gewinnung von Explants wurden Uteri auf Höhe der Portio vaginalis 

Uteri durch einen Schnitt mit einem sterilen Skalpell von der Vagina und dem 

Ligamenti latum Uteri getrennt. Mit einem weiteren Schnitt wurden die Uteri von 

den verbleibenden Ligamentii (exklusive intercornuale) frei präpariert, dann im 

Bereich des Gebärmutterhalses ligiert, in wasserdichte Plastikbeutel verpackt und 

in eine Kühlkiste verbracht. Dort waren sie vollkommen vom Eis umschlossen.  

Nach dem etwa einstündigen Transport in die Klinik für Wiederkäuer der LMU 

München wurden die Uteri aus den Plastikbeuteln entnommen. Mit jeweils zwei 

Nadeln wurden der Corpus-Uteri und die Uterus-Hörner jeweils auf einer sterilen 

Unterlage befestigt.   

Die Hörner wurden mit einem Skalpell bis auf das Endometrium eröffnet. Mit  

dem Schenkel einer sterilen Schere wurde das Endometrium durchstoßen und so 

das Lumen eröffnet. Die Gebärmutterhörner wurden unter Zug nach dorsal 

aufgeschnitten. Während des Schneidens wurden die Schnittränder mit Nadeln 

nach außen hin festgesteckt, sodass das Endometrium flach aufgespannt war.  

Mit einer sterilen anatomischen Pinzette wurde das Endometrium an einer 

Karunkel erfasst, angezogen und unterhalb der Karunkel mit einem sterilen 

Skalpell eingeschnitten. Nun wurde das Endometrium unter ständigem Zug 

abpräpariert. Nach Abtrennung des Gewebestücks mit einem Schnitt erfolgte die 

Überführung in steriles PBS.  

Alle weiteren Arbeiten zur Explantgewinnung erfolgten dann an einer 
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Sicherheitssterilbank. Alle verwendeten Gerätschaften entsprachen sterilen 

Kautelen.  

Zum Schneiden der Explants mit einer Kantenlänge von 1 mm wurde ein 

McIl lwain Tissue Chopper® verwendet. Das Gewebe wurde aus dem PBS 

entnommen, auf ein steriles Schneidebrettchen überführt und mit 500 µl PBS 

feucht gehalten. Anschließend wurden serielle Schnitte im Abstand von 1mm 

durchgeführt. Nach einer 90°-Drehung des Spannfutters und erneutem Schneiden 

im Abstand von 1mm entstanden Explants mit einer Grundfläche von 1x1 mm. 

Aus einem Gewebestück konnten etwa 100 Explants erstellt werden. Um sie in 

eine mit 150 µl Medium pro Well befüllte 96-Well-Microtiterplatte zu überführen, 

wurden die Explants einzeln mittels einer Feinpinzette aus Federstahl 

aufgenommen und im Medium abgesetzt.  

Für Stimulationsexperimente wurde das Medium mit 3 µg/ml LPS und 5 ng/ml 

Progesteron versetzt. Die Explants wurden bei 5%CO2 inkubiert (Geräte Anhang 

IX.3.1. S.179, Lösungen Anhang IX.2. S.177). 

2.3. Physiologische, histologische und molekularbiologische 

Untersuchungen an endometrialen Explants 

2.3.1. PMN-Migrations-Bioassay 

Nach einer dem Versuchsansatz entsprechenden Inkubation der Explants mit und 

ohne Stimulation wurde der Kulturüberstand hinsichtlich der Fähigkeit getestet, 

eine PMN Wanderung auszulösen (Chemotaxis). Hierzu wurde der Überstand 

eines Doppelansatzes mit einer Pipette abgenommen und in ein steriles 

Eppendorfgefäß überführt. Bis zur weiteren Verarbeitung in der 

Migrationskammer wurde die Probe bei -82°C aufbewahrt. 

Für die Isolierungen von PMN wurde von klinisch unauffälligen Kühen mit dem 

Vacutainer®-System heparinisiertes Blutplasma gewonnen. Die PMN wurden 

mittels einer Biocoll® Dichtegradientenzentrifugation isoliert und im 

Migrationskammerversuch analog nach LIND (2011) eingesetzt.   

