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Meiner Familie

Wichtig ist, dass man nicht aufhort zu fragen.
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I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Weltweit war innerhalb der letzten etwa 50 Jahre eine deutliche Verschlechterung
der reproduktiven Effizienz in Milchviehherden zu registrieren (LUCY, 2001;
WASHBURN et al., 2002; WALSH et al., 2011). Bei steigendem Besamungs-
aufwand werden Konzeptionsraten' von nur etwa 40 % dokumentiert (BUTLER,
1998; ROYAL etal., 2000; LUCY, 2001; PRYCE et al., 2004; RETHMEIER et al.,
2018). Subfertilitit stellt seit Jahren mit etwa 20 % den hdufigsten Abgangsgrund
von Milchkithen noch vor Euterkrankheiten und GliedmaBenproblemen dar
(PARKINSON, 2009; ADR, 2016; LKV BAYERN, 2016). Fiir die Profitabilitat
landwirtschaftlicher Betriebe entstehen dadurch EinbuBen infolge verldangerter
Zwischenkalbezeiten, erhohter Besamungskosten und zunehmender Remon-

tierungsraten (PRYCE et al., 2004; ROCHE, 2006).

Die Ursachen der Fruchtbarkeitsprobleme sind multifaktoriell, wobei das komplexe
Zusammenspiel von Genetik, Umwelt und Management noch nicht abschlieBend
aufgeklart ist (ROCHE, 2006; LEBLANC, 2010; WALSH et al., 2011). Zahlreiche
Faktoren, darunter Energie- und Immunstatus der Tiere (PRYCE et al., 2004;
ROCHE, 2006; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2008; ABDELLI et al., 2017),
beeinflussen ovarielle und/oder uterine Funktionen und fiihren infolge von
Befruchtungsstérungen oder embryonaler Mortalitit zu reduzierter Fruchtbarkeit
(BUTLER, 2000; ROYAL et al.,, 2000; LONG, 2009; PARKINSON, 2009;
WALSH et al., 2011). Ein addquat vorbereitetes uterines Mikro-Milieu ist fiir die
Etablierung und Erhaltung einer Graviditdt ausschlaggebend. Entziindliche
Veridnderungen wie Metritiden oder Endometritiden stéren diese endometriale
Kapazitit zur Aufnahme und Entwicklung des Konzeptus (GILBERT, 2011;
WALSH et al., 2011). Seit ca. 15 Jahren wird in diesem Zusammenhang der
subklinischen Endometritis des Rindes eine grofe Bedeutung beigemessen
(KASIMANICKAM et al., 2004). Als klinisch inapparente Entziindung der
Gebarmutterschleimhaut flihrt sie einigen Autoren zufolge zu einer massiven
Beeintriachtigung der Fruchtbarkeit betroffener Tiere, wobei beispielsweise um

18% bis 70% reduzierte Erstbesamungserfolge festgestellt wurden

! Konzeptionsrate: Quotient aus der Anzahl tragender Kiihe und der Anzahl aller Besamungen in
einem bestimmten Zeitintervall; als ,Erstbesamungserfolg® nach Erstbesamung (HOEDEMAKER
et al., 2014).
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(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008).
Eine allgemein akzeptierte und praktikable Methode zur Diagnose der
subklinischen Endometritis existiert nicht (DE BOER et al., 2014). Zytologische
und histopathologische Beurteilungen des Endometriums wurden evaluiert, zeigten
aber wiederholt geringe Ubereinstimmungen (MEIRA et al., 2012; MADOZ et al.,
2014). Daher fehlt bislang eine Methode zur raschen Identifikation von an
subklinischer Endometritis erkrankten Tiere. Erst das zuverldssige Auffinden

betroffener Tiere erlaubt die Evaluierung effektiver therapeutischer Maflnahmen.

Die Untersuchung von Uterussekret erwies sich an Schlachtorganen als vielver-
sprechende Methode zur Diagnose der subklinischen Endometritis beim Rind
(HILLMER, 2018). Die Uberpriifung der nachfolgend aufgestellten Hypothesen
bildete Grundlage und Motivation der hier vorliegenden Arbeit:

* Das neu entwickelte Probenentnahmegerit zur Uterussekretgewinnung ist
am Tier anwendbar.

» Geeignete diagnostische Marker fiir subklinische Endometritis lassen sich
im Uterussekret identifizieren.

* Die Untersuchung von Uterussekret ermdglicht die Detektion zytologisch
wie histologisch diagnostizierter subklinischer Endometritiden gleicher-
maflen.

» Uterussekret stellt ein aussichtsreiches Medium fiir die Forschung zur

subklinischen Endometritis beim Rind dar.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Immunologie der weiblichen Reproduktion des Rindes

1.1. Angeborene und erworbene Immunmechanismen im Uterus

An physiologischen Ereignissen wie Ovulation, Konzeption und Kalbung sind
Prozesse und Signalgeber beteiligt, die auch bei entziindlichen Vorgédngen eine
Rolle spielen. Thre sorgfiltige Regulation ist entscheidend fiir die Gewebehomdo-
stase und Fruchtbarkeit. Stérungen in der Begrenzung und Fortdauern von zunichst
physiologischen entziindlichen Prozessen sind hdufig Ursache pathologischer
Verdnderungen im weiblichen Genitale des Rindes (MEDZHITOV, 2008;
JABBOUR et al., 2009; SHELDON et al., 2014).

Entziindungen entstehen als Reaktion von Zellen und Geweben auf die Konfron-
tation mit einer Noxe (Infektion/Gewebeschddigung) und fithren zur Anreicherung
zelluldrer wie l16slicher Blutbestandteile im Gewebe (MEDZHITOV, 2008;
SHELDON et al., 2014). Das angeborene Immunsystem stellt dabei im weiblichen
Reproduktionstrakt das wichtigste Instrument zur Elimination von Pathogenen und
Wiederherstellung geschéddigter Gewebe dar (SINGH et al., 2008). Zur unspezi-
fischen Abwehr zéhlen physikalische Barrieren wie Schamschluss, Zervixformie-
rung und Schleimhautepithel sowie physikalisch-chemische Barrieren in Form von
zervikalem und vaginalem Schleim (SINGH et al., 2008; SHELDON et al., 2014;
DADARWAL et al., 2017). Neutrophile Granulozyten (im Folgenden als ,PMN°,
polymorphkernige Leukozyten, bezeichnet) gelten neben Makrophagen als
wichtigste Effektorzellen der endometrialen Immunabwehr und bilden die sog.
Lfirst line of defence‘ gegen eindringende Pathogene (KIM et al., 2005; SINGH et
al., 2008; TURNER et al, 2012; DADARWAL et al., 2017). Der Begriff
,Chemotaxis® beschreibt ihre Anlockung und Wanderung bedingt durch lokale
Botenstoffe. ,Pattern recognition receptors®, darunter v. a. Toll-like-Rezeptoren
(TLR), auf der Oberfliche immunologisch aktiver Wirtszellen erkennen ,pathogen
associated molecular patterns‘ (PAMP) wie Peptidoglykane oder Lipopolysaccha-
ride (LPS) eingedrungener Erreger oder ,damage associated molecular patterns*
(DAMP) wie DNA oder Histone von zugrunde gehendem Gewebe. Dies fiihrt zur

Freisetzung entziindlicher Botenstoffe in Form von Zytokinen und Lipidmediatoren
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(TAKEUCHI und AKIRA, 2010). Zu den Zytokinen zdhlen verschiedene Protein-
familien wie Interleukine (IL), Chemokine und Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF),
wiahrend Prostaglandine zur Gruppe der Lipidmediatoren gehdren (SHELDON et
al., 2014). Sie steuern die Immunreaktion iiber die Rekrutierung von PMN und
Monozyten, die sich im Uterus ansammeln und Mikroorganismen und geschédigtes
Gewebe abbauen (FRANK et al., 1983; ZERBE et al., 2003). Spéter dirigieren anti-
inflammatorische Botenstoffe wie IL10 und Resolvine die Einddmmung der Ent-

ziindung und die Wiederherstellung zerstorten Gewebes (SHELDON et al., 2014).

Zahlreiche Studien zeigten, dass nicht nur ,klassische‘ Immunzellen, sondern auch
endometriale Epithel- und Stromazellen selbst immunologisch aktiv sind: Nach der
Erkennung eingedrungener Pathogene iiber TLR (DAVIES et al., 2008; HERATH
et al., 2009) produzieren und sezernieren sie immunaktive Substanzen, darunter die
Zytokine IL1B und IL6, das Chemokin IL8, TNFa, Prostaglandine (PGE:) und anti-
mikrobielle Peptide wie B-Defensine und Lingual Antimicrobial Peptide (LAP)
(DAVIES et al., 2008; CHAPWANYA et al.,, 2009; HERATH et al., 2009;
FISCHER et al., 2010; GABLER et al., 2010; SHELDON et al., 2014; TURNER
etal., 2014; GARTNER et al., 2015).

Die Rolle der adaptiven Immunantwort im weiblichen Genitale des Rindes ist
weniger erforscht, jedoch deuten einige Studien darauf hin, dass spezifische
humorale wie zelluldre Mechanismen an der endometrialen Abwehr beteiligt sind
(SINGH et al., 2008). Nach Infektion mit Tritrichomonas foetus konnte histologisch
eine Infiltration des Endometriums mit mononukledren Zellen detektiert werden
(ANDERSON et al., 1996). Die Immunglobuline IgA und IgG wurden im bovinen
Uterus sowohl nach Infektion mit spezifischen (DUNCAN et al., 1972;
ANDERSON et al., 1996; DHALIWAL et al., 1996) als auch mit unspezifischen
(WATSON et al., 1990) Keimen nachgewiesen.

1.2. Physiologische Verinderungen

Zyklusbedingte Verdnderungen: Die Empfianglichkeit der bovinen Gebdrmutter fiir

Infektionen dndert sich unter hormoneller Steuerung durch Steroidhormone und
Prostaglandine im Verlauf des Reproduktionszyklus und gilt in der Lutealphase als
maximal (ROWSON et al., 1953; LEWIS, 2004). Ursichlich hierfiir sind Umbau-

prozesse, die die Funktionalitdt und Abwehrbereitschaft des Gewebes beeinflussen
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(BOOS, 1981; OHTANI et al., 1993). Infolge der Unterdriickung lokaler Abwehr-
mechanismen unter Progesteroneinfluss kommt es zu einer Verringerung der An-
zahl und funktionellen Aktivitit von PMN (HOEDEMAKER et al.,, 1992;
VAGNONI et al., 2001; LEWIS, 2004; SCHLAFER und MILLER, 2007). Bei
Applikation relevanter Uteruspathogene (E. coli oder T. pyogenes) in der Luteal-
phase konnte eine Gebarmutterentziindung mit Ansammlung purulenten Materials
induziert werden. Bei entsprechender Applikation in der Follikelphase wurde
bereits nach zwei Tagen ein steriler Uterus vorgefunden (ROWSON et al., 1953).
Die erhohte Abwehrbereitschaft der Gebarmutter wéahrend der Follikelphase wurde
histologisch durch eine erhohte Prasenz von PMN im Endometrium (MCENTEE,
1985), immunhistochemisch (COBB und WATSON, 1995) und elektronenmikro-
skopisch (HYTTEL, 1985) belegt. Molekularbiologisch wurde in der Follikelphase
eine verstirkte Expression von IL1B, IL8 und antimikrobiellen Peptiden in
endometrialen Epithelzellen nachgewiesen (FISCHER et al., 2010; IBRAHIM et
al., 2016).

Puerperale Verénderungen: Peripartal ist regelmifBig ein Keimeintrag durch den

geweiteten Geburtsweg zu verzeichnen, der bei liber 90 % der Kiihe innerhalb der
ersten drei bis vier Wochen postpartum (p.p.) nachweisbar ist (ELLIOTT et al.,
1968; GRIFFIN et al., 1974, BONNETT et al., 1991b; CHAPWANYA et al., 2012;
PRUNNER et al., 2014a). SHELDON et al. (2002) charakterisierten als potenzielle
Kontaminationskeime iiber 30 verschiedene Bakterienspezies. Mit grof3ter Haufig-
keit kamen E. coli, Streptokokken-Spezies, T. pyogenes und Anaerobier wie
Prevotella-Spezies und F. necrophorum vor; daneben treten Proteus (HUSSAIN et
al., 1990) und Staphylokokken-Spezies (BRODZKI et al., 2014) auf. Die bakterielle
Besiedelung des Uterus zeigt einen sukzessiven Riickgang bis zur vollstindigen
Elimination zwischen vier und acht Wochen p.p. in Folge der Aktivierung
natiirlicher uteriner Abwehrmechanismen (ELLIOTT et al., 1968; GRIFFIN et al.,
1974, HUSSAIN et al., 1990; SHELDON et al., 2002). Dabei ist die
Unterscheidung zwischen uteriner Kontamination und Infektion entscheidend.
Wihrend Erstere nicht mit einer Erkrankung assoziiert ist, fithrt Letztere infolge
von Pathogenadhirenz, -invasion und -vermehrung sowie Freisetzung bakterieller

Toxine zur Entstehung einer Erkrankung (SHELDON et al., 2006).

Bei einem unproblematischen Verlauf des Puerperiums bildet sich die Gebarmutter

innerhalb von etwa drei Wochen um mehr als 80 % ihrer peripartalen GroBe zuriick
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(,klinisches Puerperium*). Anschlieend sistiert der Lochialfluss und der Uterus ist
klinisch nicht mehr von einem nichttragenden Organ zu unterscheiden (OKANO
und TOMIZUKA, 1987; LEFEBVRE und STOCK, 2012; MEIRA et al., 2012).
Nach insgesamt ca. sechs Wochen ist die Riickbildung auch morphologisch und
funktionell abgeschlossen (,Gesamtpuerperium‘) (MARION und GIER, 1959;
ZAREMBA, 1990).

Zur raschen Beseitigung eingedrungener Bakterien und ziigigen Riickbildung des
Uterus tragen endokrine und immunologische Mechanismen bei (LESLIE, 1983).
Die Infiltration des Endometriums mit PMN in den ersten etwa vier Wochen p.p.
ist als physiologischer Prozess bedeutend (GILBERT et al., 2005; GABLER et al.,
2010; CHAPWANYA et al., 2012; PRUNNER et al., 2014b). Auch eine Hoch-
regulation der Genexpression proinflammatorischer Mediatoren wie IL1A, IL1B,
IL6, IL8 und TNFa, der Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2) sowie
von TLR4 in endometrialen Epithel- und Stromazellen innerhalb der ersten Wochen
p.p. ist Teil des physiologischen Puerperiums (CHAPWANYA et al.,, 2009;
HERATH et al., 2009; GABLER et al., 2010; CHAPWANYA et al., 2012). Im
Bereich der Karunkeln sind immunologische Prozesse an der Abldsung der fetalen

Membranen beteiligt (STREYL et al., 2012).

Eine kontrollierte und zeitlich limitierte endometriale Entziindungsreaktion im
Puerperium, von CHAPWANYA et al. (2012) als ,postpartum endometrial
inflammatory response‘ bezeichnet, ist notwendig fiir die Ablosung der Nachge-
burt, die bakterielle Sduberung und Involution der Gebarmutter sowie die Wieder-
herstellung der Epithelintegritit zur raschen Regeneration endometrialer Funk-
tionen (HERATH et al., 2009; GABLER et al., 2010; CHAPWANYA et al., 2012;
LEBLANC, 2014; SHELDON et al., 2014). Im Folgenden wird dafiir der Begriff
,physiologische puerperale Entziindung‘ (PPE) verwendet. Die Regulation dieser
Entziindungsreaktion ist nicht abschlieBend gekliart (CHAPWANYA et al., 2012).

1.3. Gebirmutterentziindungen beim Rind

Beim Rind sind hauptsidchlich peripartal auftretende Gebarmutterentziindungen
bedeutsam, die infolge aufsteigender Infektionen mit ubiquitdren Keimen entstehen
(DEKRUIF, 1999; LEWIS, 2004; SCHLAFER und MILLER, 2007). Zu ihrer

Einteilung werden unterschiedliche Kriterien herangezogen.
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Hinsichtlich pathologisch-anatomischer Merkmale werden Gebarmutterentziin-
dungen nach ihrer Lokalisation unterschieden. Eine auf das Endometrium begrenzte
Entziindung wird als Endometritis bezeichnet. Bei Beteiligung tieferer Schichten
der Gebdrmutterwand spricht man von Metritis. Sind zusdtzlich Serosa oder
Gebarmutterbinder betroffen, wird die Entziindung Peri- bzw. Parametritis genannt

(SCHULZ, 1991; BONDURANT, 1999; SCHLAFER und MILLER, 2007).

Histopathologisch wird nach Verlaufsform und vorherrschenden Entziindungs-
zellen differenziert: Die akute, eitrige Endometritis ist gekennzeichnet durch die
Infiltration des Endometriums mit PMN (MCENTEE, 1985; SCHULZ, 1991). Bei
der chronischen, nichteitrigen Endometritis dominieren ein lymphoplasma-
zelluldres Bild sowie chronisch-degenerative Verdnderungen wie Fibrose und
Atrophie (MCENTEE, 1985; SCHLAFER und MILLER, 2007). Die Ubergangs-
form zwischen beiden Entziindungstypen bildet die chronisch-eitrige oder

gemischtzellige Endometritis (MERBACH, 2011).

Im klinischen Kontext wurde lange Zeit der Begriff ,Metritis-Komplex*
iibergreifend fiir leichte Entziindungen der Gebarmutterschleimhaut bis hin zu
schwerwiegenden Entziindungen der gesamten Gebarmutterwand verwendet
(LEWIS, 1997; PARKINSON, 2009). LEBLANC et al. (2002) lieferten die
Grundlage fiir das aktuelle Verstidndnis klinischer Endometritis (KE): Sie wird
definiert als das Auftreten eitrigen Scheidenausflusses oder eines zervikalen
Durchmessers grofler als 7,5 cm nach 20 Tagen p.p. sowie mukopurulenten
Ausflusses nach 26 Tagen p.p. Die Detektion des Vaginalausflusses geschieht
durch duflere Adspektion und vaginoskopisch. Im Jahr 1998 fand erstmals die
Endometrium-Zytologie als Kriterium zur Beurteilung von Endometritiden beim
Rind Erwédhnung (GILBERT et al., 1998), die KASIMANICKAM et al. (2004) fiir
die Definition subklinischer Endometritis (SE) verwendeten: SE wird definiert als
erhohter PMN-Gehalt im endometrialen Zellbild (>18 % 20 bis 33 Tage p.p. bzw.
>10% 34 bis 47 Tage p.p.) oder sonographisch darstellbare Fliissigkeits-
ansammlung im Uterus zwischen 20 und 47 Tagen p.p. in Abwesenheit klinischer
Anzeichen einer Gebdrmutterentziindung bei dullerer Adspektion sowie rektaler

und vaginaler Untersuchung.

SHELDON et al. (2006) veroffentlichten eindeutige klinische Definitionen der

Gebarmutterentziindungen des Rindes: Entziindungen bis 21 Tage p.p. werden als
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Metritis bezeichnet. Puerperale Metritiden sind gekennzeichnet durch iibel-
riechenden, wissrigen, rotbraunen Scheidenausfluss bei systemischen Krankheits-
anzeichen wie Fieber oder Riickgang der Milchleistung. Sie treten oft innerhalb von
zehn Tagen p.p. in Zusammenhang mit Nachgeburtsverhaltung, Dystokie, Tot- oder
Zwillingsgeburten auf. Charakteristisch fiir klinische Metritiden ist eitriger Schei-
denausfluss ohne systemische Krankheitsanzeichen. Nach 21 Tagen p.p. vor-
kommende Entziindungen werden als Endometritiden klassifiziert. Sie werden
unterteilt in KE und SE, welche bereits oben definiert wurden (LEBLANC et al.,
2002; KASIMANICKAM et al., 2004). Daneben wird die Pyometra als Ansamm-
lung von purulentem oder mukopurulentem Material im Uterus bei aktivem

Gelbkorper und geschlossener Zervix beschrieben.