Zur Migration wurden die Kammern für 1 h in einem Brutschrank inkubiert 

(37°C, 5% CO2). Anschließend wurden sie auf Eis überführt und gekühlt weiter 

bearbeitet. Da nur der Teil der gewanderten Zellen ausgewertet wurde, konnte die 

eingesetzte Zellsuspension im oberen Kammerteil durch Abkippen verworfen 

werden. Anschließend wurden die Schrauben geöffnet und die Deckplatte mit der 
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Membran und der Silicondichtung abgenommen. Die Flüssigkeit der Wells in der 

Bodenplatte wurde resuspendiert und in den Siebdeckel (Maschenweite 30 µm) 

eines FALCON-Tubes überführt und bei 400xg für 10 s zentrifugiert.  

Die Quantifizierung der gewanderten PMN Zellen fand mittels 

Durchflusszytometrie an einem Accuri C6 statt. Die Anzahl gewanderter Zellen 

wurde anschließend relativ zur parallel durchgeführten Positiv-Kontrolle (IL-8) 

gesetzt (Geräte Anhnag IX.3.1, Lösungen Anhang IX.2.2. S.178). 

2.3.2. Vitalitätsbestimmung bei Explantpräparationen 

Der Test zur Vitalität mit dem wasserlöslichen Tetrazoliumsalz (WST-1-Lösung) 

wurde nach der vom Hersteller beschriebenen Methodik angewendet. Dazu wurde 

jene Konzentration gewählt, die bei Zellkulturen für den Proliferationstest mit 

2x105 ausgesäten Zellen genutzt wird. 10 µl der WST-1-Lösung wurden zu den 

entsprechenden Beprobungszeitpunkten im Doppelansatz zu den jeweiligen 

Kultivierungstypen gegeben und für 3 h inkubiert. Anschließend wurden 100 µl 

des Überstandes auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte überführt und photometrisch 

bei 450 nm ausgewertet. Die Daten wurden direkt in eine Excel-Tabelle 

übertragen.  

2.3.3. Histologische Untersuchung an Explants 

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden Explants aus zwei Wells entnommen, in 

eine Biopsiekapsel überführt und in 4%igem Paraformaldehyd für 24-48 h fixiert. 

Anschließend wurden sie, wie in Kapitel 1.3.1. beschrieben, in Paraffin 

ausgegossen, geschnitten und auf Objektträger gezogen. Die 2-4 µm dicken 

Schnitte wurden mit Hämalaun-Eosin, nach Giemsa und immunhistologisch 

gefärbt. Die Auswertung erfolgte an einem Stereolichtmikroskop bei einer 

400fachen Vergrößerung. 

2.3.3.1. Histochemie 

2.3.3.1.1. Hämalaun-Eosin Färbung 

Die Hämalaun-Eosin-Färbung (HE) ist eine Übersichtsfärbung. Sie ermöglicht die 

Beurteilung von Gewebestrukturen und Zellen. Fertig vorbereitete Schnitte 

wurden nach folgendem Färbeprotokoll behandelt (Lösungen AnhangIX.1.2. 

S.159): 
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In einem ersten Schritt wurden der Primer und die Probe zusammen im 

Thermocycler auf 70°C erhitzt und anschließend im Reaktionsgefäß auf Eis 

gestellt. Währenddessen wurden die für den zweiten Ansatz benötigten 

Reagenzien nach dem Schema in Tab.5 zusammenpipettiert, gemischt und in das 

Reaktionsgefäß gegeben. Nach einem weiteren Inkubationsschritt über 10 min bei 

40°C erfolgte die Transkription bei 48°C für 50 min. Die Inaktivierung der RT 

erfolgt bei 70°C.  

Um die cDNA-Konzentration zu messen, wurde 1 µl der Probe in einem 

Mikrophotometer überführt. Durch das Verhältnis von DNA zur gemessenen 

Proteinkonzentration kann gleichzeitig die Reinheit der DNA überprüft werden. 

Anschließend wurde die Probe auf 200 ng/µl mit RNase freiem Wasser verdünnt. 

2.3.4.4. Quantitative Real Time PCR 

Die qualitative Real Time PCR (qRT-PCR) ist eine Methode zur quantitativen 

Darstellung von PCR-Produkten in Echtzeit. Hierbei wird nach jedem qRT-PCR-

Zyklus die Extinktion eines mit doppelsträngiger DNA (dsDNA) interkalierenden 

Fluoreszenzfarbstoffes (z.B. SybGreen) ermittelt. Die Extinktion ist proportional 

zur Menge gebildeter DNA.   

Eine dem qRT-PCR-Lauf nachfolgende Schmelzkurvenanalyse dient zur 

Produktcharakterisierung, da der Fluoreszenzfarbstoff unspezifisch mit dsDNA 

interkaliert (WILHELM & PINGOUD, 2003).   

Für die qRT-PCR wurde mit einem vorgefertigten Mastermix gearbeitet. Der 

Mastermix und die Primer wurden an einem abgesonderten Arbeitsplatz 

zusammengefügt (Tab. 6). 

Tab. 6: Reagenzien für qRT-PCR 

Reagenzien Volumen Endkonzentration 

2xSensieFast SYBR 5 µl 1x 
10µM forward Primer 0,4 µl 400 nM 

10µM reverse Primer 0,4 µl 400 nM 

H2O RNase free 3,2 µl  

Probe 1 µl 200 ng/µl 

Enddvolumen 10 µl  

 

ach einem 3-Schritt-Protokoll wurde die Probe zuerst auf 95°C für 2 min erhitzt. 

Für die eigentliche qRT-PCR wurde die Probe in 40 Zyklen zur Denaturierung für 
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5 s auf 95°C, für das Annealing für 10 s auf 60°C und für die Extension für 5 s auf 

72°C gebracht. Abschließend wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 

Die einzelnen qRT-PCR-Läufe wurden mit der Software TOptical analyze (Fa. 

Biometra) ausgewertet (vgl. Geräte Anhang IX.3.1. S.179, Hersteller Anhang 

IX.3.2. S.181). 

3. Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung wurden die Software-Programme Excel (2007, 

Microsoft), STATCALC (CDC, Washington, USA, 1993) und SPSS (IBM, 

Version 19) verwendet. Für die Auswertung der qRT-PCR-Daten nach der 

Housekeeping-Gen-Methode wurde REST (Quiagen, 2009) verwendet und die 

Daten anschließend mit den oben genannten Programmen auf Unterschiede 

überprüft.  

Daten wurden visuell auf Normalverteilung überprüft (anhand Boxplots). Bei 

nicht-normalverteilten Daten wurden nicht-parametrische Tests eingesetzt.   

Für den Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test, für 

den Vergleich von zwei Gruppen der Mann-Whitney-Test angewandt (BORTZ & 

SCHUSTER, 2010). Dabei wurde für paarweise Vergleiche die Bonferroni-

Korrektur angewandt. Für die Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse wurde die 

Software REST 2009 (Quiagen) verwendet. Vorab wurde die Effizienz aus einer 

Verdünnungsreihe der cDNA aller Kontrollen des ersten Zeitpunktes in einem 

qRT-PCR-Lauf ermittelt.  

Zur Auswertung der semiquantitativen histologischen Untersuchungen wurde der 

Chi-Quadrat Test in der Statistiksoftware STATCALC verwendet. Als 

Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. 
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Abb.2: Endometrium einer gynäkologisch klinisch gesunden Kuh, Färbung der sauren 
Phosphatase, neben Makrophagen (1) sind hauptsächlich eosinophile Granulozyten (2) 
gefärbt. Zur eindeutigen Unterscheidung ist diese Färbung am Uterus des Rindes 
ungenügend 

 
Abb.3: Endometrium einer gynäkologisch klinisch gesunden Kuh, a-Naphtyl-Acetat Esterase 
(ANA)-Färbung, wenige Zellen sind nur undeutlich gefärbt  
 

Der Nachweis der Monozyten mittels der ANA Färbung ist für die Ratte und 

Katze etabliert. Trotz modifizierter Markierungsmethoden, die Inkubationszeiten 

wurden bis 48 h mit 8stündigen Substratwechsel ausgedehnt, gelang der Transfer 

auf bovines endometriales Gewebe nicht (Abb.3) Die Färbung wurde nicht weiter 

angewandt. 