Wiederholt konnte nur eine geringe Ubereinstimmung zwischen vaginalen und
zytologischen Befunden beobachtet werden (DUBUC et al, 2010a;
WESTERMANN et al., 2010; MCDOUGALL et al., 2011). Daher schlugen
DUBUC et al. (2010a) die Terminologie ,purulent vaginal discharge‘ (PVD)
anstelle von KE vor, die neben Endometritis auch Zervizitis und Vaginitis als

mogliche Ursachen eitrigen Scheidenausflusses beriicksichtigt.

2. Subklinische Endometritis beim Rind

Die SE kann zusammenfassend als oberflachliche Entziindung des Endometriums
bezeichnet werden, die ohne klinische Symptomatik ablauft (KASIMANICKAM
et al., 2004; GILBERT et al., 2005; SHELDON et al., 2006). Die Kategorisierung
von KE und SE als eigenstindige Manifestationen uteriner Erkrankungen ist
aufgrund verschiedener Risikofaktoren, additiver Effekte auf die Fruchtbarkeit und
unterschiedlicher Einfliisse auf die endometriale Genexpression notwendig
(DUBUC et al., 2010b; LEBLANC et al., 2011; BARANSKI et al., 2013b;
SALILEW-WONDIM et al.,, 2016). In aktuellen Publikationen wird die SE
vermehrt als ,zytologische Endometritis® angesprochen, womit der Technik ihrer
Diagnose Rechnung getragen wird (DUBUC et al., 2010a; DENIS-ROBICHAUD
und DUBUC, 2015b; PASCOTTINI et al., 2017b).

2.1. Atiologie und pridisponierende Faktoren
Die Bedeutung der PPE zur Elimination von Bakterien, Involution des Uterus und
Wiederherstellung endometrialer Funktionen wurde in I1.1.2. erdrtert. Welche Fak-

toren entscheiden, ob eine Kuh in dieser Phase eine Erkrankung entwickelt oder ein
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ungestortes Puerperium durchlduft, ist nicht abschlieBend geklért. Situationen, die
zu verstarktem uterinen Trauma und bakterieller Kontamination fithren, wie Dys-
tokie, Zwillinge und Metritis, sind vornehmlich mit dem Auftreten von KE
verkniipft (DUBUC et al., 2010b). In der Pathogenese der SE werden v. a.
immunologische und metabolische Faktoren seitens der Kuh sowie Art, Menge und
stamm-spezifische Eigenschaften der meist bakteriellen Pathogene diskutiert
(GILBERT et al., 2005; SINGH et al., 2008; LEBLANC et al., 2011; SHELDON
et al., 2014). Der Einfluss betriebsspezifischer Faktoren auf die Haufigkeit von SE
wird bei einem Vergleich der SE-Pravalenzen verschiedener Betriebe innerhalb ein-
zelner Studien deutlich (GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008; DUBUC
et al., 2010a; CHEONG et al., 2011; PRUNNER et al., 2014a). Zur Identifikation

der zugrunde liegenden Faktoren fanden bisher nur wenige Untersuchungen statt.

2.1.1. Immunologische Aspekte

Eine Dysregulation der PPE bereits im friithen Puerperium wird zunehmend als
Ursache fiir die SE gewertet (LEBLANC, 2014). Das physiologische Puerperium
ist gekennzeichnet durch den Ubergang von einer immunsupprimierten Situation
wihrend der Trachtigkeit zu verstarkter immunologischer Aktivitdt peripartal, wel-
che der Nachgeburtsablosung, bakteriellen Sduberung und Uterusinvolution dient.
Anschliefend folgt die Regulation des Immunsystems auf basale Ansprechbarkeit
(LEBLANC, 2014). In der Literatur finden sich diesbeziiglich verschiedene Hypo-

thesen zur Entstehung der SE, die im Folgenden kurz zusammengefasst werden.

HERATH et al. (2009) betrachten eine {iibersteigerte Immunreaktion infolge
insuffizienter Regulationsmechanismen als Ursache chronisch-entziindlicher Ver-
dnderungen. Im Vergleich mit gebarmuttergesunden Kiihen wiesen die Autoren
eine ausgeprigtere proinflammatorische Reaktion im Endometrium bereits in der
ersten Woche p.p. bei Kiihen nach, die spiter eine SE entwickelten. Dies dul3erte
sich in Form verstarkter endometrialer Genexpression proinflammatorischer Zyto-
kine wie IL1A und IL1B sowie des Pathogenerkennungsrezeptors TLR4. Zudem
war ein hoherer Quotient der Genexpression von proinflammatorischem IL1 zu

antiinflammatorischem IL10 zu beobachten.

Andere Autoren beschreiben hingegen geschwichte lokale Abwehrmechanismen
im frithen Puerperium als Ursache fiir eine unvollstindige bakterielle Elimination.

Infolge der permanenten Reizung des Endometriums und Stimulation der lokalen
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Immunantwort entstehen chronische Entziindungen (GILBERT et al., 2007
BRODZKI et al., 2015¢). An Tag fiinf p.p. wurden bei Kiihen, die spiter eine SE
entwickelten, in Gebarmutterspililproben héhere 1L10-Konzentrationen nachge-
wiesen als bei gesunden Kontrolltieren (BRODZKI et al., 2015¢). Sieben Tage p.p.
dokumentierten FOLEY et al. (2015) eine reduzierte Anzahl zirkulierender PMN
bei Kiihen mit spiterer SE. Untersuchungen von GALVAO et al. (2011) unter-
stiitzen diese Hypothese teilweise: Sie zeigten eine reduzierte mRNA-Expression
von TNFa zum Zeitpunkt der Kalbung und eine Woche p.p. in Endometrium-
Bioptaten von Kiihen, bei denen spiter eine KE oder SE diagnostiziert wurde. Der
Nachweis einer vermehrten IL6-Genexpression bei Tieren mit spéterer
Endometritis zum Zeitpunkt der Kalbung unterstiitzt hingegen eher die These, dass
eine iiberschiefende Immunreaktion Ausgangspunkt chronischer Endometritiden
ist. Andere Studien konnten vor 38 Tagen p.p. keine Unterschiede in der
endometrialen Genexpression zwischen gesunden und SE-Kiihen feststellen
(PETER et al., 2015). Auch GILBERT et al. (2007) betrachten das Versdumen der
rechtzeitigen Elimination eingedrungener Bakterien als Ursache der SE. In ihren
Untersuchungen wiesen sie eine positive Korrelation zwischen dem PMN-Gehalt
im Endometrium und der Besiedelung mit Bakterien, darunter 7. pyogenes und
Prevotella-Spezies, an Tag 49 p.p. nach. Der PMN-Gehalt am Tag der Kalbung war
hingegen negativ korreliert mit bakterieller Infektion sowie dem PMN-Gehalt an
Tag 49 p.p. Daraus schlussfolgern die Autoren, dass ein rascher PMN-Einstrom in

den Uterus p.p. die bakterielle Kolonisation und damit das Risiko fiir SE reduziert.

Allerdings gibt es einige Studien, die keinen Zusammenhang zwischen SE und
bakterieller Besiedelung des Uterus dokumentierten. Bei Milchkiihen mit SE aus
Weidehaltung konnten weder anaerobe noch aerobe Bakterien aus der Gebarmutter
isoliert werden (MADOZ et al., 2014). Als mogliche Erklarung wird angefiihrt, dass
die ursdchlichen Keime bereits beseitigt wurden, die entziindliche Antwort aber
fortdauert. Das Auftreten von SE an Tag 21 p.p. war bei Untersuchungen von
PRUNNER et al. (2014b) nicht assoziiert mit dem Nachweis spezifischer Patho-
gene (E. coli oder T. pyogenes). Auch MCDOUGALL et al. (2011), BARANSKI
etal. (2012) und PETER et al. (2015) wiesen nur eine geringe Korrelation zwischen
PMN-Gehalt und bakteriologischen Befunden am Endometrium nach. Sie schluss-
folgern, dass die SE eher mit der postpartalen Wiederherstellung des Endometriums

als mit bakteriellen Infektionen zusammenhéngt.
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Andere Autoren zeigten, dass neben einer Dysregulation auch eine Dysfunktion
immunologischer Prozesse an der Entstehung der SE beteiligt ist. Im peripheren
Blut und in Gebéarmutterspiilproben war bei Kithen mit SE zu unterschiedlichen
Beprobungszeitpunkten (5, 22, 40, 65 Tage p.p.) ein geringerer Anteil phagozytisch
aktiver PMN und Monozyten bzw. Makrophagen zu finden als bei gebdarmutter-
gesunden Tieren (BRODZKI et al., 2015b). Bereits zum Zeitpunkt der Kalbung
wurde bei zirkulierenden PMN von Kiihen, die spiter an KE oder SE erkrankten,
eine reduzierte Funktionsfdhigkeit (Myeloperoxidaseaktivitit und Cytochrom C-
Reduktionsaktivitit) deutlich (HAMMON et al., 2006). Genexpressionsanalysen
demonstrierten, dass bei gebdrmuttergesunden Tieren zwischen Tag 7 und 21 p.p.
tiber 4.000 Gene in endometrialen Bioptaten differentiell exprimiert werden. Ein
Ubergang von einem entziindlichen Milieu hin zu Gewebe-Proliferation
und -Reparatur lieB sich erkennen. Bei Tieren mit SE wurden dagegen nur 31 Gene
differentiell exprimiert, was flir deren Unfahigkeit, die uterine Gewebehomoostase

wiederherzustellen, spricht (FOLEY et al., 2015).

Verlaufsuntersuchungen zwischen Tag 24 und 51 p.p. legen nahe, dass sich aus KE
hiufig SE entwickeln (PETER et al., 2015). Ebenso gab es aber wie auch bei
BARANSKI et al. (2012) und PLONTZKE et al. (2010) Fille, in denen erst nach
Tag 38 p.p. bel zuvor gebdrmuttergesunden Kiihen eine SE diagnostiziert wurde.
Auch bei nulliparen Fiarsen wurde zum Zeitpunkt der kiinstlichen Besamung (KB)

SE nachgewiesen (PASCOTTINI et al., 2016c¢).

Zusammenfassend ist neben der Persistenz der bakteriellen Besiedelung auch die
Rolle der dysregulierten Immunantwort in der Pathogenese der SE zu

beriicksichtigen (HERATH et al., 2009; WAGENER et al., 2017a).

2.1.2. Metabolische Besonderheiten der peripartalen Phase

Metabolische Imbalanzen im peripartalen Zeitraum beeintrachtigen allgemeine
Immunfunktionen und damit die Abwehrbereitschaft des Uterus gegeniiber eindrin-
genden Pathogenen. Bedeutend sind hierbei vor allem eine ausgeprégte negative
Energiebilanz (NEB), eine Hypokalzdmie sowie eingeschrinkte Leberfunktionen
(WAGENER et al., 2017a). Kiihe mit experimentell erzeugter stark negativer Ener-
giebilanz zeigten zwei Wochen p.p. im peripheren Blut eine reduzierte Zahl an
PMN sowie zahlreiche differentiell exprimierte Gene aus der Funktionsgruppe Im-

munologie und Entziindung im Vergleich zu Kiihen mit weniger stark ausgepriagter
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NEB (WATHES et al., 2009; SWANGCHAN-UTHALI et al., 2013). Die Autoren
schlussfolgern, dass eine stark ausgeprigte NEB die Kiihe daran hindert, effektiv
und in vollem Umfang mit einer angemessenen Immunreaktion auf die mikrobielle
Kontamination des Uterus bei der Kalbung zu reagieren. /n vitro wurde nach
Inkubation mit sehr hohen Konzentrationen nichtveresterter Fettsduren (NEFA)
eine herabgesetzte Lebensfahigkeit von PMN festgestellt (SCALIA et al., 2006).
Bei Kiihen mit peripartalem Fettlebersyndrom wurde eine reduzierte funktionelle

Kapazitit der PMN in Blut und Endometrium deutlich (ZERBE et al., 2000).

Kiihe, die spéter eine SE entwickeln, erfahren hdufig bereits eine Woche ante
partum bis frith postpartal eine ausgepragtere NEB. Dies duflerte sich in hoheren
Konzentrationen an Betahydroxybutyrat (BHB) und NEFA, reduzierter Futterauf-
nahme und niedrigerem Body-Condition-Score (BCS) verglichen mit gebarmutter-
gesunden Kiihen (HAMMON et al., 2006; DUBUC et al., 2010b; GALVAO et al.,
2010; HEIDARPOUR et al., 2012; SENOSY et al., 2012; PRIEST et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2013; YASUI et al., 2014). AuBerdem wurde zu verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten (Tag 7, 28, 42 p.p.) ein reduzierter intrazelluldrer
Glykogengehalt in PMN bei SE-Kiihen festgestellt (GALVAO et al., 2010). Die
reduzierte intrazellulire Verfiigbarkeit oxidativer Energietrdger beeintrachtigt
moglicherweise die Abwehrbereitschaft des Organismus. Zusétzlich wurden bei
Kithen mit spiterer SE bereits in den ersten beiden Wochen p.p. reduzierte
Kalziumkonzentrationen im Blut gefunden (MARTINEZ et al., 2012; RIBEIRO et
al., 2013). PRIEST et al. (2013) zeigten erhohte Leberwerte bei Kithen mit SE, die
zytologisch allerdings bereits an Tag 14 p.p. diagnostiziert wurde. Im Gegensatz zu
diesen Erlduterungen stehen Untersuchungen, in denen kein Zusammenhang
zwischen ketogener Stoffwechsellage und dem Auftreten von SE nachgewiesen

wird (SHIN et al., 2015).

2.1.3. Keimspektrum

Bakterien sind moglicherweise an der Etablierung puerperaler Immundysfunktions-
zustinde beteiligt oder stellen durch die Begiinstigung von KE indirekte Risiko-
faktoren fiir SE dar. Dafiir sprechen Untersuchungen, die das Vorhandensein von
a-hdmolysierenden Streptokokken und 7. pyogenes im Uterus am Tag 10 p.p. als
Risikofaktor fiir den Nachweis einer SE an Tag 24 p.p. fanden. E. coli und
koagulasenegative Staphylokokken beeinflussten das Auftreten von SE dagegen
nicht (SENS und HEUWIESER, 2013). Eine Zusammenfassung der Studien zum
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uterinen Mikrobiom von Kiithen mit und ohne Gebdrmutterentziindung bieten

DADARWAL et al. (2017).

Aktuell wird auBlerdem die Bedeutung spezifischer Virulenzfaktoren und
Bakterienstimme in der Pathogenese chronischer Gebirmutterentziindungen
diskutiert, wobei klinische Metritiden und Endometritiden im Zentrum der
Forschung stehen (LEBLANC et al., 2011). Vergleichende Untersuchungen der
Bakterienstimme, die von gebarmuttergesunden Kiihen und von Kiihen mit uteriner
Entziindung stammen, deuten darauf hin, dass Unterschiede in der Virulenz fiir die
Pathogenitit im Uterus bedeutsam sind. Vor allem die verstarkte Adhdsion an und
Invasion von endometrialen Epithel- und Stromazellen machen die schidigende
Wirkung von ,endometrial pathogenen E. coli‘ (SHELDON et al., 2010) und 7.
pyvogenes (SANTOS et al., 2010) aus. Daneben spielen synergistische Effekte
verschiedener Uteruspathogene, wie beispielsweise zwischen 7. pyogenes und
gram-negativen Anaerobiern wie E. coli, F. necrophorum und Prevotella-Spezies,
im friihen Puerperium eine Rolle (RUDER et al., 1981; DOHMEN et al., 1995;
SHELDON et al., 2006; WILLIAMS et al., 2007).

Wie in IL.2.1.1. erdrtert, ist allerdings ein Zusammenhang zwischen bakterieller
Besiedelung des Endometriums und SE nicht zuverlissig zu belegen (BARANSKI
et al., 2012; MADOZ et al., 2014). Sollten also bakterielle Infektionen in der
Pathogenese der SE vorkommen, so ist nicht zwingend mit ihrer Persistenz bis zum
Nachweis der SE ab Tag 21 p.p. zu rechnen (DRILLICH, 2014). Insgesamt ist
anzunehmen, dass der individuellen Immunantwort des Wirts auf eine
unspezifische puerperale Infektion des Uterus in der Pathogenese der SE eine
groflere Bedeutung zukommt als der Besiedelung mit spezifischen Uterus-

pathogenen (BARANSKI et al., 2012; WAGENER et al., 2017a).

2.2 Diagnose

Fiir die Diagnose der SE existiert bislang kein allgemein akzeptierter Goldstandard.
Zahlreiche Forschungsgruppen arbeiten an Methoden zu ihrer zuverldssigen
Erkennung. Die gro3e Problematik besteht in der eingeschrankten Vergleichbarkeit
verschiedener Studien, da angewandte Definitionen, Untersuchungsmethoden,
-kriterien und -zeitpunkte abweichen (DE BOER et al., 2014). Im Folgenden
werden Endometrium-Zytologie und -Histopathologie, Sonographie sowie neue

Ansitze in der Diagnostik der SE vorgestellt.
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2.2.1. Zytologische Untersuchung des Endometriums

Die zytologische Untersuchung stellt bisher die zentrale Technik zur Diagnose der
SE dar, da sie wenig invasiv und mit geringem materiellen Aufwand zu bewerk-
stelligen ist (MADOZ et al., 2014; PASCOTTINI und OPSOMER, 2016). Ihre
Anwendbarkeit unter Praxisbedingungen ist aufgrund des groflen =zeitlichen
Aufwands beschrinkt (LEBLANC, 2014). WAGENER et al. (2017a) diskutieren
den Einsatz auf Bestandsebene in der integrierten tierdrztlichen Bestandsbetreuung
fiir Betriebe mit unspezifischer Fruchtbarkeitsproblematik. Zwei Methoden werden
zur Gewinnung zytologischer Proben eingesetzt: Cytobrush (CB) und low-volume

uterine lavage (LVL).

Cytobrush: Bei der CB-Methode wird ein an einem Stab fixiertes Biirstchen, das in
einem Katheter geschiitzt liegt, unter manueller transrektaler Kontrolle in die
Gebédrmutter eingefiihrt. Im Uterus wird das Biirstchen aus dem Katheter
vorgeschoben, liber die Schleimhaut gerollt und nach Zuriickziehen in den Katheter
aus dem Genitaltrakt entfernt (KASIMANICKAM et al., 2004). Dabei werden
entweder das Corpus uteri (BARLUND et al., 2008; DUBUC et al., 2010a;
MCDOUGALL et al., 2011) oder ein Cornu uteri (KASIMANICKAM et al., 2004;
BARANSKI et al., 2012) beprobt. Das Biirstchen wird auf einem Objekttriger
ausgestrichen, fixiert und meist mit modifizierter Wright-Giemsa-Féarbung gefarbt
(KASIMANICKAM et al., 2004; BARLUND et al., 2008). Die CB-Methode gilt
als minimalinvasiv und fiihrte auch bei Beprobung vier Stunden nach KB nicht zu
einer negativen Beeintrichtigung der Konzeptionsrate (KAUFMANN et al., 2009).
Zur Ubereinstimmung der PMN-Gehalte von CB-Proben, die an verschiedenen
uterinen Lokalisationen gewonnen wurden, existieren bislang nur wenige Studien,
die zu uneinheitlichen Ergebnissen kommen (ELLENBERGER et al.,, 2006;
PASCOTTINI et al., 2016a). Bislang ist daher ungeklirt, ob der Zustand des
gesamten Endometriums anhand einer CB-Beprobung adédquat abgebildet wird.
Neben der zytologischen Beprobung kénnen mittels CB auch bakteriologische Pro-
ben gewonnen werden (PRUNNER et al., 2014b). Zur Gewinnung zytologischer
Proben bei der KB wurde das Cytotape entwickelt, ein an der Spitze eines

Besamungskatheters befestigtes Stiick Klebeband (PASCOTTINI et al., 2015).

Low-volume uterine lavage: Die LVL wird als Alternative zur CB-Technik
durchgefiihrt (GILBERT et al., 2005; SALASEL et al., 2010; CHEONG et al.,
2011; GALVAO et al., 2011). Durch einen transzervikal eingefiihrten Katheter wird
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eine definierte Menge einer Losung (z. B. sterile Kochsalzlosung) in den Uterus
appliziert. Nach vorsichtiger transrektaler Massage der Gebarmutter wird die
Fliissigkeit aspiriert und anschlieend zentrifugiert. Die Zellen des Pellets werden
auf einem Objekttrager ausgestrichen und analog zur CB-Zytologie fixiert, gefarbt
und ausgewertet (GILBERT et al., 2005). Der Anteil der wiedergewonnenen
Fliissigkeit wurde mit 10 % bis 25 % angegeben (GILBERT et al., 2005; GALVAO
et al., 2011), wobei dadurch keine Beeinflussung des PMN-Gehalts im Ausstrich
nachzuweisen war (KASIMANICKAM et al., 2005a).

Beprobungszeitpunkt: In der Regel wird fiir jede Studie ein Zeitraum p.p. innerhalb

der freiwilligen Wartezeit® als Beprobungszeitraum definiert. Seine Wahl
beeinflusst den Anteil zytologisch positiver Proben, da die beschriebene PPE und
die Gebarmutterinvolution tierindividuell bis zu 50 Tage p.p. andauern koénnen
(LEBLANC, 2008). In einigen Studien wird dies durch PMN-Grenzwerte
beriicksichtigt, die an den Beprobungszeitpunkt angepasst werden
(KASIMANICKAM et al., 2004; DUBUC et al., 2010a; GALVAO et al., 2011;
MADOZ et al, 2013). Generell steht die Relevanz frith p.p. zytologisch
diagnostizierter SE in der Diskussion. GALVAO et al. (2009) konnten eine
verlidngerte Giistzeit nur in Folge von SE nachweisen, die mit 35 oder 49 Tagen
p.p., nicht aber mit 21 Tagen p.p. detektiert wurde. Auch GABLER et al. (2010)
schlagen die zytologische Diagnostik der SE erst ab 25 Tagen p.p. vor.

Auswertung zytologischer Proben: Die Beurteilung der zytologischen Proben

geschieht durch Ermittlung des Anteils der PMN an der Gesamtzellzahl unter dem
Lichtmikroskop (KASIMANICKAM et al., 2004). Dabei werden entweder nur
PMN und Epithelzellen (DUBUC et al., 2010a) oder alle kernhaltigen Zellen
(Epithelzellen, Leukozyten; Ausschluss von Erythrozyten) (CHEONG et al., 2011)
beriicksichtigt. In einer systematischen Vergleichsstudie erwies sich die Aus-
zdhlung von 300 Zellen als verldsslichste Methode (MELCHER et al., 2014). Eine
hohe Intra- und Interobserver-Ubereinstimmung konnte bestitigt werden
(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; MELCHER et al., 2014).
Wiéhrend beide zytologischen Techniken (CB und LVL) zu weitgehend
iibereinstimmenden Ergebnissen fithren (KASIMANICKAM et al., 2005a;
BARLUND et al., 2008), wird die CB-Methode vorteilhafter bewertet: Vermutlich

2 Freiwillige Wartezeit: Zeitraum nach der Kalbung, innerhalb dessen die Kiihe noch nicht besamt
werden (HOEDEMAKER at al., 2014).
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beeintrachtigt die LVL-Technik durch den pH-Wert der Salzlésung und den
Zentrifugationsprozess die Integritit der Zellen. Deformierte Zellen sind licht-
mikroskopisch schlechter auszuwerten, wodurch die Intraobserver-Reproduzierbar-
keit leidet (0,85 bei CB bzw. 0,76 bei LVL) (BARLUND et al., 2008). Bei 17 %
der beprobten Tiere konnten KASIMANICKAM et al. (2005a) zudem in der LVL

keine Fliissigkeit zuriickgewinnen.

PMN-Grenzwert: Obwohl zytologische Untersuchungen in der Diagnose der SE

weitgehend akzeptiert sind, besteht groe Uneinigkeit iiber den anzuwendenden
PMN-Grenzwert (WAGENER et al., 2017a). Dieser wird zum Teil ohne weitere
Begriindung auf einen Wert festgelegt (GILBERT et al., 2005) oder durch
Vergleich mit einer Referenzmethode, wie beispielsweise der Histopathologie,
ermittelt (DE BOER et al., 2014). RegelmdBig findet auBerdem die statistische
Berechnung des PMN-Grenzwerts anhand des Einflusses auf die spitere
Fruchtbarkeit statt (DE BOER et al., 2014). Hierzu finden bei zahlreichen Autoren
ROC-Analysen Anwendung (KASIMANICKAM et al., 2004; MADOZ et al.,
2013; PASCOTTINI et al., 2016c). Dabei ist allerdings eine mogliche
Beeintriachtigung der Fruchtbarkeit durch andere Faktoren zu beriicksichtigen
(WAGENER et al., 2017a). Fiir pluripare Kiihe sind Werte zwischen 5 % und 18 %
in Abhéangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt iiblich. Tabelle 13 (S. 132) zeigt
einen Uberblick iiber die in verschiedenen Studien angewandten Grenzwerte unter
Beriicksichtigung des Untersuchungszeitraums und der dokumentierten Pravalenz.
Zwischen 21 und 62 Tagen p.p. wird die Anwendung eines Grenzwerts von 5 % als

sinnvoll erachtet (MADOZ et al., 2013).

2.2.2. Histopathologische Untersuchung des Endometriums

RegelmiBig wird die histopathologische Untersuchung als Referenz in der
Beurteilung endometrialer Veranderungen beim Rind herangezogen (STUDER und
MORROW, 1978; DE BOIS und MANSPEAKER, 1986; BONNETT et al., 1991a;
CHAPWANYA et al., 2010). Aufgrund des hohen Zeit- und Materialaufwands der
Biopsie sowie der groBen Héaufigkeit schlechter Probenqualititen (30 — 40 %
(BONNETT et al., 1991a; MEIRA et al., 2012)) wird sie in der Praxis nur selten
eingesetzt (PASCOTTINI und OPSOMER, 2016). Daneben besteht Uneinigkeit
hinsichtlich einer mdglichen negativen Beeintrachtigung der Fruchtbarkeit
(RAMIREZ-GARZON, 2017): Wéhrend ETHERINGTON et al. (1988) und
BONNETT et al. (1993) einen negativen Einfluss nachwiesen, beurteilten
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CHAPWANYA et al. (2010) und MERBACH (2011) die uterine Biopsie bei
angemessener Durchfiihrung als sichere Technik ohne Beeintriachtigung von
Fruchtbarkeit und Tiergesundheit. Diese unterschiedlichen Einschdtzungen

resultieren moglicherweise aus der Verwendung von Biopsiezangen verschiedener

Groflen.

Der direkte Vergleich der histologischen und zytologischen Untersuchungen ergibt
regelmiBig eine geringe Ubereinstimmung. Wird die Histopathologie als
Referenzmethode betrachtet, so zeigt die Zytologie eine niedrige Sensitivitdt bei
sehr hoher Spezifitit. Tiere, die in der Zytologie auffallen, haben héufig also auch
histologische Auffilligkeiten, wihrend histologisch detektierte Entziindungen nicht
zuverléssig zytologisch nachweisbar sind (MERBACH, 2011; MADOZ et al.,
2014; CENGIZ et al., 2016; PASCOTTINI et al., 2016b). Als Ursache werden zwei
Hypothesen angefiihrt: Zum einen beeinflusst der Zyklusstand die Zellpopulationen
eher in tieferen Schichten des Endometriums (PASCOTTINI et al., 2016b),
wihrend oberflachliche, zytologisch untersuchbare Lagen davon unbeeinflusst
bleiben (MADOZ et al., 2013; WAGENER et al., 2017a). Zum anderen kdnnen
mittels Biopsie auch Charakteristika chronischer Endometritiden wie Schadigung
des Epithels, Infiltration tieferer Schichten mit Entziindungszellen, Gefa3stauung
und Akkumulationen von Lymphozyten und Plasmazellen erfasst werden
(BONDURANT, 1999; MERBACH, 2011; CENGIZ et al.,, 2016). Ob diese
histologisch detektierbaren chronischen Alterationen im Endometrium einen
Einfluss auf die Fruchtbarkeit der Kuh nehmen, ist nicht abschlieBend geklart
(MADOZ et al., 2014; PASCOTTINI und OPSOMER, 2016). Erste Arbeiten
zeigten einen abnehmenden Besamungserfolg mit steigendem Schweregrad
histologisch diagnostizierter Endometritis (MERBACH, 2011). Bei Betrachtung
der Zytologie als Referenzmethode wiesen MEIRA et al. (2012) fiir die
histopathologische Untersuchung eine Sensitivitdt von 44 % und eine Spezifitit von
92 % nach. In dieser Untersuchung fiihrte die Histologie in 56 % der Fille zu

falschnegativen Diagnosen.

2.2.3. Sonographische Untersuchung

Die sonographische Beurteilung von Zervixdurchmesser, Grofe der Uterushorner,
Dicke des Endometriums und intrauteriner Fliissigkeitsansammlung bietet eine
nichtinvasive Methode zur Diagnose uteriner Entziindungen (LENZ et al., 2006).

Die Ubereinstimmung mit zytologischen Ergebnissen ist gering (Sensitivitit 50 %,
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Spezifitdt 88 %). AuBBerdem ist die Darstellung methodisch von der exakten Positio-
nierung der Sonde und zudem vom Zyklusstand abhéngig (KASIMANICKAM et
al., 2004; BARLUND et al., 2008; MEIRA et al., 2012). Aus diesen Griinden wird
die Sonographie allein nicht als zuverldssige Methode zur Diagnose der SE ange-
sehen (BARLUND et al., 2008). Die detaillierte Analyse von Verdnderungen der
endometrialen Echotextur stellt einen Ansatz dar, die Genauigkeit der Ultraschall-

untersuchungen in der SE-Diagnostik zu verbessern (POLAT et al., 2015).

2.24. Neue diagnostische Ansiitze
Vor dem Hintergrund der Diskrepanzen und der geringen Praxistauglichkeit

klassischer Untersuchungsmethoden sind neue Diagnoseansitze fiir SE aufge-

kommen, die sich in der Evaluierung befinden (WAGENER et al., 2017a).

Optische Dichte: Die photometrische Bestimmung der optischen Dichte (OD) von

Gebdrmutterspiilproben bei 620 nm zeigte im Vergleich mit der zytologischen
Diagnostik eine sehr gute Sensitivitdit und akzeptable Spezifitit (100 % bzw.
82,2 % bei OD-Grenzwert 0,059) (MACHADO et al., 2012). Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass die Diagnose ,Endometritis‘ ungeachtet klinischer Befunde
alle Tiere mit einem PMN-Gehalt von iiber 18 % in der LVL umfasste und damit

keine Differenzierung von KE und SE stattfand.

Leukozyten-Esterase-Test: Leukozyten-Esterase (LE) wird durch aktivierte PMN

sezerniert. [hr Nachweis dient als Indikator fiir den PMN-Gehalt in verschiedenen
Korperfliissigkeiten (RERKNIMITR et al., 2006). Die LE-Aktivitat wird mittels
Harn-Teststreifen in uterinen Spiilproben (CHEONG et al., 2012) oder Cytobrush-
Uberstinden (COUTO, 2010) bestimmt. Eine gute Ubereinstimmung mit dem
Anteil an PMN in zytologischen Proben konnte nachgewiesen werden, wobei ein
moglicher Verdiinnungsfaktor keine Beriicksichtigung fand (COUTO, 2010). Vor
ihrem breiten Einsatz als Alternative zur endometrialen Zytologie ist die weitere
Optimierung und Validierung dieser Methode erforderlich (CHEONG et al., 2012;
DENIS-ROBICHAUD und DUBUC, 2015b).

Direkter Zytokinnachweis in Gebarmutterspulproben: Der direkte Nachweis

verschiedener Zytokine wird mittels ELISA-Untersuchungen in Gebdrmutter-
spiilproben durchgefiihrt. So wurden bei Kiihen mit SE im Vergleich zu gebir-
muttergesunden Kontrolltieren an Tag 60 p.p. hohere Konzentrationen von IL6,

IL10 und Haptoglobin (Hp) nachgewiesen (BRODZKI et al., 2015b). Zwischen vier
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und sechs Wochen p.p. lag auBBerdem IL8 in hoheren Konzentrationen vor (KIM et
al., 2014). In ex vivo-Modellen wurde die vermehrte Sekretion von IL1B, IL6 und
IL8 nach Inkubation endometrialer Explants mit Bakterien oder PAMPs detektiert
(BORGES et al., 2012).

Molekularbiologische Untersuchungen: Die Untersuchung der endometrialen
Genexpression ermdglicht neue Erkenntnisse zur Pathogenese von Gebarmutter-
entzlindungen und die Charakterisierung potenzieller diagnostischer Marker auf
molekularbiologischer Ebene. Dabei zeigte sich iibereinstimmend eine Hoch-
regulation der mRNA-Expression von IL1A, IL1B, IL6, IL8, TNFa und PTGS2
(FISCHER et al., 2010; GABLER et al., 2010; GALVAO et al., 2011; GHASEMI
et al., 2012; KASIMANICKAM et al., 2014; PETER et al.,, 2015). Auch
antimikrobielle Peptide, darunter die Kalzium-bindenden Proteine SI00A8 und
S100A9, werden im Endometrium von Kiihen mit SE vermehrt exprimiert
(IBRAHIM et al., 2016). In ex vivo-Studien (Zell-/Explantkultur) konnten diese
Ergebnisse in Teilen bestitigt werden (DAVIES et al., 2008). Bei
molekularbiologischen Untersuchungen am Endometrium ist auf Unterschiede in
der Gewinnung der Gewebeproben hinzuweisen: Wihrend GALVAO et al. (2011)
und JANOWSKI et al. (2017) Endometrium-Bioptate verwendeten, setzten
GABLER et al. (2010), GHASEMI et al. (2012) und KASIMANICKAM et al.
(2014) endometriale Epithelzellen aus CB-Proben ein.

In einigen Studien wurde der Zusammenhang zwischen SE und Fruchtbarkeit
molekularbiologisch untersucht. Kiithe mit SE, die eine reduzierte Fruchtbarkeit
aufwiesen (Repeat Breeder’, RB), zeigten eine stirkere endometriale Gen-
expression von Mucin 1, TLR4, IL6 und IL8 im Vergleich mit SE-Kiihen, deren
Reproduktionsleistung unbeeintrachtigt war (KASIMANICKAM et al., 2014).

2.3. Privalenz

Zur Priavalenz der SE existieren zahlreiche Untersuchungen, die eine geringe
Ubereinstimmung zeigen. RegelmiBig werden Werte zwischen 12 % und 94 %
angegeben (KAUFMANN et al., 2009; SALASEL et al., 2010). Die Ursachen
dieser Diskrepanzen liegen in der Anwendung unterschiedlicher Definitionen,

Untersuchungsmethoden und -zeitpunkte sowie herdenspezifischer Faktoren

3 Repeat Breeder: Klinisch gesunde, zyklische Kiihe mit mindestens drei erfolglosen Besamungen
seit der letzten Kalbung.
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(DUBUC et al., 2010a; BARANSKI et al., 2012; WAGENER et al., 2017a).
BARANSKI et al. (2012) belegten dies durch eine Privalenzstudie, in der
unterschiedliche Herden, PMN-Grenzwerte und Beprobungszeitpunkte verglichen
wurden. Die Privalenz der SE betrug in Abhéngigkeit von den genannten Variablen
19 % bis 75 %. Dariiber hinaus findet der Ausschluss von Tieren mit PVD, anti-
biotischer oder hormoneller Vorbehandlung oder Problemen im Kalbeverlauf
uneinheitlich statt (KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005;
MADOZ et al., 2013; PRUNNER et al., 2014a). Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse
einiger Studien zur postpartalen SE-Pridvalenz bietet Tabelle 13 (S. 132). Zum
Zeitpunkt der KB wurde eine Prdvalenz der SE von 28 % nachgewiesen
(PASCOTTINTI et al., 2017a). Untersuchungen an Kiihen aus extensiver Weide-
haltung ergaben wiederholt eine geringere SE-Privalenz verglichen mit intensiven
Milchviehhaltungen. Als Begriindung wird die effizientere Beseitigung peripartal
eingedrungener Erreger infolge von weniger stark ausgeprigtem metabolischen
Stress herangezogen (MADOZ et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; MADOZ et al.,
2014).

24. Folgen

RegelmédBig wird ein negativer Effekt der SE auf die Fruchtbarkeitsleistung von
Milchkiihen berichtet, der an verschiedenen Fruchtbarkeitsparametern festgemacht
wird. Kithe mit SE zeigten im Vergleich mit gebdarmuttergesunden Kiihen in
Abhingigkeit von Untersuchungsmethode und -zeitpunkt um 18 % bis 70 %
reduzierte Erstbesamungserfolge und um 25 bis 88 Tage verlingerte Glistzeiten
(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008;
CHEONG et al., 2011; BARANSKI et al., 2012; PASCOTTINI et al., 2017b).
Einige Autoren fanden dariiber hinaus einen Zusammenhang zwischen SE und
verlangerter Rastzeit, reduzierter 300 Tage-Trachtigkeitsrate sowie hdherem
Besamungsaufwand (GILBERT et al., 2005; BARANSKI et al., 2013a). Auch im
Rahmen von extensiver Weidehaltung oder terminierten, hormonellen Besamungs-
programmen war eine negative Beeinflussung der Fruchtbarkeit durch SE nachzu-
weisen (MADOZ et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013). Einige Studien stellten
dagegen keine Beeinflussung der Furchtbarkeit durch das Auftreten von SE fest
(PLONTZKE et al., 2010; PRUNNER et al., 2014a; GOBIKRUSHANTH et al.,
2016). Bei der Beurteilung ist stets der Einfluss zusitzlicher Faktoren auf die

Fruchtbarkeit von Kiihen mit und ohne SE zu beriicksichtigen. Dazu zdhlen
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beispielsweise BCS, Milchleistung und Jahreszeit (PASCOTTINI et al., 2017b).
Zusitzlich ist bedeutend, ob und welches Therapieschema fiir Kithe mit SE

angewandt wird (BARLUND et al., 2008).

Untersuchungen an Embryonen, die nach Superovulation von Kiihen mit und ohne
SE gewonnen wurden, zeigten, dass eine zum Zeitpunkt der KB bestehende SE
einen negativen Effekt auf die Embryonen-Qualitit und -Quantitdt sowie deren
Genexpression hat (DRILLICH et al., 2012; HOELKER et al., 2012). LIMA et al.
(2013) beobachteten, dass mit 46 Tagen p.p. diagnostizierte SE zu einer reduzierten
Tréachtigkeitserhaltung zwischen 32 und 60 Tagen post inseminationem fiihrt.
Daher liegt die Uberlegung nahe, dass die friihe embryonale Mortalitit infolge
defizitdrer oder gestorter Interaktion zwischen Endometrium und Embryo einen
moglichen Mechanismus der beeintrdchtigten Fruchtbarkeit bei SE darstellt
(DRILLICH, 2014). Daneben wird die reduzierte Fruchtbarkeit von SE-Tieren als
Folge des Einflusses entziindlicher Vorgédnge im Uterus auf die ovarielle Zyklizitét
(z. B. verldngerter Anostrus, verldngerte Lutealphasen) beschrieben und kontrovers
diskutiert (MATEUS et al., 2002; SHELDON et al., 2002; GOBIKRUSHANTH et
al., 2016). Auch chronisch-degenerative Verdnderungen bei der Ausheilung
endometrialer Entziindungen wie Fibrose oder Atrophie der Uterindriisen sind als

Ursache der reduzierten Fruchtbarkeit denkbar (SHELDON et al., 2006).