1 

1 

2 

2 
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1.2. Untersuchungen an Uteri nicht tragender Färsen 

1.2.1. Morphologie 

Es wurden die Uteri von insgesamt 15 nicht tragenden Färsen untersucht. Bei der 

Schlachtung hatten sie ein Durchschnittsalter von 33 Monaten. Die 

Gewebeproben der Färsen sollen insbesondere der Erhebung des histologischen 

Normalstatus dienen. Von jedem Uterus wurden insgesamt 14 Proben untersucht, 

die sich über die gesamte Länge sowie die dorsalen und ventralen Anteile des 

Organs erstrecken. Ziel ist es dabei, eine semiquantitative Aussage über mögliche 

Verteilungsunterschiede der einzelnen Komponenten innerhalb des Uterus zu 

treffen. Alle untersuchten Tiere befanden sich in der Gelbkörperphase, ein 

Einfluss des Zyklusstadiums kann deshalb weitgehend ausgeschlossen werden.  

Der Uterus besteht aus den drei Hauptanteilen Endometrium, Myometrium und 

Perimetrium (Abb. 4).  

 
Abb. 4: Uterus einer nicht tragenden Färse in der Übersicht. 1: Endometrium; 
2 Myometrium ; 3: Perimetrium; A: Uteruslumen; B: Beckenhöhle; HE-Färbung, Kunststoff 
 

Das Endometrium weist einen epithelialen und einen mesenchymalen Anteil auf. 

Der epitheliale Anteil besteht aus dem Oberflächenepithel und den Uterindrüsen. 

Das Oberflächenepithel ist ein kubisches bis hochprismatisches, überwiegend 

einschichtiges Epithel und die Uterindrüsen sind tubuläre, verzweigte Drüsen.  

2 mm 
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Der mesenchymale Anteil des Endometriums (Propria mucosae) setzt sich aus 

dem ortständigen Bindegewebe und aus freien Zellen zusammen. Die 

unterschiedliche Dichte des (Binde-)Gewebes erlaubt die Unterscheidung eines 

lumennahe gelegenen dichten Str. compactum und eines myometriumnahe 

gelegenen lockeren Str. spongiosum (Abb. 5). Im Str. compactum findet man die 

vereinzelt liegenden Anschnitte der Mündungsanteile der Uterindrüsen, im Str. 

spongiosum hingegen die zahlreichen Anschnitte der verzweigten tiefen Anteile 

der Uterindrüsen sowie größere Blutgefäße. 

 

 
Abb. 5: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über das Endometrium, 1: Str. 
compactum; 2: Str. spongiosum; A: Uteruslumen; B: Myometrium ; HE-Färbung  

 

In das Endometrium eingelagert sind die Karunkelanlagen, in denen das Gewebe 

dichter, gefäßreicher und drüsenfrei ist (Abb.6, S.43). 
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Abb.6: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über eine Karunkelanlage, 
1: Karunkelanlage; 2: Endometrium; A: Uteruslumen; HE-Färbung 

Das Myometrium setzt sich aus einer inneren, dickeren zirkulären und einer 

äußeren, dünneren longitudinalen Muskelschicht zusammen. Zwischen den beiden 

Muskelschichten ist ein unterschiedlich breites Str. vasculosum eingeschaltet 

(Abb. 7), das große Gefäße in einem lockeren Bindegewebe führt. 

 
Abb. 7: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über das Myometrium, 1: innere 
zirkuläre Muskelschicht; 2: äußere longitudinale Muskelschicht; 3: Str. vasculosum; 
A: Endometrium; B: Perimetrium; HE-Färbung  
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Im lockeren Bindegewebe finden sich außerdem unterschiedliche Mengen an 

freien Zellen.  

Das Perimetrium besteht aus der äußeren einschichtigen Tunica serosa, die 

unterlagert wird vom lockeren Bindegewebe der Tela subserosa (Abb. 8).  