SE wird als dtiologische Komponente des RB-Syndroms betrachtet. Bei RB-Kiihen
wurde SE mit einer Haufigkeit von 13 % (POTHMANN et al., 2015) bzw. 53 %
(SALASEL et al., 2010) nachgewiesen. POTHMANN et al. (2015) diskutieren,
dass anderen Faktoren, wie z. B. verdnderten Hormonprofilen oder Herdenmanage-

mentfaktoren, eine groBere Bedeutung in der RB-Pathogenese zukommt als der SE.

Die wirtschaftlichen Einbuflen infolge von SE ergeben sich hauptséchlich aus der
reduzierten Fruchtbarkeit. Jeder Tag der verldngerten Giistzeit kann mit 2 bis 5 $
veranschlagt werden (PLAIZIER et al., 1997; MEADOWS et al., 2005). Fiir die
Etablierung einer Trichtigkeit sind mehr Besamungen nétig und betroffene Kiihe
gehen frilher aus dem Betrieb ab als fruchtbare, gebarmuttergesunde Tiere
(GILBERT et al., 2005; BARANSKI et al., 2013a). Daneben sind Kosten fiir
Diagnostik und Behandlung sowie durch Wartezeit entstehende Einbuflen infolge

des Milchverwurfs zu beriicksichtigen (LEWIS, 1997).
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2.5. Therapie und Prophylaxe

Zur Behandlung von KE finden antibiotische und hormonelle Ansidtze sowie
Kombinationen aus beiden Anwendung (LEFEBVRE und STOCK, 2012;
LEBLANC, 2014). Die SE erfordert aufgrund ihrer Pathophysiologie eigens

angepasste Behandlungsstrategien, die bisher noch wenig erforscht sind.

Selbstheilungstendenz: Insgesamt ldsst sich eine hohe Selbstheilungstendenz

chronischer Endometritiden feststellen. Neben der korpereigenen Immunabwehr
spielt dabei der Eintritt der Brunst mit erhdhter Abwehrbereitschaft des Uterus eine
Rolle (DEKRUIF, 1999). Bei SE, die zwischen vier und fiinf Wochen p.p.
diagnostiziert wurde, war innerhalb von zwei bis drei Wochen eine
Selbstheilungsrate von 40 % bzw. 66 % zu verzeichnen (DUBUC et al., 2011;
BARANSKI et al., 2012; KASIMANICKAM et al., 2013).

Antibiotische und hormonelle Therapie: Die wenigen Studien, die zur Wirksamkeit

einer systemischen PGF2a-Therapie oder einer intrauterinen Applikation von
Antibiotika bei SE durchgefiihrt wurden, kamen zu uneinheitlichen Ergebnissen
(KASIMANICKAM et al., 2005b; DUBUC et al., 2011; LIMA et al., 2013;
DENIS-ROBICHAUD und DUBUC, 2015a). Unter Beriicksichtigung des
unregelméBigen Nachweises bakterieller Erreger, zunehmender Antibiotika-
resistenzen und der geringen Zahl belastbarer Studienergebnisse kann zu einer
antibiotischen oder hormonellen Therapie der SE nach aktuellem Stand der
Forschung nicht geraten werden (WAGENER et al., 2017a). Wird dennoch eine
antibiotische Therapie angestrebt, ist in Kenntnis hadufig auftretender antimikro-
bieller Resistenzen bakterieller Uteruspathogene (SANTOS et al., 2010) und unter
Berticksichtigung der Antibiotikaleitlinien (BTK, 2015) sowie der Bestimmungen
zur Antibiogrammpflicht (BMEL, 2018) vorab eine bakteriologische Untersuchung

mit Antibiogramm zu empfehlen.

Antiphlogistische Therapie: Die antiphlogistische Therapie stellt einen neuen Be-

handlungsansatz dar, der noch kaum erforscht ist. Die dreimalige Applikation eines
nichtsteroidalen Antiphlogistikums (NSAID) zeigte im Vergleich mit unbehandel-
ten Kontrolltieren einen positiven Effekt auf die Fruchtbarkeit von Kiihen mit SE,
die bereits mit 14 Tagen p.p. diagnostiziert wurde. Auf die Heilung der SE ergab
sich dabei kein positiver Effekt (PRIEST et al., 2013). Wurde Tieren mit klinischer
Mastitis zusdtzlich zur intrazisternalen antibiotischen Therapie ein NSAID verab-

reicht, so war eine Verbesserung der Fruchtbarkeit festzustellen (MCDOUGALL
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et al., 2016). Als mogliche Erkldrung kann die Unterbindung bekannter negativer
Eftekte klinischer Mastitiden auf die Fruchtbarkeit angebracht werden. Epidemio-
logische Untersuchungen belegten eine Beeintrdchtigung von Fruchtbarkeits-
parametern wie Konzeptionsrate und Giistzeit durch das Auftreten klinischer
Mastitiden (SANTOS et al., 2004). Daneben ist die direkte Wirkung von NSAIDs
auf bestehende uterine Entziindungen denkbar. Eine Erhebung der Gebarmutter-

gesundheit fand in der genannten Studie nicht statt (MCDOUGALL et al., 2016).

Prophylaxe: Die zentrale Aufgabe in der Prophylaxe der SE ist die Verbesserung
der Tiergesundheit in der Transitperiode (ALERI et al., 2016) und im frithen
Puerperium (LEBLANC, 2014) durch adidquate Managementpraktiken. Dabei
stehen geeignete Flitterungskonzepte, Haltungsstrategien und HygienemalBnahmen
im Mittelpunkt (LEWIS, 1997; COLAZO et al., 2009; INGVARTSEN und
MOYES, 2013). Zur frithzeitigen Erkennung behandlungswiirdiger puerperaler
Kiihe eignen sich routinemafige rektale und vaginale sowie ggf. auch zytologische
Kontrollen in den ersten Wochen p.p. (FOLDI et al., 2006). Als langfristige
MalBnahme ist zusdtzlich die genetische Selektion auf verstidrkte Krankheits-
resistenz anzustreben (ALERI et al., 2016). Erste Untersuchungsergebnisse zur
Impfung hochtriachtiger Kiihe gegen puerperale Infektionserreger (E. coli,
T. pyogenes, F. necrophorum) sind erfolgsversprechend: Eine verringerte
Privalenz puerperaler Metritiden sowie verbesserte Fruchtbarkeitsleistungen

konnten nachgewiesen werden (MACHADO et al., 2014).
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II1. MATERIAL UND METHODEN

In diesem Kapitel werden die Versuchstiere, die Probengewinnung und Proben-
untersuchung sowie das Vorgehen bei der Auswertung der erhobenen Daten
beschrieben. Die Dokumentation der eingesetzten Geréte, Materialien, Reagenzien
und Losungen sowie angewandte Pipettierschemata finden sich im Anhang dieser

Arbeit (vgl. IX.).

1. Probengewinnung

1.1. Versuchsbetrieb und -tiere

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Milchkiihe wurden im Lehr-, Versuchs-
und Fachzentrum fiir Milchvieh- und Rinderhaltung Achselschwang der
Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft gehalten. Die Unterbringung der
Versuchstiere erfolgte im Aullenklimastall mit planbefestigter Lauffliche und Tief-
streuboxen mit Sandbettwaben sowie Stroheinstreu. Die Herde bestand aus etwa
188 Milchkiihen (inkl. Trockenstehern) der Rassen Fleckvieh (ca. 60 %), Braun-
vieh (ca. 30 %) und Rotbunte (ca. 6 %) sowie einzelnen Vertretern extensiver
Rassen (Murnau-Werdenfelser, Pustertaler Schecke, Original-Braunvieh). In einem
rdumlich getrennten landwirtschaftlichen Betrieb fand die Jungtieraufzucht statt.
Die Fiitterung wurde iiber eine mit individuellen Milchleistungsfutterrationen auf-
gewertete Mischration aus Gras- und Maissilage, Heu, Stroh, Gerste, Koérnermais,
Rapsextraktionsschrot, Viehsalz, Futterkalk und Mineralfutter realisiert.
Laktierende Tiere waren in hochlaktierende sowie altmelkende Kiihe unterteilt und
erhielten Rationen entsprechend unterschiedlicher Energiedichte. Die durchschnitt-
liche Milchleistung der Herde betrug fiir das Jahr 2016 10.404 kg bei 4,01 % Fett-
und 3,57 % Eiweigehalt. Die Brunstbeobachtung erfolgte visuell durch das
Betreuungspersonal und wurde durch Aktivitdtsmessung mittels FuBBtranspondern
der Firma Westfalia (GEA Group, Diisseldorf) unterstiitzt. Besamungen wurden

durch den betreuenden Tierarzt etwa 12 Stunden nach Brunstbeginn durchgefiihrt.

Eine Genehmigung des Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzge-
setzes war von der zustindigen Behdrde erteilt worden (Regierung von Oberbayern,

Geschéftszeichen 55.2-1-54-2532-6-2016).
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1.2. Konstruktion des Probenentnahmegeriits

Zur Probengewinnung aus der Gebarmutter von Kiihen war in der Arbeitsgruppe
ein Probenentnahmegerit entwickelt und an Schlachtorganen evaluiert worden
(HILLMER, 2018). Fiir seinen Einsatz am Tier wurde es im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit geringfligig modifiziert. Nach einmaliger Passage des Gebidrmutter-
halses mit einem Arbeitskanal konnen dadurch unmittelbar aufeinanderfolgend
Uterussekret (US) sowie zytologische, histologische und bakteriologische Proben
aus dem bovinen Uterus gewonnen und anschliefend vergleichend untersucht
werden. Das Probenentnahmegerit besteht aus einem Arbeitskanal mit stumpfem
Mandrin, einem Schwidmmchen an einem Fiihrungsstab mit Adapter, einem
Biirstchen an einem Fiihrungsstab mit Schutzhiilse und einer Biopsiezange (vgl.
Abbildung 1). Um die Belastung der Tiere so gering wie mdglich zu halten und die
Probenentnahme unabhingig vom Zyklusstadium zu ermdglichen, sind alle
Bestandteile des Gerits Sonderanfertigungen mit kleinen Abmessungen von
maximal 4 mm AuBendurchmesser (AD). Die einzelnen Komponenten werden im

Folgenden beschrieben.

Abbildung 1: Probenentnahmegerit.

Das Probenentnahmegerdt besteht aus a)einem Arbeitskanal mit Mandrin, b) einem
Schwammchen an einem Fiihrungsstab, ¢) einem Biirstchen an einem Fiihrungsstab mit Schutz-
hiilse und d) einer Biopsiezange. Es dient der unmittelbar aufeinanderfolgenden Gewinnung
von Uterussekret sowie zytologischen, histologischen und bakteriologischen Proben aus dem
bovinen Uterus.
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1.2.1. Arbeitskanal und Mandrin

Den Arbeitskanal bildete ein 600 mm langes Rundrohr aus Edelstahl mit AD
4,0 mm und Innendurchmesser (ID) 3,5 mm bei einer Wandstirke von 0,25 mm.
An seinem vorderen Ende wurde die Wandstirke auf 0,75 mm erhoht, indem ein
5 mm langes Stiick eines zweiten Edelstahlrundrohrs mit AD 5,0 mm und ID
4,0 mm aufgesteckt und verldtet wurde. So wurde ein Abrunden der vorderen
Kanten auf einer Drehbank moglich. Rauheiten der Oberfliche wurden mit
Schleifpapier nachgearbeitet. Schleimhautverletzungen an Scheide, Zervix und
Uterus sowie die daraus resultierende Kontamination der Proben durch Blutungen

wurden dadurch auf das geringstmdgliche Mal3 reduziert.

Ein an der Spitze stumpfer Mandrin aus chirurgischem Stahl mit 3,2 mm Durch-
messer und 700 mm Lénge lag wéhrend der Zervixpassage im Arbeitskanal. Am
hinteren Ende wurde auf 600,5 mm Linge ein Stellring angebracht, der ein Vor-
schieben des Mandrins in den Arbeitskanal nur so weit zulie3, dass er diesen am
vorderen Ende um ca. 0,5 mm iiberragte. Der Mandrin diente dem Schutz des
Gewebes vor Verletzungen durch das vordere Ende des Arbeitskanals und
verhinderte beim Einfiihren eine Verunreinigung des Arbeitskanallumens durch

Sekrete aus Vagina und Zervix.

1.2.2. Merocel-Schwimmchen zur Gewinnung von Uterussekret

Als geeignetes Material fiir die Gewinnung von Schleimhautsekreten erwiesen sich
ophthalmische Schwammchen aus der Humanmedizin. Aufgrund ihrer definierten
Eigenschaften hinsichtlich der Aufnahme und Wiederabgabe von Zytokinen und
Immunglobulinen finden sie Anwendung in Untersuchungen zur lokalen Immunitét
sowie zu physiologischen und pathologischen Zustinden an Schleimhiuten
(ROHAN et al., 2000). In der Humanmedizin wurde damit beispielsweise
Zervikalschleim gewonnen und das Vorhandensein spezifischer Antikdrper nach
einer systemischen Immunisierung gegen humanes Papillomavirus iiberpriift
(NARDELLI-HAEFLIGER et al., 2003). CASTLE et al. (2004) identifizierten in
vergleichenden  Untersuchungen  dreier  verschiedener  ophthalmischer
Schwammchen das Merocel-Schwidmmchen als das fiir die Riickgewinnung
aufgenommener Immunmarker am besten Geeignete. Limitationen zeigten sich
dabei einzig in der Riickgewinnung von IL6 bei in vitro-Beladung sowie von IgG
bei in vivo-Anwendungen (CASTLE et al, 2004). Merocel-Material ist

hydroxyliertes Polyvinylacetat, das in einem chemisch-synthetischen Prozess
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hergestellt wird und biologisch vertrdglich ist. Durch die hochgradige Vernetzung
des Polyvinylalkohols entsteht ein Material mit offenen Poren, das hochabsor-

bierend und hydrophil reagiert (MEDTRONIC, 2009).

Im Projekt kamen zur US-Gewinnung 205 mm lange Merocel-Schwammchen der
Materialspezifikation ,CF 120 mit den Mallen 2 mm x 4 mm zur Anwendung. Sie
wurden mit einem Skalpell auf eine Lange von 102,5 mm gekiirzt und erhielten eine
Markierung 10 mm vom hinteren Ende entfernt. An dieser Markierung wurden die
Schwiammchen nach der Probenentnahme abgesetzt. So konnte fiir die Berechnung
des Verdiinnungsfaktors der US-Proben das Gewicht des trockenen Schwimm-
chens mit einem festen Wert eingerechnet werden (vgl. 111.2.2.2.). Die Schwidmm-
chen wurden ldngs aufgedrillt, damit sie bei der Probengewinnung unter leichtem
Drehen in den Arbeitskanal vorgeschoben werden konnten. Die Sterilisation der
Schwiammchen wurde durch Bestrahlung mit Gammastrahlen (Kobalt-60, Dosis

52,6 kGy) bei BBF Sterilisationsservice (Kernen-Rommelshausen) realisiert.

Als Fithrungsstab wurde ein Kunststoffrohr mit AD 3,2 mm und ID 2,2 mm
verwendet, das auf eine Linge von 830 mm gekiirzt und durch Einlegen in 70 %
Ethanol fiir 5 min desinfiziert wurde. An seinem Ende wurde mittels Heilkleber

das Schwammchen befestigt (vgl. 111.1.2.5.1.).

Um das Einfiihren der flexiblen Merocel-Schwammchen im Stall moglichst ziigig
und kontaminationsarm durchfiihren zu kénnen, wurden ,Adapter® verwendet. Sie
bestanden aus 160 mm langen Edelstahlrohren mit AD 5 mm und ID 3,5 mm. Am
vorderen Ende wurden sie auf einer Ldnge von 30 mm auf einen ID von 4 mm
(entspricht dem AD des Arbeitskanals) aufgebohrt. Bereits vor der Beprobung
wurden sie liber das Schwdmmchen und den vorderen Teil des Fiihrungsstabs
gestiilpt. Im landwirtschaftlichen Betrieb wurde der Adapter mit seinem weiteren,
vorderen Teil auf das hintere Ende des transzervikal positionierten Arbeitskanals
aufgesetzt. Ohne zusitzliche Handhabung und Kontakt zur Stallluft konnte das
Schwiammchen anschlieBend in den Arbeitskanal vorgeschoben werden. Eine
Markierung am Schwammchen-Fithrungsstab auf 730 mm (entspricht Linge
Arbeitskanal + Lange des englumigen Adapterstiicks) ermoglichte das passgenaue

Vorschieben des Schwidmmchens (vgl. Abbildung 2).
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Arbeitskanal passgenaues Aufstecken
im Teilanschnitt des Adapters auf das
hintere Ende des
Arbeitskanals

Adapter
im Teilanschnitt

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Arbeitskanals mit aufsitzendem
Schwimmchen-Adapter.

Die Konstruktion ermoglicht das ziigige und kontaminationsarme Einfithren des flexiblen
Merocel-Schwiammchens zur Uterussekretgewinnung in den Arbeitskanal.

1.2.3. Modifiziertes Cytobrush zur Gewinnung zytologischer Proben
Aufgrund der kompakten Abmessungen des Arbeitskanals war die Verwendung
eines modifizierten Cytobrush notwendig. Hierfiir wurde ein kommerzielles
Interdentalbiirstchen mit konischem Besatz (2,5 mm — 4,5 mm) verwendet. Nach
Dampfsterilisation wurde sein Metalldraht mittels HeiBkleber in der Offnung eines
780 mm langen Kunststoffrohrs mit AD 2,0 mm und ID 0,8 mm befestigt, das als
Fiihrungsstab diente. Um zu verhindern, dass die von dem Biirstchen aufgenomme-
nen Zellen im Inneren des Arbeitskanals abgestreift wurden, diente ein zweiter,
680 mm langer Kunststoffstab mit AD 3,2 mm und ID 2,2 mm als Schutzhiilse.
Dieser wurde auf einer Lange von 600 mm (entspricht Linge des Arbeitskanals)
mit einer Markierung versehen. Zur Probenentnahme wurde das Biirstchen im
Uterus kurz aus dieser Schutzhiilse hervorgeschoben und vor Entfernen aus dem
Arbeitskanal wieder in die Umhiillung zuriickgezogen. Fiihrungsstab und Schutz-
hiilse wurden vor Anbringen des Biirstchens durch Einlegen in 70 % Ethanol fiir

5 min desinfiziert.

1.2.4. Biopsiezange zur Gewinnung von Proben fiir die histopathologische
und molekularbiologische Untersuchung

Fiir die Gewinnung kleiner Schleimhautbioptate von ca. 6 mm x 3 mm x 2 mm

GroBe (LxBxH) aus der Gebarmutter wurde eine zu diesem Zweck konstruierte
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Biopsiezange mit Doppelloffel aus chirurgischem Edelstahl verwendet. Thr
Durchmesser betrug 3,0 mm bei einer Lange von 650 mm. Um trotz des geringen
Durchmessers bei groer Lange der Zange ausreichend Kraft zum Herausschneiden
der Bioptate auf die Kanten iibertragen zu kénnen, wurde einer der beiden Loffel
starr konstruiert, wiahrend der andere beim SchlieBen der Zange darauf gedriickt

wurde (vgl. Abbildung 1d, S. 25).

1.2.5. Priparation der Materialien

Merocel-Schwimmchen und Cytobrush mit Fithrungsstaben sind Einmalartikel und
wurden nach jeder Beprobung entsorgt. Arbeitskanédle, Mandrins, Adapter und
Biopsiezange wurden nach Reinigung und Desinfektion erneut zur Probenent-

nahme eingesetzt.

1.2.5.1. Einwegmaterial

Vor jedem Beprobungstermin fand die Priparation der notwendigen Anzahl an
Einweg-Instrumenten statt: Unter einer Sicherheitswerkbank wurden unter Ver-
wendung steriler Handschuhe und einer HeiB3klebepistole die sterilen Merocel-
Schwammchen an ihrem markierten Ende und die sterilen Biirstchen iiber ihren
Metalldraht in die Offnung der jeweiligen Kunststoffstiibe geklebt. Die dampf-
sterilisierten Adapterstiicke wurden iiber die Schwidmmchen und den vorderen Teil
der Fiihrungsstdbe gestiilpt und mit einem Klebestreifen in ihrer Position fixiert.
Die Biirstchen-Stab-Kombinationen wurden in die Schutzhiilse geschoben.
AnschlieBend wurden je ein pripariertes Merocel-Schwidmmchen und ein

Biirstchen in Sterilisationsfolie verpackt und verschweif3t.

1.2.5.2. Mehrwegmaterial

Die Arbeitskanidle mit Mandrins wurden einzeln in Sterilisationsfolie verpackt und
dampfsterilisiert. Auch die Biopsiezange wurde der Dampfsterilisation unterzogen.
Zwischen den Beprobungen eines Tages wurde die Biopsiezange zundchst mit
Wasser und einer Biirste gereinigt und anschlieBend bis zum Einsatz am néchsten
Versuchstier in 70 % Ethanol gelagert. Arbeitskandle und Mandrins wurden je

Betriebsbesuch nur einmal verwendet und anschliefend gereinigt und autoklaviert.
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1.3. Vorgehen bei der klinischen Untersuchung und Probenentnahme

Die Probenentnahme wurde bei Kiithen zwischen 43 und 62 Tagen p.p. durchge-
fithrt. Im Abstand von 14 Tagen fanden Bestandsbesuche auf dem Versuchsbetrieb
statt. Kiihe, die sich im genannten postpartalen Zeitfenster befanden, wurden vorge-
stellt und hierzu im Fressfanggitter fixiert. Zu jedem Versuchstier wurde ein ausfiihr-
licher Vorbericht aufgenommen (vgl. Abbildung 20, S. 142). Neben Signalement und
Leistung der Tiere wurden Informationen zum Verlauf der letzten Kalbung (Anzahl
und Vitalitit der Kéilber, Geburtshilfe, Stoffwechsel- und Puerperalstrungen, Behand-
lungen) sowie zur Gebarmuttergesundheit (Ergebnis der sog. Erstlingsuntersuchung
innerhalb von 20 bis 40 Tagen p.p.) dokumentiert. Behandlungen der Tiere innerhalb
von zwei Wochen vor dem Probenentnahmetermin wurden dokumentiert. Folgende
Behandlungen waren bei insgesamt vier Tieren, die spéter als gebdrmuttergesund
kategorisiert wurden, durchgefiihrt worden: Zwei Tiere mit Panaritium, Ceftiofur
s.c.; ein Tier mit Mastitis, Cefquinom intrazisternal; ein Tier mit Radialis-

quetschung, Romefen s.c. und Vitamin-B-Komplex s.c.

Jedes vorgestellte Tier wurde zunédchst einer kurzen Allgemeinuntersuchung unter
Beriicksichtigung der im Tierversuchsantrag definierten Abbruchkriterien unterzogen.
Tiere mit augenscheinlichen Symptomen einer klinischen Allgemeinerkrankung
wurden vom Versuch ausgeschlossen (vgl. Abbildung 21, S. 143). Die spezielle
gynédkologische Untersuchung und die Beprobung der Tiere wurden in einem
gesonderten Protokoll festgehalten (vgl. Abbildung 22, S.144). Die vaginale
Untersuchung fand unter Zuhilfenahme eines Rohrenspekulums nach Abelein statt.
Hierfiir wurde der Kuhschwanz mit einem Strick um den Hals der Kuh zur Seite
gebunden, die Scham griindlich mit feuchten Papiertiichern gereinigt und das ange-
feuchtete Spekulum unter Spreizen der Labien eingefiihrt. Mit Hilfe einer Taschen-
lampe wurden Form und Offnungsgrad der Portio vaginalis sowie Schleimhautfarbe
und Feuchtigkeit der Scheide befundet. Gegebenenfalls vorhandene Fliissigkeits-
ansammlungen wurden charakterisiert (z. B. Schleim, Eiter, Harn). Anschlieend
wurde eine manuelle rektale Untersuchung unter Verwendung eines Untersuchungs-
handschuhs sowie ausreichend Gleitgel durchgefiihrt. Hierbei wurden Symmetrie,
GroBe und Kontraktilitdt des Uterus sowie Grofle und Funktionsgebilde der Eierstocke
beurteilt. Anhand der Befunde der gynidkologischen Untersuchung wurde eine
klinische Diagnose hinsichtlich der Gebarmuttergesundheit gestellt (keine klinische

Endometritis/klinische Endometritis).
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Im Anschluss wurden die Proben aus der Gebarmutter gewonnen. Nach erneuter
Reinigung der Scham mit feuchten Papiertiichern wurde der Arbeitskanal mit
Mandrin unter manueller rektaler Kontrolle {iber die Scham durch Scheide und
Zervix gefiihrt. Sein Ende kam im Uterushorn ipsilateral zum dominanten
Funktionsgebilde auf dem Ovar (wenn vorhanden: Gelbkorper, ansonsten Blase)
zum Liegen. Ein iiber den Arbeitskanal gestiilpter Kunststoff-Schutziiberzug wurde
bei Erreichen des duleren Muttermunds durchstoBen; er diente einerseits der
Reduktion des Keimeintrags in den Uterus und verhinderte andererseits das
Eintreten von Zellen vaginalen Ursprungs in das Arbeitskanallumen. Nach
Entfernen des Mandrins wurde mit Hilfe des Adapters das an einem Kunststoffstab
befestigte Merocel-Schwdmmchen durch den Arbeitskanal in den Uterus
eingefiihrt. Ein Zurlickziehen des Arbeitskanals auf den letzten Zentimetern
ermdglichte die Lingsstreckung des Schwammchens im Uteruslumen und verhin-
derte sein Aufknédueln. Das Schwammchen blieb fiir zwei Minuten im Uteruslumen
liegen. Zur Optimierung der Fliissigkeitsauthahme wurde es wihrenddessen durch
Drehen seines Fiihrungsstabes vorsichtig rotiert. Stab und Schwidmmchen wurden
wieder durch den Arbeitskanal zuriickgezogen, das Schwidmmchen an der zuvor
angebrachten Markierung abgeschnitten und mittels einer Pinzette in ein Mikro-
Schraubrohrchen mit 300 pl vorgelegtem Extraktionspuffer (PBS mit 100 pg/ml
Aprotinin) verbracht. Im nichsten Schritt wurde das modifizierte Cytobrush in
seiner Schutzhiilse durch den Arbeitskanal ins Uteruslumen geschoben. Eine
geringe Bewegung des Arbeitskanals nach kranial vorab (ca. 3 — 4 cm) stellte die
Beprobung eines bisher unberiihrten Endometrium-Abschnitts sicher. Im Uterus
wurde das Biirstchen mit Hilfe des Fiihrungsstabs aus seiner Schutzhiilse vorge-
schoben, einmal um 360° iiber die Schleimhaut gerollt und nach Zuriickziehen in
die Schutzhiilse wieder aus dem Arbeitskanal entfernt. Der so gewonnene uterine
Schleimhautabstrich wurde umgehend in einem vom Stall abgetrennten Raum auf
zwei dampfsterilisierten Objekttrigern ausgestrichen. AnschlieBend wurde das
Biirstchen zur bakteriologischen Beurteilung iiber die Hilfte eines Columbia-
Schafblutagars gerollt. Darauthin wurde die Biopsiezange durch den Arbeitskanal
in den Uterus eingefiihrt und an zwei unterschiedlichen Lokalisationen des
beprobten Gebarmutterhorns wurde je ein Bioptat gewonnen. Eines der beiden
Bioptate wurde fiir die histopathologische Beurteilung in 1,5 ml 4 % Formalin, das
andere fiir die molekularbiologische Untersuchung in 1,5 ml RNAlater verbracht.

Nachfolgend wurde der Arbeitskanal aus dem Genitaltrakt entfernt.
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Die manuelle rektale Untersuchung wurde zur Uterusbefundung und Zyklusdiagnose
durch eine transrektale sonographische Untersuchung mit einer 10 MHz-Linearsonde
komplettiert. Der Zyklusstand wurde anhand der Présenz eines Gelbkorpers
angesprochen (vgl. Abbildung 3 und [11.3.1.2.). Zuletzt wurde eine Blutprobe aus der
Schwanzvene (V. caudalis mediana) entnommen. Die Blutprobe diente der
Bestimmung der Plasmakonzentrationen der im Uterussekret untersuchten
Analyten, sodass eine rechnerische Korrektur der Blutkontamination der
Uterussekretproben moglich war (vgl. 111.2.2.3. und I11.2.2.5.). Alle Proben wurden
nach ihrer Gewinnung umgehend auf Eis gelagert, wobei die Blutproben in Papier-

tiicher eingewickelt wurden, um ein Gefrieren zu verhindern.

Follikel

Gelbkorper

Abbildung 3: Sonographische Darstellung der Eierstocke zur Zyklus-
diagnose (beispielhaft).

a) Lutealphase: Ovar mit Bliitegelbkorper und Follikel; b) Follikelphase: Ovar mit dominantem
Follikel; mittig: Maf3stab in cm

2. Laboruntersuchungen

2.1. Probenbearbeitung und -konservierung

Die gewonnenen Proben wurden gekiihlt auf Eis innerhalb von maximal drei
Stunden in das Labor der Klinik fiir Wiederkduer der LMU Miinchen transportiert
und dort bearbeitet. Die Blutproben wurden bei 3.363 xg und Raumtemperatur fiir
10 min zentrifugiert. Etwa 1,5 ml der Plasmaiiberstande wurden in Reaktionsgefdf3e
tiberfiihrt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Die formalin-
fixierten Endometrium-Bioptate wurden iiber Nacht bei 6 °C im Kiihlschrank auf-
bewahrt und am nichsten Tag ungekiihlt per Post an das Institut fiir Veterinér-
Pathologie der Universitit Leipzig verschickt. Die RNAlater-fixierten
Endometrium-Bioptate wurden bis zur Verwendung fiir die molekularbiologische
Untersuchung bei -80 °C tiefgefroren. Sie dienten als Back-up fiir die seltenen
Fille, in denen die formalinfixierte Probe histopathologisch nicht auswertbar war,

und wurden bei Bedarf nach Leipzig versandt.
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2.2. Untersuchung des Uterussekrets

2.2.1. Extraktion des Uterussekrets

Die Extraktion des Uterussekrets (US) aus den Merocel-Schwidmmchen wurde in
Anlehnung an das Extraktionsprotokoll nach CROWLEY-NOWICK et al. (1997),
optimiert nach ROHAN et al. (2000), durchgefiihrt. Die nach der Probengewinnung
in Mikrorohrchen mit 300 pl Extraktionspuffer verbrachten Schwammchen wurden
in den Einsatz von Filterrohrchen mit einer Cellulose-Acetat-Membran mit Poren-
grofle 0,45 um gegeben. Im Mikroréhrchen zuriickbleibende Fliissigkeit wurde
iiberpipettiert. Durch Zentrifugation der Filterrohrchen bei 14.000 xg und 20 °C fiir
15 min wurde das US extrahiert. Anschliefend wurden die Schwimmchen in neue
Filterrohrchen tiberfiihrt, in denen durch Zugabe von 300 pl Extraktionspuffer und
anschlieBende Zentrifugation bei 14.000 xg und 20 °C fiir 15 min ein zweiter
Extraktionsschritt durchgefiihrt wurde. Die beiden eluierten Volumina wurden in
einem Mikrorohrchen kombiniert und nach der Bestimmung der Blutkontamination
(vgl. 1I1.2.2.3.) bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C tiefgefroren. Als
zusitzliche Quelle zur bakteriologischen Untersuchung wurde der Filtereinsatz des
zuerst verwendeten FilterrOhrchens nach Zentrifugation und Entnahme des
Schwiammchens mit sterilem Abstrichbesteck ausgetupft und der zur Halfte mit

Cytobrush-Material beschickte Schafblut-Agar damit bestrichen.

2.2.2. Bestimmung des Verdiinnungsfaktors

Bei jedem Tier wurden unterschiedliche Mengen US gewonnen, die anschlieBend
mit je 2x 300 ul Extraktionspuffer aus den Merocel-Schwammchen gespiilt
wurden. Daher war fiir jede US-Probe ein individueller Verdiinnungsfaktor D zu
beriicksichtigen. Dieser errechnet sich nach ROHAN et al. (2000) aus der Masse
des Schwammchens vor (y, trocken) und nach (x, feucht) der Probenentnahme
sowie dem Gewicht des zugegebenen Extraktionspuffers (ndherungsweise 0,6 g bei

600 pl mit Dichte 1,005 g/ml) wie folgt:

_(x—y)+06g
=

D Formel 1

Die Konstruktion des Probeentnahmegerits sowie die Probengewinnung unter
Stallbedingungen lieBen kein exaktes Wiegen der Merocel-Schwidmmchen
unmittelbar vor und nach der Beprobung zu. Daher wurde die Formel an die

gegebenen Bedingungen angepasst. Die Masse des durch das Schwadmmchen
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aufgenommenen Sekrets m(US) errechnet sich durch

m(US) =ml1—-m0—-0,3g—0,053g Formel 2

m1 bezeichnet dabei die Masse des Filterrohrchens mit dem nassen Schwdmmchen
und 300 pl Extraktionspuffer. m0 beschreibt die Leermasse des Filterrohrchens.
Das trockene Schwammchen (y) wird mit 0,053 g eingerechnet. Dieser Wert ergab
sich in Vorversuchen, bei denen wiederholt das Gewicht der trockenen Schwiamm-
chen nach Abschneiden an der gesetzten Markierung (Streifen von 2,0 mm x

4,0 mm x 92,5 mm) bestimmt wurde. Der Verdiinnungsfaktor D ergibt sich als

_ mUS)+06g
B m(US)

Formel 3

Alle Wigungen wurden auf einer temperaturstabilen Prézisionswaage mit Wind-
schutz auf 0,001 g genau durchgefiihrt. US-Proben mit D groBer 50 wurden von der

weiteren Untersuchung und Auswertung ausgeschlossen.

2.2.3.  Quantifizierung der Blutkontamination

Eine der Probenentnahmetechnik geschuldete Kontamination der US-Proben mit
Blut aus kleinen Schleimhautverletzungen war nicht immer zu vermeiden
(vgl. Abbildung 4). Moglicherweise beeinflusst dieser Bluteintrag die
Konzentration der untersuchten Analyten in der Probe. Ist im Blut mehr Analyt
vorhanden als lokal, so wird die US-Probe iiberschitzt. Ist dagegen im Blut weniger

Analyt vorhanden als lokal, so entsteht ein Verdiinnungsetfekt.

Um diese Verzerrung rechnerisch zu korrigieren, wurde die Quantifizierung der
Blutkontamination in US-Proben durch photometrische Messung bei 570 nm
realisiert, um oxygeniertes und desoxygeniertes Himoglobin gleichermallen zu
erfassen (ZIJLSTRA und BUURSMA, 1997; SHETH et al., 2012). Hierzu wurden
verschiedene Blutverdiinnungsstufen photometrisch gemessen und so eine
Standardkurve erstellt, anhand derer der prozentuale Blutanteil jeder US-Probe

bestimmt werden konnte.
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Abbildung 4: Verschiedene Grade der Blutkontamination von Uterussekret-
proben.

Die angegebenen Prozentzahlen stellen den photometrisch anhand einer Standardkurve
bestimmten Blutvolumenanteil (Blut%) in der gewonnenen Uterussekretprobe dar.

Zur Erstellung der Standardkurve wurden Merocel-Schwidmmchen mit je 100 pl
Vollblut von zehn Tieren der Versuchsherde beladen, was in etwa der durchschnitt-
lich bei HILLMER (2018) gewonnenen Menge US entsprach. Anschliefend
wurden die Proben identisch zu den US-Proben prozessiert (vgl. 111.2.2.1.). Die
Eluate galten im Folgenden als 100 %-Wert, entsprachen also einer US-Probe, die
vollstindig aus Blut bestand. Danach wurden fiir jedes der zehn Eluate Verdiin-
nungsreithen mit PBS erstellt und photometrisch bei 570 nm gemessen. Zur
Berechnung der Standardkurve mit zwolf Standardpunkten (0,1 % bis 100 %)
wurde fiir jede Verdiinnungsstufe der Mittelwert aus der optischen Dichte (OD) von
10 Proben verwendet. Die Formel zur Berechnung der prozentualen Blutkonta-

mination Blut% einer US-Probe ergab sich zu

Blut% = 242 - 0D? + 118 - 0D + 0,24 Formel 4

wobei OD die optische Dichte der Probe bei 570 nm beschreibt. Die Nachweis-
grenze lag bei 2,18 % Blut in der unverdiinnten US-Probe. Fiir Werte, die rechne-
risch unter dieser Grenze lagen, wurde mit einer Blutkontamination von 2,18 %
kalkuliert. US-Proben, die zu mehr als /3 aus Blut bestanden (Blutkontamination
>33 %) wurden von der weiteren Untersuchung und Auswertung ausgeschlossen.
Die OD jeder US-Probe wurde mit Hilfe eines Nanophotometers in dreifacher Wie-
derholung anhand je 1 pl Probenvolumen bei 570 nm bestimmt. Durch Einsetzen

des Medians in obige Formel wurde die prozentuale Blutkontamination errechnet.
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2.24. PMN-Chemotaxis-Assay

Zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt von US wurde ein Chemotaxis-Assay
durchgefiihrt. Hierbei wurde dessen Kapazitit untersucht, iiber chemotaktisch
wirksame Botenstoffe PMN zu aktivieren und anzulocken. Dies ldsst sich in einer
sog. Transmigrationskammer realisieren: Zwei aufeinanderliegende Wells werden
durch eine 10 pm dicke Membran getrennt, durch deren 3 pm gro3e Poren PMN
aktiv zum chemotaktischen Reiz wandern miissen (BOYDEN, 1962). Im unteren
Well wurde US vorgelegt und in das obere Well wurde eine PMN-Suspension mit
definierter Zell-Konzentration pipettiert. Nach Inkubation wurde die Zahl der durch
die Membran in das untere Well gewanderten Zellen mittels Durchflusszytometrie
(fluorescence-activated cell sorting, FACS) gemessen und die relative Transmigra-
tionsrate 7; durch Vergleich mit einer Positivkontrolle bestimmt. Das chemotak-

tische Potenzial der eingesetzten Proben konnte so relativ quantifiziert werden.

2.24.1. PMN-Gewinnung

Mittels Dichtegradientenzentrifugation und Erythrozytenlyse wurden PMN aus
venOsem Vollblut eines gesunden Versuchstiers der Klinik fiir Wiederkduer isoliert.
Fir die gesamte Versuchsreihe wurde Blut derselben Kuh verwendet, um
individuelle Unterschiede in der Leukozytenpopulation auszuschlieen. Eine
Genehmigung des Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes
war von der zustindigen Behorde erteilt worden (Regierung von Oberbayern,

Geschéftszeichen 55.2-1-54-2532.0-85-14).