 
Abb. 8: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über das Perimetrium, 1: Tunica 
serosa; 2: Tela subserosa, A: Myometrium, B : Beckenhöhle, HE-Färbung 

Das Oberflächenepithel des Endometriums ist ein mehrreihiges, 

hochprismatisches Epithel (Abb.9, S.45). Die locker strukturierten, länglichen 

Zellkerne liegen in der unteren Zellhälfte. Zilien konnten nicht zweifelsfrei 

nachgewiesen werden. Eine eindeutige Basalmembran ist im HE-Präparat nicht zu 

erkennen. 
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Abb.9: Uterus einer nicht tragenden Färse, 1: mehrreihiges, hochprismatisches 
Oberflächenepithel, es ruht auf dem Bindegewebe des Str. compactum (2); A Uteruslumen, 
HE-Färbung 

Die Uterindrüsen weisen in ihrem proximalen, lumennahen, im Str. compactum 

verlaufenden Anteil einen größeren Durchmesser auf als in den distalen, tieferen 

Anteilen (Abb.10, S.46). Der größere Durchmesser beruht auf einer größeren 

Höhe der Zellen und auf einem weiteren Lumen.  

Das Epithel der gestreckt verlaufenden proximalen Drüsenanteile entspricht dem 

Oberflächenepithel, teilweise tragen die Zellen hingegen Zilien (Abb.11, S.46).  
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Abb.10: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über die Uterindrüsen; 
1: Oberflächenepithel; 2: proximale, oberflächliche Drüsenanteile; 3: distale, tiefe 
Drüsenanteile; A: Uteruslumen; B: Str. compactum; C: Str. spongiosum; HE-Färbung 

 

 
Abb.11: Uterus einer nicht tragenden Färse, proximaler Anteil einer Uterindrüse; 
1: Drüsenepithel; 2: einzelne Zellen tragen Zilien; 3: Oberflächenepithel; A: Uteruslumen; 
B: Drüsenlumen; HE-Färbung 
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Die distalen Drüsenanschnitte sind wesentlich zahlreicher als die proximalen, sie 

liegen dicht nebeneinander, sind häufig quer angeschnitten, teils finden sich aber 

auch gewundene Drüsenschläuche; Verzweigungen der Drüsen sind sehr selten zu 

finden (Abb.12, S.47). Ein eindeutiges Drüsensekret ist nicht zu erkennen. 

 
Abb.12: Uterus einer nicht tragenden Färse, distale Anteile von Uterindrüsen; 
1: Drüsenepithel; A: Stroma im Str. spongiosum; HE-Färbung 

Das Stroma im Str. compactum ist zellreich und kollagenfaserarm; die Zellen 

bilden einen nahezu kohärenten Zellverband (Abb.13, S.48). Der Eindruck einer 

kompakten Zelllage kommt durch den Reichtum an ortsständigen Zellen und 

weniger durch eingewanderte freie Zellen zustande. Die Zellkerne der 

Stromazellen sind rundlich und aufgelockert; sie verfügen über relativ wenig 

Zytoplasma. Zellausläufer und Zellgrenzen sind nicht zu erkennen. Die älteren 

Interpretationen dieses Zellverbandes als retikuläres oder spinozelluläres 

Bindegewebe erscheinen unzutreffend. Das Str. compactum ist reich an kleinen 

Blutgefäßen und Kapillaren (Abb.13).  

Das Stroma im Str. spongiosum kann unterschiedliche Formen annehmen. 

Grundform ist ein kollagenfaserreiches und zellarmes Bindegewebe ( 

Abb.14, S.48). Die Zellkerne der Stromazellen sind hier spindelförmig und 

heterochromatinreich. Neben den Anschnitten der distalen Drüsenanteile finden 

sich Blutgefäße unterschiedlichen Kalibers und Wandstärke. 
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Abb.13: Uterus einer nicht tr agenden Färse, Übersicht über das 1: Str. compactum; 2: kleine 
Blutgefäße; 3: Kapillaren, die bis dicht unter das Oberflächenepithel (A) reichen 

 

 
Abb.14: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über das Str. spongiosum; 
1: Kollagenfasern; 2: spindelförmige, chromatinreiche Zellkerne von Stromazellen; 3: distale 
Anteile von Uterindrüsen; 4: Ansammlungen kleinkalibriger Blutgefäße; HE-Färbung 

Abweichend von dieser Grundform kann man zwei Veränderungen finden, die 

dem Str. spongiosum ein schwammähnliches Aussehen verleihen und die 

Namensgebung dieses Areals erklären können. Bei einzelnen nicht tragenden 

Färsen ist eine hochgradige Ödematisierung des Str. spongiosum zu beobachten 
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(Abb.15). Stromazellen, Drüsenanschnitte und Gefäße sind durch eine 

unterschiedlich eiweißreiche (eosinophile) Ödemflüssigkeit weit auseinander-

gedrängt.  