Dichtegradientenzentrifugation zur Zellseparation

15 ml Vollblut wurden 1:2 mit PBS verdiinnt und anschlieBend vorsichtig mit
Phasentrennung iiber 15 ml Easycoll (Dichte 1,077 g/ml), die in einem 50 ml
Rohrchen vorgelegt wurden, geschichtet. Durch Zentrifugation bei 1.300 xg und
10 °C fiir 30 min ohne Bremse wurden die Blutbestandteile separiert (vgl.
Abbildung 5): Im Erythrozytensediment waren die PMN enthalten; dariiber befand
sich die Phase des Trennmittels Easycoll, auf der in einer feinen Schicht die
mononukledren Zellen als sog. ,Interphase‘ lagen. Als oberste Schicht lag das

Plasma auf. Plasma, Interphase und Easycoll wurden abpipettiert und verworfen.
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Vollblut Plasma

mit PBS
Interphase

Easycoll

Easycoll Erythrozytensediment

mit PMN

a) ™ b)
Abbildung 5: Dichtegradientenzentrifugation.
a) Phasentrennung beim Uberschichten von Easycoll mit Vollblut, verdiinnt mit PBS 1:2

b) Auftrennung der Blutbestandteile nach Zentrifugation

Hypotone Erythrozytenlyse

Das PMN-enthaltende Erythrozytensediment wurde mit PBS auf 10 ml aufgefiillt.
Die Lyse der Erythrozyten geschah durch Zugabe von 20 ml Aqua dest. und
Schwenken fiir 20 s. Mit 20 ml 2xPBS wurde die Lysereaktion gestoppt. Nach
Zentrifugation bei 220 xg und 4 °C fiir 8 min ohne Bremse wurde am Rohrchen-
boden ein weiBes Pellet aus PMN sichtbar. Der Uberstand wurde dekantiert, das
Pellet in 10 ml PBS resuspendiert und der Lyse-Schritt wiederholt. Danach folgte
ein Waschschritt: Das Pellet wurde in 20 ml PBS aufgenommen und erneut wie
zuvor zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und das PMN-Pellet
in 3 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellzahl der PMN-Suspension wurde
in einem automatischen Hdmatologiesystem bestimmt, um nachfolgend durch

Verdiinnen mit Medium eine Zellzahl von 5 - 10 Zellen/ml einzustellen.

2.2.4.2. Transmigrationstest

Zum Einsatz kam eine 48-Well-Transmigrationskammer mit Boden- und Deck-
platte aus Acryl (vgl. Abbildung 6). Die Wells der Bodenplatte wurden mit je
25 -28 ul US-Probe bzw. Positiv- oder Negativkontrolle unter Bildung eines
positiven Fliissigkeitsmeniskus beschickt. Als Positivkontrolle wurde rekombinan-
tes, humanes IL8 (rhIL8) in einer Konzentration von 100 ng/ml verwendet. Die

Negativkontrolle bildete der Extraktionspuffer des US (PBS mit 100 pg/ml
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Aprotinin). Die US-Proben wurden im Doppelansatz eingesetzt. Positiv- und
Negativkontrolle wurden jeweils im sechsfachen Ansatz pipettiert. Anschlieend
wurde die Polycarbonatmembran vorsichtig aufgelegt. Sie bildete im Folgenden
den Boden der oberen Wells. Eine dariibergelegte Silikonmatte diente der
Abdichtung der Wells gegeneinander und verhinderte so ein IneinanderflieBen der
Proben. Zuletzt wurde die Deckplatte aufgesetzt und mit Schraubmuttern fixiert. In
jedes der oberen Wells wurden 50 pl der PMN-Suspension (5 - 10° Zellen/ml) und
somit etwa 250.000 Zellen pipettiert. Die beschickte Transmigrationskammer

inkubierte fiir zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

F

0 L :
. @ ‘ : . : : ‘ :t fii ? * > Deckplatte
@ 7 } Bodenplatte

- —

Abbildung 6: Transmigrationskammer in a) Draufsicht und b) Seitenan-
sicht.

PK: Positivkontrolle; NK: Negativkontrolle

Im Anschluss wurde die Kammer auf Eis gelagert und die Zellsuspension der
oberen Wells, welche die nicht gewanderten Zellen beinhaltete, abpipettiert und
verworfen. Die Deckplatte wurde gleichzeitig mit der Silikonmatte und der
Membran abgenommen. Die Fliissigkeit der unteren Wells wurde resuspendiert, um
adhidrente Zellen von der Wand zu 16sen. AnschlieBend wurden 25 ul davon in
ReaktionsgefdiBe mit je 25 ul Zellkulturmedium pipettiert, um das fiir die

Durchflusszytometrie ndtige Run-Volumen von 20 pul zzgl. Vorlauf zu erreichen.

2.2.4.3. Durchflusszytometrie und Fluoreszenzfirbung

Die Quantifizierung der nach Aktivierung in die unteren Wells gewanderten Zellen
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Mit Hilfe dieser Methode konnen sowohl
ungefarbte als auch fluoreszenzmarkierte Zellen gezdhlt und charakterisiert werden
(RADBRUCH, 2000). Zur Auswertung der Daten wurde die zum Durchflusszyto-

meter gehdrende Software verwendet.

Die Zellsuspensionen der unteren Wells wurden im Flow-System aufgenommen

und iiber sich verjiingende Rohrensysteme zu einer kapillaren Diise geschickt. In
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der sog. Durchflusszelle passieren die Einzelzellen einen fokussierten Laserstrahl.
Dort werden sie gezéhlt und das entstehende Streu- und ggf. Fluoreszenz-Licht wird
detektiert. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der GroBBe und Komple-
xitdt der Zellen: Das Vorwirtsstreulicht (Forward-Scatter, FSC) beschreibt die
Beugung des Lichts im stumpfen Winkel und ist abhingig vom Zellvolumen. Das
Seitwértsstreulicht (Sideward-Scatter, SSC) bezeichnet die Lichtbrechung im rech-
ten Winkel und wird durch die Granularitét der Zellen sowie intrazelluldre Vesikel
beeinflusst. Die Zellen des Blutes kdnnen so bereits ungefarbt differenziert werden.

Zusiatzlich konnen fluoreszenzmarkierte Zellen detektiert werden.

Der Anteil an biologischem Material im eingesetzten US storte die Darstellung der
migrierten PMN. Bei diesen kleinen Partikeln geringer Granularitit handelte es sich
moglicherweise um Schleimbestandteile oder Zelltriimmer des US. Um die PMN
dennoch differenziert darzustellen, wurde vor der Messung im Durchflusszytome-
ter eine Fluoreszenzfiarbung der Zellsuspensionen durchgefiihrt. Fluoresceiniso-
thiocyanat(FITC)-gekoppelte anti-bovin-CD11b-Antikorper aus der Maus markie-
ren spezifisch Leukozyten. CD11-Molekiile sind Glykoproteine, die als sog.
Integrine auf der Oberfldche aller Leukozyten vorkommen. Von den drei verschie-
denen CDI11-Untergruppen CDI11a, CD11b und CDll1c tritt v.a. CD11b nach
Rekrutierung aus intrazelluldren Granula prominent auf der Oberfldache aktivierter
PMN auf und vermittelt die Endothel-Adhérenz der Zellen (MAZZONE und
RICEVUTI, 1995). Zur Zellsuspension der unteren Wells wurden jeweils 5 pl anti-
bovin-CD11b-Antikoérper (Konzentration 0,01 mg/ml) gegeben. Nach einer
Inkubation von 30 min im Dunkeln wurden die Proben im Durchflusszytometer
gemessen. Durch stichprobenartige durchflusszytometrische Charakterisierung von
US vor dem Einsatz in der Transmigrationskammer konnte sichergestellt werden,
dass keine intakten Zellen (PMN, Epithelzellen) in den US-Proben vorhanden

waren, die das Ergebnis hitten verfdlschen konnen.

Zur Auswertung wurden die Ergebnisse als Punktdiagramme dargestellt. Zunédchst
wurde in der Positivkontrolle anhand der Darstellung von FSC und SSC ein Gate
fir die PMN erstellt. Die darin befindlichen Zellen wurden nur als ,Events®
(gewanderte PMN) gezdhlt, wenn sie nach CD11b-Markierung in der Fluoreszenz-
Darstellung im gesetzten Gate auftauchten (Gate M1, vgl. Abbildung 7). Zur
vergleichenden Auswertung verschiedener Messungen wurden gleichbleibende

Gates am Durchflusszytometer verwendet. Das Run-Limit wurde auf 20 pl gesetzt.
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Abbildung 7: Darstellung der PMN mittels Durchflusszytometrie.

Gezeigt werden Forward-Scatter (FSC) und Sideward-Scatter (SSC) fiir Positiv- (PK) und
Negativkontrolle (NK) sowie fiir zwei Tiere mit unterschiedlicher relativer Transmigrationsrate
T: (Tier 102: 0,7 %, Tier 104: 29,2 %). Dabei werden nur die fluoreszenzmarkierten Zellen
dargestellt (Gate M1). Der markierte Bereich beinhaltet die gewanderten PMN.

Zur Bewertung des chemotaktischen Potenzials der US untereinander wurde ihre
relative Transmigrationsrate 7, im Verhéltnis zur Positivkontrolle rhIL8 (entspricht
100 %-Wert) errechnet. Um Schwankungen innerhalb der eingesetzten PMN-

Population zu beriicksichtigen, wurde dabei der Mittelwert der sechsfach

pipettierten Positivkontrolle jeder Platte verwendet.

durchschnittliche Events der Probe
100 Formel 5

r= durchschnittliche Events der Positivkontrolle .
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2.2.5. AlphaLISA-Untersuchung

Zum direkten und spezifischen Nachweis verschiedener Biomarker im US wurde
die AlphaLISA(Amplified luminescent proximity homogeneous assay - linked
immunosorbent assay)-Technologie angewandt. Thr Prinzip beruht auf der fluoro-
metrisch detektierbaren Energieiibertragung zwischen sog. Donor- und Akzeptor-

Beads (Kiigelchen) nach Bindung des nachzuweisenden Analyten in der Probe.

Anregung | Emission
680 nm 0, 615 nm

e~

bovines IL8

o

biotinyliertes
anti-bovin IL8

Streptavidin
Donor-Beads anti-bovin IL8 konjugierte
Akzeptor-Beads

Abbildung 8: Darstellung des AlphaLISA-Prinzips am Beispiel ILS.

Die Anregung von Donor-Beads mit 680 nm fiihrt zur Abspaltung von reaktivem Singulett
Sauerstoff ('0). Die rdumliche Nihe zwischen Akzeptor- und Donor-Beads infolge der
Bindung ihrer gekoppelten Antikérper an den Analyten (hier: IL8) ermdglicht die Energie-
iibertragung von 'O, auf Akzeptor-Beads und Emission bei 615 nm (modifiziert nach
PERKINELMER (1998))

Werden Donor-Beads mit Licht der Wellenldnge 680 nm angeregt, so fiihrt dies zur
Abspaltung von reaktivem Singulett Sauerstoff (!02). Diese Sauerstoffmolekiile
mit je einem einzelnen angeregten Elektron kdnnen sich wahrend ihrer Halbwerts-
zeit von 4 ps liber eine Entfernung von 200 nm bewegen. Befinden sich Akzeptor-
Beads innerhalb dieser Reichweite, kommt es zur Energieiibertragung von Singulett
Sauerstoff auf die Akzeptor-Beads und zu einer messbaren Emission bei 615 nm.
Sind keine Akzeptor-Beads in rdumlicher Néhe, fillt das angeregte Sauerstoft-
molekiil wieder in seinen Ausgangszustand zuriick und kein Signal ist messbar (vgl.
Abbildung 8). Im AlphaLISA sind die Beads mit spezifischen Antikérpern gegen
die Zielsubstanz gekoppelt. Durch Bindung an in der Probe vorhandenes Antigen
wird die fiir ein messbares Signal notwendige raumliche Ndhe zwischen Akzeptor-
und Donor-Beads hergestellt. Die Starke des emittierten Signals bei 615 nm ist pro-
portional zur Menge Analyt in der Probe und kann durch das Mitfithren von

Standardkurven auf jeder Platte in Konzentrationen umgerechnet werden. Zur Be-

stimmung der Nachweisgrenze wird auf jede Platte ein 12-facher sog. ,Background*
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pipettiert, bei dem anstelle von Probe Assaypuffer eingesetzt wird. Das Lower
Detection Limit (LDL) wird durch Addition des Mittelwerts der Background-
Signale mit ihrer dreifachen Standardabweichung und anschlieBendes Ablesen der
zugehorigen Konzentration in der Standardkurve ermittelt. Auf diese Weise wird
die Konzentration an Analyt ermittelt, die definitiv vom Hintergrundrauschen, das
beispielsweise durch zufillig in gegenseitiger Ndhe befindliche Akzeptor- und
Donor-Beads entsteht, unterschieden werden kann (PERKINELMER, 1998). Fiir
die statistische Auswertung werden fiir Proben, bei denen die Konzentrationen der
Analyten unterhalb des LDL liegen, jeweils die niedrigsten pipettierten Standard-
konzentrationen des jeweiligen Analyten eingesetzt (vgl. Tabelle 8, S. 70).

Als groBBe Vorteile dieser Methode fiir die Untersuchung von US stellen sich die
Moglichkeit der Verwendung sehr kleiner Probenvolumina ab 1 ul sowie die
Eignung des Tests filir unterschiedlichste Probenqualitdten dar. Dariiber hinaus
ermoglicht die weite dynamische Range des Tests (4-5 log) die Quantifizierung

verschiedener Analyten im bisher noch wenig charakterisierten bovinen US.

Mittels AlphalLISA wurden die Konzentrationen von IL1B, IL6, IL8, IL17A sowie
IL10 im US bestimmt. Zur anschlieBenden rechnerischen Korrektur der Ergebnisse
um den Eintrag an Analyten durch Blutkontamination wurden von allen Tieren auch
Plasmaproben untersucht. Die Durchfiihrung geschah dabei nach Herstellerangaben
auf 384-Well-AlphaPlates, wobei das Protokoll fiir 2 ul Probenvolumen angewandt
wurde. Um kleine Probenvolumina genau zu pipettieren, wurde eine 0,1 — 2,5 pl-
Pipette mit dazugehorigen PCR-Spitzen (0,1 —20 pl) verwendet. Lediglich fiir
IL10 fand das Protokoll fiir 5 pul Probenvolumen Anwendung, da in Vorversuchen
sehr geringe Mengen IL10 im US detektiert wurden. Die Verdiinnung der Reagen-
zien sowie die notwendigen Pipettierschritte werden in IX.3.1.3. beschrieben. Die
Standards wurden im Dreifachansatz, die Proben im Doppelansatz pipettiert. Bei
Variationskoeffizienten der Doppelwerte von > 10 % wurde die Untersuchung der
Proben wiederholt. Die Donor-Beads sind lichtempfindlich und wurden daher unter
Abdunkelung mit Filtern pipettiert (< 100 lux) und im Dunkeln inkubiert. Am
Mikroplattenreader war die Aufriistung mit einem Laser fiir Alpha-
Screen/AlphalLISA/AlphaPlex notwendig. Folgende Messeinstellungen wurden
angewandt: Excitation 680 nm, Emission 615 nm, Excitation time 0,30 s,

Integration start 0,36 s, Integration time 0,40 s.
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Durch Korrektur der mittels AlphaLISA im US gemessenen Konzentrationen um
Verdiinnungsfaktor (vgl. 111.2.2.2.) und Blutkontamination (vgl. 111.2.2.3.) wurde
die absolute Konzentration der Zielsubstanz in reinem Uterussekret c(UScalc)

rechnerisch ermittelt. Der Verdiinnungsfaktor wurde wie folgt berticksichtigt:

c(US) = D - ¢(USyerdiinnt) Formel 6

Dabei beschreibt ¢(USyerinnt) die Konzentration des jeweiligen Analyten im
analysierten, verdiinnten und blutkontaminierten US, D den Verdiinnungsfaktor
nach der Extraktion des US aus dem Merocel-Schwiammchen (vgl. 111.2.2.2.) und

c(US) die Konzentration des Analyten im unverdiinnten, blutkontaminierten US.

Der rechnerischen Korrektur der Blutkontamination liegt die Uberlegung zugrunde,
dass ¢(US) durch die Analyt-Konzentrationen in reinem US und Plasma sowie die
Anteile von Blut und US an der Gesamtprobe bestimmt wird:

US% Us 4 Blut%
100 C( CalC) 100

c(US) = - ¢(Plasma) Formel 7

Dabei stellt Blut% die prozentuale Blutkontamination der US-Probe dar (vgl.
I11.2.2.3.), ¢(UScac) die rechnerische Konzentration des Analyten im reinen,
unverdiinnten US und c(Plasma) die Konzentration des Analyten im Plasma. Der

Anteil an reinem US an der Probe US% ergibt sich als:

US% = 100 % — Blut% Formel &

Durch Einsetzen und Umformen ldsst sich die Konzentration ¢(UScaic) berechnen.

Blut%
D - C(USverdﬁnnt) - TOO C(Plasma)

c(UScaie) = Blut% Formel 9
~ 100

Zur statistischen Auswertung der AlphaLISA-Untersuchungen wurden die
rechnerisch ermittelten Konzentrationen c(UScic) verwendet. Lag c(USverdiinnt)
unterhalb des LDL, so wurde auch fiir ¢(UScac) die niedrigste pipettierte

Standardkonzentration des jeweiligen Analyten eingesetzt.
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2.3. Zytologische Untersuchung

Die mittels modifiziertem Cytobrush gewonnenen zytologischen Proben des
Endometriums wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme auf zwei Objekttragern
ausgestrichen und luftgetrocknet (vgl. III.1.3.). Im Labor wurden sie gemil

Herstellerangaben mittels Haema-Schnellfarbung geférbt:

= Objekttriger 5 s in Fixierlosung tauchen, abtropfen lassen
= Objekttriger 5 s in Farbelosung I (Eosin) tauchen, abtropfen lassen
= Objekttriger 5 s in Farbelosung I (Azur) tauchen, abtropfen lassen

= Objekttrager mit Aqua dest. abspiilen, trocknen lassen

Die Beurteilung geschah durch médanderformige Begutachtung der Ausstriche am
Lichtmikroskop bei 400-facher VergroBerung unter Verwendung von Immersions-
0l. Dabei wurde der prozentuale Anteil der PMN an einer Gesamtzahl von 300
kernhaltigen Zellen (endometriale Epithelzellen und Leukozyten) beurteilt. Die
Auswertung von 300 Zellen je Ausstrich zeigte bei Untersuchungen von
MELCHER et al. (2014) die grofSite Genauigkeit und Wiederholbarkeit in der
Diagnose subklinischer Endometritiden. Je Tier wurden zwei Objekttrager durch
zwel bzgl. der Anamnese und klinischen Untersuchung geblindete, fiir alle Proben
gleichbleibende Untersucher beurteilt. Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert
der vier erhaltenen Einzelwerte verwendet. Ein Grenzwert von 5 % PMN wurde fiir

die Diagnose der SE angewandt (MADOZ et al., 2013).

24. Untersuchung der Endometrium-Bioptate

Von jedem Versuchstier wurden zwei Bioptate der uterinen Schleimhaut
gewonnen. Eines davon diente der histopathologischen Untersuchung und wurde in
4 % Formalin fixiert. Das zweite Bioptat wurde in RNAlater fixiert und fiir die

molekularbiologische Untersuchung verwendet (vgl. 111.1.3.).

24.1. Histopathologische Untersuchung

Die Autfbereitung der formalinfixierten Endometrium-Bioptate fand am Institut fiir
Veterindr-Pathologie der Universitit Leipzig nach etablierten Routineverfahren
statt (MERBACH, 2011; RODENBUSCH, 2011). Die Proben wurden zunichst
iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und in Paraplast eingebettet. Mit
Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden ca. 3 —4 pm diinne Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager aufgezogen. Die Farbung erfolgte mit Himalaun-Eosin (HE)
(MULISCH et al., 2015).
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Aufgrund von Besonderheiten des bovinen Endometriums war in HE-gefarbten
Préaparaten eine eindeutige Differenzierung von endometrialen Stromazellen und
Lymphozyten nicht immer moglich: Das Stratum compactum stellt sich dicht und
zellreich dar und die Stromazellen erscheinen kompakt, rund und z. T. leicht
basophil und damit den Lymphozyten dhnlich. Daher wurde in unklaren Féllen der
immunhistochemische Nachweis des T-Lymphozyten-Markers CD3 mit polyklo-
nalen Antikopern (Kaninchen-anti-human) nach der Peroxidase-anti-Peroxidase-
Methode durchgefiihrt. Eine detaillierte Beschreibung zur Durchfiihrung dieser
Untersuchung findet sich bei KLOSE (2015).

Die Beurteilung der Proben am Lichtmikroskop nahm Herr Prof. Schoon vom Insti-
tut fiir Veterindr-Pathologie der Universitit Leipzig vor. Zur histomorphologischen
Einteilung und Graduierung endometrialer Verdnderungen fanden am Institut
etablierte Verfahren Anwendung (MERBACH, 2011). Dabei wurden vor allem
entziindliche Veridnderungen beurteilt und nach ihrem Charakter (eitrig, gemischt-
zellig, lymphoplasmazelluldr) und Grad (angedeutet, gering-, mittel-, hochgradig)
kategorisiert (vgl. Abbildung 23, S. 145).

2.4.2. Molekularbiologische Untersuchung

Die Verinderung ihrer Genexpression stellt die zentrale Reaktionsweise von Zellen
auf sich dndernde Bedingungen und Anforderungen dar. Die Reverse Transkriptase
quantitative real-time PCR (RT-qPCR) bietet eine Moglichkeit zur Darstellung
dieser verdnderten Genexpressionsmuster durch den quantitativen Nachweis
spezifischer messengerRNA (mRNA). Die mRNA wird nach Extraktion aus
Gewebeproben mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RT) in komplementére
DNA (cDNA) umgeschrieben. Polymerasen und spezifische Primer ermdglichen
die Amplifikation umgrenzter cDNA-Abschnitte, die einzelne Gene
charakterisieren. Interkalierende Farbstoffe, die nach Anlagerung an
doppelstringige DNA fluoreszieren, machen das PCR-Produkt im Verlauf der
Reaktion optisch messbar (HIGUCHI et al.,, 1993; BUSTIN, 2000). Die
Durchfiihrung und Beschreibung der RT-qPCR erfolgte unter Beriicksichtigung der
MIQE-Guidelines (minimum information for publication of quantitative real-time
PCR experiments) nach BUSTIN et al. (2009). Das Ziel ist, eine hohe Transparenz
zur kritischen Evaluation der dargestellten Ergebnisse sicherzustellen sowie die

Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Untersuchungen zu gewéhrleisten.
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2.4.2.1. RNA-Extraktion aus Endometrium-Bioptaten
Fiir die Extraktion der Gesamt-RNA aus den bei -80 °C in RNAlater konservierten
Endometrium-Bioptaten wurden Lysetubes mit 2,4 — 2,8 mm Keramik-Beads sowie

ein konventionelles RNA Kit verwendet.

Die Proben wurden aufgetaut, zusammen mit je 400 pl Lysepuffer in die Lysetubes
iiberfiihrt und in einem Homogenisator fiir 2x 1 min mit 1 min Pause
homogenisiert. Ein sich anschlieBender Zentrifugationsschritt der Lysetubes bei
13.000 xg fiir 1 min bewirkte, dass noch vorhandene grobe Gewebebestandteile
absanken und nicht in die weitere Verarbeitung aufgenommen wurden.
Nachfolgend wurde die RNA-Extraktion entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt: Der Uberstand der Lysetubes wurde auf eine DNA-bindende Siule
iibertragen und bei 10.000 xg fiir 2 min zentrifugiert. Genomische DNA wurde
dabei von der Sdule gebunden, das Filtrat enthielt die Gesamt-RNA. Letzteres
wurde mit 70 % Ethanol versetzt, auf eine RNA-bindende Séule pipettiert und bei
10.000 xg fiir 2 min zentrifugiert. Dabei wurde die RNA an die Sdule gebunden. Es
folgten zwei Waschschritte mit 500 pul bzw. 700 pl Waschpuffer und jeweils
Zentrifugation bei 10.000 xg fiir 1 min. Dadurch wurde die Reinheit der
extrahierten RNA optimiert. Eine Trockenzentrifugation bei 10.000 xg fiir 2 min
sorgte im Anschluss flir ein moglichst vollstindiges Entfernen des Waschpuffers.
Zuletzt wurde die RNA mittels 80 pul RNAse-freiem Wasser und Zentrifugation bei
6.000 xg fiir 1 min aus der Sdule geldst und in das Eluat gespiilt. Dieses Eluat
enthielt die Gesamt-RNA der Probe und wurde auf 3 Reaktionsgefdfle aufgeteilt,
die bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert wurden. 2 pul wurden fiir die
Bestimmung der RNA-Integritdt mit Chip verwendet. 10 ul wurden als Template
in die cDNA-Synthese eingesetzt. Das restliche Volumen wurde bei -80 °C

asserviert.

2.4.2.2. Bestimmung der RNA-Integritiit und -Konzentration

Da RNA instabil und empfindlich gegeniiber ubiquitdr vorkommenden RNAsen ist,
fand vor dem weiteren Einsatz der RNA-Proben in der RT-qPCR eine Qualitéts-
sicherung statt (FLEIGE und PFAFFL, 2006). Die Uberpriifung der Integritit der
extrahierten RNA geschah mittels automatisierter Gelelektrophorese unter Einsatz
eines Experion Automated Electrophoresis Systems. Zundchst wurden 2 ul jeder
RNA-Probe sowie eine im Experion RNA Analysis Kit mitgelieferte Leiter fiir

2 min auf 70 °C erhitzt und anschlieend fir mindestens 5 min auf einem Kiihlrack
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abgekiihlt. Unter Berlicksichtigung der Herstellerangaben wurde die Gel-Stain-
Solution hergestellt und der RNA StdSens Chip vorbereitet (Beladen mit Gel-Stain-
Solution, Priming in der Priming Station, Beladen mit Loading-Buffer). Je 1 ul
RNA-Probe wurde auf den Chip aufgetragen. Nach Mischen in der Vortex Station
wurde der Chip in die Automated Electrophoresis Station eingelegt, die auto-

matisiert die Gelelektrophorese durchfiihrte.

Zur Auswertung der Ergebnisse diente die Experion Software, welche ma3geblich
ribosomale RNA (rRNA) beurteilt, da diese mit 85 — 90 % die grofte Fraktion der
Gesamt-RNA darstellt (vgl. Abbildung 9). Der RNA Quality Index (RQI)
beschreibt die Integritdt bzw. Degradierung der RN A und wird durch Vergleich der
Elektropherogramme der Probe mit denen standardisiert degenerierter RNA ermit-
telt. Fiir seine Berechnung wird ein Algorithmus aus den Signalstirken an drei
Regionen des Elektropherogramms (28S-, 18S-, pre-18S-Region) gebildet
(DENISOV et al., 2008). 28S- und 18S-Peaks erscheinen bei intakter RNA
prominent, wahrend bei degradierter RNA 18S- und pre-18S-Regionen in den
Vordergrund treten. Der Wertebereich des RQI erstreckt sich von 10 (intakte RNA)
bis 1 (hochgradig degradierte RNA). FLEIGE und PFAFFL (2006) bezeichneten
Proben mit RQI-Werten grofer fiinf als gute, groer sieben als perfekte Gesamt-
RNA-Qualitdt. Fiir die weitere Prozessierung wurden RNA-Proben mit RQI grofler
fiinf verwendet. Neben dem RQI-Wert wurde im Experion System die Konzentra-
tion der RNA in ng/ul bestimmt. Eine Verdiinnung der Proben auf einheitliche

Nukleinsdure-Konzentrationen fand erst nach dem Umschreiben in cDNA statt.

Stichprobenartig wurden einzelne RNA-Proben im Nanophotometer untersucht und
der Quotient der OD bei Anregung mit 260 nm und 280 nm (A260/A280) bestimmt.
Da Nukleinsduren, Proteine und Phenole unterschiedliche Absorptionsmaxima
aufweisen (Nukleinsduren bei 260 nm und Proteine bei 280 nm), wird der Quotient
A260/A280 als Kriterium fiir die Reinheit von Nukleinsduren verwendet. Fiir reine
RNA wird ein Wert von iiber 2,0 angestrebt (GLASEL, 1995). Liegt der Quotient
darunter, so spricht dies fiir eine Verunreinigung der Probe mit Proteinen oder

Phenolen.
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Abbildung 9: Virtuelles Gel (links) und Elektropherogramme (rechts) einer
automatisierten Gelelektrophorese.

Tier 5 mit hoher RNA-Integritit (RQI 9,4;); Tier 12 mit geringerer RNA-Integritit (RQI 5,8).
RQI: RNA Quality Index als MaB fiir die Integritét bzw. Degradierung von RNA, Wertebereich
10 (intakte RNA) bis 1 (hochgradig degradierte RNA); c¢(RNA): RNA-Konzentration

2.4.2.3. cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Fiir den Einsatz in der qPCR ist das Umschreiben der RNA in cDNA durch das
Enzym Reverse Transkriptase (RT) notwendig. Um sicherzustellen, dass von der
extrahierten Gesamt-RNA nur die mRNA umgeschrieben wurde, kamen Oligo-dT-
Primer zum Einsatz, die komplementdr zum Poly(A)-Schwanz eukaryotischer
mRNA sind. Alle bei der cDNA-Synthese eingesetzten Reagenzien wurden von
einem Hersteller bezogen. Als Enzym wurde eine H(-)-Punktmutante der RT
verwendet. Der Ansatz wurde gemill Herstellerangaben im 25 pl-Protokoll in

RNAse- und DNAse-freien ReaktionsgefdBen mit 0,2 ml Volumen durchgefiihrt.

Zundchst wurden 10 ul RNA-Probe mit 1 pl Oligo-dT-Primer gemischt, im
Thermocycler fiir 5 min auf 70 °C temperiert und anschlieBend flir mindestens
5 min auf einem Kiihlrack abgekiihlt. Danach wurden jeweils 14 pl Mastermix
(vgl. IX.3.2.) zu jedem RNA-Oligo-dT-Primer-Gemisch pipettiert und folgendes

Temperaturprogramm im Thermocycler durchlaufen:

= 10 min bei 38 °C: Aktivierung der Reversen Transkriptase
* 50 min bei 46 °C: Reverse Transkription
* 15 min bei 70 °C: Enzym-Denaturierung

= 15 min auf Raumtemperatur abkiihlen lassen
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Einzelne RNA-Proben wurden dariiber hinaus mit einem Mastermix ohne Zusatz
von RT umgeschrieben (-RT). Sie dienten in der anschlieBenden qPCR als zusitz-
liche ,Negativkontrollen® zum Ausschluss mdglicher Kontaminationen mit geno-

mischer DNA.

2.4.2.4. Konzentrationsbestimmung der cDNA

Nach Abkiihlen der cDNA-Proben auf Raumtemperatur wurde durch Messung ihrer
OD bei 260 nm am Nanophotometer eine Konzentrationsbestimmung durchge-
fiihrt. AnschlieBend wurden die cDNA-Proben mit RNAse-freiem Wasser auf eine
einheitliche Konzentration von 200 ng/ul eingestellt. Zur Beurteilung der Reinheit
der cDNA-Proben wurde der Quotient A260/A280 bestimmt (vgl. 111.2.4.2.2.). Ein
Wert von mindestens 1,8 wird fiir reine DNA angestrebt (GLASEL, 1995). Bis zur

weiteren Bearbeitung wurden die Proben bei -20 °C tiefgefroren.

2.4.2.5. Quantitative real-time PCR

Die qPCR basiert auf dem Prinzip der konventionellen PCR und ermdéglicht neben
der Amplifikation auch die Quantifizierung von DNA-Molekiilen. Der Reaktions-
ansatz, der neben der DNA-Probe Primer, Desoxyribonukleotide (ANTPs) sowie
das Enzym Polymerase enthilt, durchlauft dabei im Thermocycler 40 — 50 Zyklen

aus jeweils drei Reaktionsschritten:

» Denaturierung: Durch Erhitzen auf 95 °C wird der bestehende DNA-
Doppelstang aufgebrochen.

* Annealing: Durch Absenken der Temperatur auf 55 °C bis 65 °C (primer-
abhingig) kommt es zur spezifischen Primeranlagerung an die DNA-
Einzelstringe.

= Extension: Am Temperaturoptimum der DNA-Polymerase von 72 °C findet

die Amplifikation des komplementéren Strangs am 3‘-Ende der Primer statt.

Im Gegensatz zur konventionellen PCR wird bei der qPCR durch den Einsatz
interkalierender Farbstoffe wie SYBR Green, die nach Anlagerung an doppel-
strangige DNA fluoreszieren, das PCR-Produkt in Echtzeit optisch messbar und
dadurch quantifizierbar gemacht. Daher findet nach jedem Zyklus eine fluoro-
metrische Messung des Reaktionsansatzes zur Quantifizierung der vorhandenen
doppelstringigen DNA-Molekiile statt. Die gemessene Fluoreszenz ist direkt
proportional zur Menge doppelstrangiger DNA und zeigt einen typischen Verlauf
tiber die Zykluszahl, da sich die Menge vorhandener DNA bei einer
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Reaktionseffizienz von 100 % in jedem Zyklus verdoppelt: In den ersten Zyklen
tritt in der Regel kein messbares Signal auf. In Abhédngigkeit von der urspriinglich
in der Probe vorhandenen Menge Target-spezifischer DNA zeigt sich ab einer
bestimmten Zykluszahl ein zundchst exponentieller Anstieg der Fluoreszenz, der
iiber einen linearen Abschnitt in eine Plateauphase iibergeht, in der im
Reaktionsansatz essentielle Komponenten wie Primer oder dNTPs fiir eine weitere
Amplifikation nicht mehr ausreichend verfligbar sind. Die Zykluszahl, an der die
Fluoreszenz einen definierten Grenzwert iibersteigt und in die exponentielle Phase
iibergeht, wird als C-Wert (cycle threshold, auch Cq-Wert, quantification cycle)
bezeichnet. Der Ci-Wert ist abhingig von der urspriinglich in der Probe
vorhandenen Menge spezifischer DNA und stellt somit ein Mal} fiir die in der
Ausgangsprobe vorhandene Menge Target-spezifischer mRNA dar (KUBISTA et
al., 2006). Die Amplifikationskurven der Proben und Standards zeigen in der Regel
einen parallelen Verlauf, weshalb die exakte Lage des Grenzwerts innerhalb einer

Platte fiir die Beurteilung nicht ausschlaggebend ist.

Nach Abschluss der gPCR kann durch schrittweises Erhitzen des PCR-Produkts
und fluorometrische Bestimmung dessen Schmelztemperatur ermittelt werden. Bei
Erreichen dieser Temperatur brechen die Doppelstringe der Zielsequenz aufund es
kommt zu einem sprunghaften Abfall der Fluoreszenz. Der Vergleich der
ermittelten, spezifischen Schmelztemperatur mit einem Erwartungswert, der
anhand der Nukleotidsequenz des Targets bestimmt wird, dient als Kontrolle, ob

spezifisch die Zielsequenz amplifiziert wurde.

Die absolute Quantifizierung der PCR-Produkte wird durch das Mitfiihren einer
Standardkurve des jeweiligen Targets moglich. Definierte Verdiinnungen aufgerei-
nigter Plasmide, welche die Zielsequenz enthalten, durchlaufen die qPCR zusam-
men mit den Proben. Durch Auftragen ihrer Ci-Werte gegen ihre logarithmierten
Konzentrationen wird die Standardkurve entwickelt, an der die Kopienzahlen der
Proben in der Einheit Kopien/ul abgelesen werden konnen. Auf jeder Platte wurde
eine Standardkurve mit fiinf Standardpunkten definierter Konzentrationen (10°,

10°, 10, 10°, 10? Kopien/ul) mitgefiihrt.

Fiir die Endometrium-Bioptate wurde die Genexpression der Zytokine IL1B, IL6,
IL8, IL10 und TNFa, der Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2) sowie
des antimikrobiellen Peptids S100A9 untersucht. Hierfiir wurden die in Tabelle 1

aufgeflihrten Primer eingesetzt. Informationen zur Lage der Primer im jeweiligen
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Gen sowie zu ihrer Schmelztemperatur sind im Anhang dieser Arbeit zu finden (vgl.

Tabelle 15, S. 141). Die Primer wurden durch biomers.net (Ulm) und eurofins

Genomics (Ebersberg) synthetisiert.

Tabelle 1: Primer-Sequenzen fiir die RT-qPCR.
Gen for- und rev-Primer (5° — 3°) bp Referenz Acc. No.
for TTCTCTCCAGCCAACCTTCATT NEUVIAN
ILIB o ATCTGCAGCTGGATGTTTCCAT 93 ?2?011)' M35589
e for GGAGGAAAAGGACGGATGCT los HILLMER NM_1739
rev TCTGCGATCTTTTGCTTCAGGAT (2018) 232
ILs for CCTCTTGTTCAATATGACTTCCA lgo YANGet NM_1739
rev GGCCCACTCTCAATAACTCTC al. (2008) 25
IL10 for TGACTTTAAGGGTTACCTGGGTT 131 HILLMER NM_17 40
rev GCTTCTCCCCCAGTGAGTTC (2018) 88
INFo for CTTCTGCCTGCTGCACTTCG \sc YANGet NM_1739
rev GAGTTGATGTCGGCTACAACG al. (2008) 66
PTGS2 for CTCTTCCTCCTGTGCCTGAT 459 ODAUet  AF03169
rev CTGAGTATCTTTGACTGTGGGAG al. (2006) 8
for GGCTAGGGCACTATGACAC LIND etal. NM 0010
S100A9 179 ' —
rev GGCCACCAGCATAATGAAC (2015) 46328

RT-qPCR: Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR; for: forward-Primer; rev:
reverse-Primer; bp: Linge des Amplikons in Basenpaaren; Acc. No.: Zugangsnummer zur
Nukleotid-Sequenz in der National Center for Biotechnology Information (NCBI)-Datenbank
Die qPCR wurde unter Verwendung eines handelsiiblichen PCR Kits nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach dem Auftauen wurden Primer, Standards
und Proben unter Riitteln fiir 5 min auf 60 °C erhitzt, um an den Reaktionsgefdal3en
adhirente DNA zu 16sen. Der Mastermix (vgl. IX.3.2.) wurde an einem isolierten
Arbeitsplatz pipettiert. In einer transparenten 96-Well PCR-Platte wurden jeweils
19 ul/Well Mastermix vorgelegt und anschlieend je 1 ul/Well cDNA-Probe
(200 ng/ul), Standard oder RNAse-freies Wasser als Negativkontrolle (NTC)
zugegeben. Die cDNA-Proben wurden dabei im Doppelansatz, die Standards und
NTCs im Dreifachansatz pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte mit einer
transparenten PCR-Folie abgeklebt, kurz zentrifugiert und in den Thermocyler
eingesetzt. Die qPCR wurde als zweistufige Reaktion durchgefiihrt (vgl. Tabelle 2).
Lediglich fiir das Gen PTGS2 wurde ein dreistufiges Protokoll angewandt
(vgl. Tabelle 3).
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Tabelle 2: Temperaturprotokoll der zweistufigen qPCR (IL1B, IL6, ILS,
IL10, TNFa, S100A9).

Anzahl Zyklen Temperatur Zeit Funktion

1 95 °C 2 min Aktivierung der Polymerase
95 °C 5s Denaturierung der Doppelstringe
40 60 °C 15s Primeranlagerung und Extension

fluorometrische Bestimmung
Schmelzkurve: Autheizen in 0,5 °C-Schritten von 60 — 95 °C

gPCR: quantitative real-time PCR; IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor a; ST00A9:
antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine

Tabelle 3: Temperaturprotokoll der dreistufigen qPCR (PTGS2).