 

 
 Abb.15: Uterus einer nicht tragenden Färse mit  hochgradigem Ödem im Str. spongiosum; 
1: eiweißreiche Ödemflüssigkeit mit hochgradig aufgelockertem Stroma; 
2: Drüsenanschnitt; 3: Blutgefäß; HE-Färbung 

Bei anderen Färsen ist das Str. spongiosum von zahlreichen weitlumigen 

Lymphkapillaren durchzogen (Abb.16, S.50). Größere Blutgefäße und Drüsen 

sind von einem dichten Bindegewebe umgeben und liegen wie Inseln zwischen 

den Lymphkapillaren. 
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Abb.16: Uterus einer nicht tragenden Färse, verzweigtes Netz von weitlumigen, 
anastomosierenden Lymphkapillaren im Str. spongiosum (1); 2: Drüsenanschnitt; 3: Gefäß; 
HE-Färbung 

Die Karunkelanlagen weisen das dichteste Stroma des Endometriums auf 

(Abb.17). In ein spinozelluläres Bindegewebe (fischzugähnlich angeordnete 

spindelförmige Fibrozyten mit wenig extrazellulärer Matrix) sind zahlreiche 

Bündel von Blutgefäßen unterschiedlichen Kalibers eingelagert (Abb.18, S.51). 

 
Abb.17: Uterus einer nicht tragenden Färse, Übersicht über eine Karunkelanlage (1), A: Str. 
spongiosum; HE-Färbung 
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Abb.18: Uterus einer nicht tragenden Färse, Karunkelanlage; 1: Stroma aus einem dichten, 
spinozellulären Bindegewebe; 2: Bündel von Gefäßen in einem lockeren Bindegewebe; HE-
Färbung 

Die Blutgefäße im Endometrium lassen eine bevorzugte Verteilung nach ihrem 

Durchmesser erkennen. Im Str. spongiosum dominieren dickwandige Arterien und 

großlumige Venen (Abb.19, S.52). Beide Gefäßarten sind meist umgeben von 

einer Manschette aus zirkulär angeordnetem Bindegewebe (Adventitia). Die 

ebenfalls hier vorhandenen kleinkalibrigen Gefäße treten vergleichsweise weniger 

in Erscheinung. Periglandulär und im Str. compactum hingegen findet man 

überwiegend Arteriolen, Venolen und Kapillaren mit einem unterschiedlichen 

Durchmesser (Abb.20, S.52). Vereinzelt trifft man herdförmige dichte 

Ansammlungen von Kapillaren im Str. spongiosum an, deren Funktion nicht zu 

erkennen ist (Abb.21, S.53). Die Lymphkapillaren, die bei den untersuchten 

Färsen in unterschiedlichem Ausmaß in Erscheinung treten, sind weitlumige, 

verzweigte Spalträume im Str. spongiosum (Abb.22, S.53). Ausgekleidet werden 

sie von einem Endothel, weitere Wandschichten sind lichtmikroskopisch nicht zu 

erkennen. In das Lumen ragen häufig dünne endothelbekleidete 

Bindegewebssepten, die diesen Gefäßen ein labyrinthähnliches Aussehen 

verleihen.  
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Abb.19: Uterus einer nicht tragenden Färse, Blutgefäße im Str. spongiosum, die Gefäße 
unterschiedlichen Kalibers sind von einer zirkulären Manschette von dichtem Bindegewebe 
umgeben; 1: Arterie ; 2: Arteriole ; 3: Kapillaren ; 4: Vene; HE-Färbung 

 

 

 
Abb.20: Uterus einer nicht tragenden Färse, kleinlumige Blutgefäße in der Nachbarschaft 
von Drüsen sowie subepithelial; 1: größere Kapillaren; 2 und 4: kleine Kapillaren; 
3: Lymphkapillare ; HE-Färbung 

 














































































































































































































































