Anzahl Zyklen Temperatur Zeit Funktion

1 95 °C 2min Aktivierung der Polymerase
95 °C 5s Denaturierung der Doppelstringe
60 °C 10s Primeranlagerung
0 72 °C I5s Extension

fluorometrische Bestimmung

Schmelzkurve: Autheizen in 0,5 °C-Schritten von 60 — 95 °C

gPCR: quantitative real-time PCR; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2

Zur Beurteilung der Qualitdt jedes qPCR-Laufs wurden mit Hilfe der Software
TOptical Effizienz und Bestimmtheitsmafl der Standardkurve, Verhalten der
Negativkontrollen sowie Schmelztemperatur und -kurve des PCR-Produkts
analysiert. Lag die Effizienz der Standardkurve oder ihr Bestimmtheitsmal}
auBerhalb der Referenzwerte (90 % - 110 % bzw. >0,985), blieb keine der NTCs
negativ oder wurde nicht die Target-spezifische Schmelztemperatur gemessen, so
wurde die Untersuchung der Platte wiederholt. Proben wurden erneut untersucht,

wenn die Standardabweichung im Doppelansatz mehr als 0,7 Zyklen betrug.

2.5. Bakteriologische Untersuchung

Bei jedem Versuchstier wurden von zwei unterschiedlichen Quellen Proben fiir die
bakteriologische Untersuchung gewonnen, mit denen jeweils die Hélfte eines
Schafblut-Agars beschickt wurde: Zum einen wurde das Cytobrush nach dem
Ausstreichen auf zwei sterilen Objekttragern iiber die Hilfte eines Schafblut-Agars
gerollt (BUcyto, vgl. I11.1.3.). Zum anderen wurde der Filtereinsatz nach Extraktion

des US aus dem Merocel-Schwidmmchen beprobt (BUsiter, vgl. 111.2.2.1.).
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2.5.1. Kultivierung

Die bakteriologischen Proben wurden fiir 48 Stunden bei 37 °C auf Schatblut-Agar
kultiviert, wobei nach 24 Stunden eine vorldufige Beurteilung stattfand. Die
Differenzierung von bakteriologisch positiven und kontaminierten Proben erfolgte

nach folgenden Kriterien:
Als bakteriologisch positive Proben galten

* Proben, bei denen sowohl in BUcyo als auch in BUfier morphologisch
identisches Wachstum auftrat mit jeweils mindestens fiinf koloniebildenden
Einheiten (CFU) von maximal zwei unterschiedlichen Kolonie-
Morphologien, sowie

* Proben, bei denen nur in BUcyo Monokulturen mit mindestens fiinf CFU

wuchsen.
Alle anderen Proben mit Koloniewachstum wurden als kontaminiert angesehen:

* Proben, bei denen in BUyt, und/oder BUjier jeweils weniger als 5 CFU von
bis zu zwei unterschiedlichen Kolonie-Morphologien wuchsen,

* Proben, bei denen in BUc¢yto und/oder BUfriier mehr als zwei unterschiedliche
Kolonie-Morphologien auftraten,

* Proben, bei denen nur in BU.y, Mischkulturen wuchsen, sowie

=  Proben, bei denen nur in BUgjer Kolonienwachstum vorkam.

Von den bakteriologisch positiven Proben wurden durch Ubertragen einzelner
Kolonien auf neue Schafblut-Agarplatten und Bebriitung bei 37 °C fiir 24 h
Reinkulturen gezogen, die anschlieBend bis zur weiteren Differenzierung in Cryo-

Tubes bei -80 °C asserviert wurden.

2.5.2. MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Spezies-Differenzierung der bakteriologisch positiven Proben wurde mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Matrix-assisted laser desorption time-of-
flight) durchgefiihrt. Dabei werden die Proteomprofile der identifizierten Proben
mit denjenigen hinterlegter Profile verglichen. Eine Software gibt einen Score
Value als Grad fiir die Kongruenz beider wider. Die ermittelten Speziesangaben
sind anhand von Wachstumseigenschaften, Score Values sowie der Differenz zum

néchstniedrigeren Taxon zu tiberpriifen.
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Die bis zur Differenzierung in Cryo-Tubes bei -80°C asservierten Reinkulturen
wurden auf Schafblut-Agarplatten ausgestrichen und 24 h lang bei 37 °C bebriitet.
Bei Raumtemperatur wurden sie in das Institut fiir Infektionsmedizin und Zoonosen
der LMU Miinchen, Lehrstuhl fiir Bakteriologie und Mykologie, transportiert. Dort
wurde fiir jede Probe eine Einzelkolonie auf eine Markierung am Stahl-Target
aufgetragen, mit 1 bis 2 ul 70 % Ameisensdure iiberschichtet und bei Raum-
temperatur getrocknet. AnschlieBend wurden 1 bis 2 ul Matrix mit Zimtsdure
(14 mg alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsdure in 1 ml organischem Losungsmittel (je
1 ml: 500 pl Acetonitril, 475 pl Aqua dest., 25 pl Trifluoressigsdure)) aufgetragen
und das Target erneut bei Raumtemperatur getrocknet. Die so erstellten Préparate
wurden in einem Microflex LT Bruker gemessen. Die automatisierte Auswertung
geschah mit Hilfe von MALDI Biotyper 2.0 SR1 unter Verwendung der Spektren

Bruker Taxonomy, SR Taxonomy sowie institutseigener Spektren.

Bei der Ergebnisinterpretation sind einige Kriterien zur beriicksichtigen: Die
Ausgangskolonie und das Ergebnis der Identifizierung miissen auf Plausibilitét
gepriift werden. Nach der Vorgabe der Auswertungssoftware fiihren Score Values

von

= 2,300 - 3,000 zu hoch wahrscheinlicher Speziesidentifikation,

= 2,000 — 2,299 zu wahrscheinlicher Spezies- und hoch wahrscheinlicher
Genusidentifikation,

= 1,700 — 1,999 zu unsicherer Spezies- und wahrscheinlicher Genus-
identifikation,

0,000 — 1,699 zu nicht zuverldssiger Identifikation.

Ferner ist auch der Abstand der Score Values der erst- zu den nidchstgenannten Taxa
in der Differenzierungsliste bedeutend. Ein Abstand von groBer 0,300 zum nédchsten
Taxon spricht fiir eine eindeutige Identifizierung des erstgenannten Taxons. Die
Ergebnisinterpretation wurde durch Herrn Dr. Wolf vom Institut fiir Infektions-
medizin und Zoonosen der LMU Miinchen, Lehrstuhl fiir Bakteriologie und

Mykologie, durchgefiihrt.
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3. Auswertung der Daten

3.1. Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Die beschriebene klinische Untersuchung und endometriale Probenentnahme
ermoOglichte die Diagnose der subklinischen Endometritis (SE) anhand der
klinischen Untersuchung sowie der etablierten Laborverfahren Zytologie und
Histopathologie. Gleichzeitig konnte Uterussekret (US) als neuartige Proben-
qualitit gewonnen und seine Eignung in der Diagnostik der SE untersucht werden.
Die beprobten Tiere wurden nach ihrer Gebarmuttergesundheit in Gruppen
kategorisiert. Bei den gebarmuttergesunden Tieren fand zusétzlich eine Einteilung
nach dem Vorkommen endometrialer Lymphfollikel sowie dem Zyklusstand statt.
Entsprechend dieser Gruppeneinteilungen wurden die Ergebnisse der Unter-
suchungen an US sowie der molekularbiologischen Beurteilung der Endometrium-

Bioptate vergleichend ausgewertet.

3.1.1.  Gruppeneinteilung in Abhingigkeit von Gebirmuttergesundheit
und endometrialen Lymphfollikeln

Anhand der Ergebnisse aus der klinischen, zytologischen und histopathologischen
Untersuchung wurden die beprobten Tiere nach ihrer Gebarmuttergesundheit einer
der drei Gruppen keine Endometritis (E.NEG), subklinische Endometritis (SE) und
klinische Endometritis (KE) zugeteilt. Tiere mit SE wurden nach ihrem Positivbe-
fund in der Diagnostik weiter unterteilt in SE(cyto+histo), SE(cyto) und SE(histo).
Im Folgenden wird nur in der Zytologie nachweisbare SE mit ,zytologische Endo-
metritis® angesprochen, wihrend lediglich in der Histopathologie detektierbare SE
als ,histologische Endometritis‘ bezeichnet wird. ,Klinisch-positive‘ (Klin+) Tiere
zeigten vaginoskopisch sichtbaren mukopurulenten oder purulenten Scheidenaus-
fluss. ,Zytologisch-positiv® (Cyto+) wurde definiert als ein PMN-Anteil von
mindestens 5 % im endometrialen Cytobrush-Abstrich. Als ,histopathologisch-
positiv® (Histo+) wurden Tiere bezeichnet, in deren Bioptat Anzeichen einer
Entziindung zu detektieren waren. Daneben traten in der histopathologischen
Untersuchung Lymphfollikel (Fol) im endometrialen Stroma auf. In einer weiteren
Fragestellung wurden daher gebdrmuttergesunde Tiere in jene mit Lymphfollikeln

(LF+) und jene ohne Lymphfollikel (LF-) untergliedert (vgl. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Gruppeneinteilungen nach Gebiarmuttergesundheit.

Klin Cyto Histo Fol
LF- - - - -
E.NEG
LF+ ; - - +
SE(cyto+histo) - + + +/-
SE(cyto) - + - +/-
SE(histo) - - + +/-
KE + +9 +9 +/-

Dargestellt ist das Schema zur Einteilung der Versuchstiere in Abhéngigkeit von der Gebar-
muttergesundheit. Klin: klinischer Befund (,+: vaginoskopisch detektierbarer mukopurulenter
oder purulenter Scheidenausfluss); Cyto: zytologischer Befund (,+°: PMN-Anteil >5 % im
endometrialen Abstrich); Histo: histopathologischer Befund (,+°: Anzeichen einer Entziindung
im Bioptat); Fol: Vorkommen endometrialer Lymphfollikel (,+‘: endometriale Lymphfollikel
histopathologisch nachweisbar); E.NEG: Tiere ohne Endometritis; LF-: gebarmuttergesunde
Tiere, bei denen keine Lymphfollikel nachweisbar sind; LF+: gebarmuttergesunde Tiere, bei
denen Lymphfollikel nachweisbar sind; SE: subklinische Endometritis; SE(cyto-+histo): Tiere
mit SE, die in Histopathologie und Zytologie nachweisbar ist; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur
in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie
nachweisbar ist; KE: Tiere mit klinischer Endometritis; * Die Diagnose KE wurde gestellt,
sofern das Tier neben dem klinischen Befund auch in der zytologischen und/oder
histopathologischen Untersuchung Entziindungscharakteristika aufwies.

3.1.2.  Gruppeneinteilung nach Zyklusstand

Eine Auswertung der untersuchten Parameter im Verlauf des Sexualzyklus fand
innerhalb der gebdrmuttergesunden Tiere statt. Als Kriterium zur Beurteilung des
Zyklusstands wurde der Ovarbefund in der sonographischen Untersuchung
herangezogen. Die Lutealphase wurde definiert als das Vorhandensein eines
Gelbkdrpers mit einem Durchmesser von mindestens 2 ¢cm in der sonographischen
Darstellung. Als Follikelphase wurde das Fehlen eines Gelbkorpers neben dem
fakultativen Auftreten von Follikeln mit einem maximalen Durchmesser von 2 cm
im Ultraschallbild gewertet. Tiere mit Zystischen Ovarfollikeln (Follikel-Theka-
Zysten, Follikel-Lutein-Zysten) sowie unklarem Zyklusstand wurden von der

Auswertung ausgenommen.

3.2. Statistische Analyse

Die Datenerhebung erfolgte in Microsoft Excel. Die deskriptive und induktive
statistische Datenanalyse wurde mit der Software R-Studio (Version 1.0.136)
durchgefiihrt, welche eine Benutzeroberfliche fiir die frei zugéngliche
Programmiersprache R (Version 3.3.2) bietet (R CORE TEAM, 2016). Neben der
Durchfiihrung statistischer Tests und der Erstellung von Grafiken ist damit die

schliissige Dokumentation der Auswertungen moglich. Zur deskriptiven Analyse
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der Daten wurden Median, 1. und 3. Quartil sowie Boxplot-Diagramme verwendet
(vgl. Abbildung 10). Die den Diagrammen zugrunde liegenden Messwerte sowie
exakte p-Werte der unten beschriebenen statistischen Tests sind tabellarisch

zusammengefasst im Anhang dieser Arbeit aufgefiihrt (IX.6., ab S. 146).

Boxplot-Diagramm

o
S —
o Extremwert
o |
o]
% ‘Whisker _
9 S ' 3. Quartil
2 Median IQR
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o | Whisker :
(@\]
o —

Parameter

Abbildung 10: Beispiel eines Boxplot-Diagramms.

Die Box (Interquartilsabstand IQR) umschreibt 50 % der Messwerte. Ihre untere Begrenzung
bildet das 1. Quartil bzw. 25 %-Quantil, ihre obere Begrenzung bildet das 3. Quartil bzw. 75 %-
Quantil. Der Querstrich in der Box stellt den Median dar. Die Whiskers reichen beim Boxplot-
Diagramm nach Tukey bis zu den minimalen und maximalen Messwerten, die innerhalb von
1,5 - IQR vom 1. bzw. 3. Quartil entfernt liegen. Werte, die sich aulerhalb dieses Abstands
befinden, werden gesondert als © dargestellt (Extremwert).

Die induktive Statistik erfordert zunichst die Uberpriifung der Daten auf
Normalverteilung, welche mit dem Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt wurde. Die
Nullhypothese (HO) lautete ,Die Daten sind normalverteilt’. Die Daten aus
Transmigrationstest, AlphaLISA und RT-qPCR sowie die verschiedenen
Fruchtbarkeitskennzahlen ergaben sich als nicht normalverteilt, weshalb zur

weiteren Auswertung nichtparametrische Testverfahren Anwendung fanden

(HEDDERICH und SACHS, 2015).

Zum Vergleich der Untersuchungsergebnisse aus Transmigrationstest, AlphalLISA
und RT-gPCR sowie der Fruchtbarkeitskennzahlen zwischen den drei Gruppen
E.NEG, SE(cyto) und SE(histo) wurde zunichst der Kruskal-Wallis-Test
angewandt, um die drei Gruppen ilibergreifend auf signifikante Unterschiede hin zu
untersuchen. Ergaben sich dabei Unterschiede, so wurde anschlieBend ein Post-hoc-

Test zum paarweisen Vergleich der Gruppen durchgefiihrt. Hierzu wurde der



III. Material und Methoden 58

Mann-Whitney-U-Test (auch Wilcoxon-Rangsummentest) zum Vergleich der
Mediane zweier Gruppen eingesetzt. HO lautete ,Die Mediane der beiden Gruppen

unterscheiden sich nicht voneinander* (HEDDERICH und SACHS, 2015).

Der Einfluss von Zyklusstand und Vorkommen endometrialer Lymphfollikel auf
die Ergebnisse von Transmigrationstest, AlphalLISA, RT-qPCR und Fruchtbarkeit
wurde innerhalb der gebdrmuttergesunden Tiere untersucht. Dazu wurden
statistische Vergleiche der Parameter zwischen Tieren ohne und mit
Lymphfollikeln bzw. zwischen Tieren in Follikel- und Lutealphase mittels Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt (HEDDERICH und SACHS, 2015). Analog wurde
bei der Beurteilung einer moglichen Auswirkung der Probenentnahme auf die

Fruchtbarkeit der Tiere vorgegangen.

Das Signifikanzniveau a wurde auf 5 % festgelegt. Bei dessen Unterschreiten

wurde HO abgelehnt. Folgendermaflen wurden die p-Werte kategorisiert:

= 0,05 <p-Wert<0,l: Tendenz (+)

= 0,01 <p-Wert <0,05: signifikantes Ergebnis (*)

= 0,001 <p-Wert <0,01: hoch signifikantes Ergebnis (**)
" p<0,001: hochst signifikantes Ergebnis (**%*)

Durch multiple paarweise Vergleiche bei der Auswertung nach Gebédrmutter-
gesundheit (E.NEG/SE(cyto); E.NEG/SE(histo); SE(cyto)/SE(histo)) kommt es zu
einer Kumulierung der Alpha-Fehler. Dadurch nimmt die Wahrscheinlichkeit zu,
Unterschiede zwischen den Gruppen irrtiimlich als statistisch signifikant zu
beurteilen. Deshalb ist eine Anpassung des Signifikanzniveaus erforderlich, um das
globale Signifikanzniveau a =35 % zu erhalten. Hierzu fand die Bonferroni-
Korrektur Anwendung (HEDDERICH und SACHS, 2015). Das korrigierte
Signifikanzniveau ergibt sich als a/n, wobei n die Anzahl der paarweisen
Vergleiche beschreibt. Fiir n» =3 galt daher nach Bonferroni-Korrektur das

Signifikanzniveau a = 0,05/3 = 0,0167 sowie folgende Kategorisierung:

= 0,0167 <p-Wert <0,0333: Tendenz (+)

= 0,0033 <p-Wert <0,0167: signifikantes Ergebnis (*)

= (,0003 <p-Wert < 0,0033: hoch signifikantes Ergebnis (**)
* p<0,0003: hochst signifikantes Ergebnis (***)
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IV. ERGEBNISSE

Ein Teil der durchgefiihrten Untersuchungen diente der Gruppeneinteilung der
Versuchstiere bzgl. der Gebdarmuttergesundheit, dem Vorkommen endometrialer
Lymphfollikel und dem Zyklusstand nach etablierten Verfahren (klinische, zytolo-
gische, histopathologische Untersuchung). Das chemotaktische Potenzial und der
Interleukin-Gehalt von Uterussekret (US) sowie die Genexpression in endometria-

lem Gewebe wurden vergleichend zwischen den gebildeten Gruppen ausgewertet.

1. Versuchstiere und Probenentnahme

1.1. Beschreibung der Versuchstiere

Die Probenentnahme aus der Gebarmutter wurde zwischen April 2016 und April
2017 bei 108 Kiihen der Versuchsherde durchgefiihrt. Dabei wurden 58 Kiihe der
Rasse Fleckvieh, 38 Kiihe der Rasse Braunvieh, sechs Kiihe der Rasse Rotbunte
sowie sechs Kiihe aus Kreuzungen der genannten Rassen beprobt. Ihre Beprobung
fand zwischen 43 und 62 Tagen p.p. und im Mittel in ihrer dritten Laktation
(Min.: 1, Max.: 7) statt. Die mittlere Milchleistung der beprobten Kiihe betrug
40,8 kg/Tag (Min.: 20,6 kg/Tag, Max.: 56,3 kg/Tag).

1.2. Anwendbarkeit des Probenentnahmeger:iits in vivo

Die in III.1.3. beschriebene Untersuchung und Beprobung der Tiere im Versuchs-
betrieb erwies sich als gut durchfiihrbar. Dank der geringen Abmessungen des
Arbeitskanals des Probenentnahmegerits mit 4,0 mm AuB3endurchmesser war auch
bei diostrischen Tieren die Passage des Gebidrmutterhalses zur intrauterinen
Beprobung moglich. Je Tier war ein Zeitaufwand von insgesamt etwa 15 Minuten
fiir die vaginoskopische, rektale manuelle und sonographische Untersuchung sowie
die Probenentnahme aus der Gebdrmutter notwendig. Da alle vorgestellten Ver-
suchstiere bei gutem Allgemeinbefinden waren und keine klinischen Anzeichen
einer Allgemeinerkrankung zeigten, war kein Ausschluss von Tieren nach den Ab-
bruchkriterien des Tierversuchsantrags indiziert (vgl. Abbildung 21, S. 143). Die
Kiihe tolerierten die Manipulation und Probengewinnung i. d. R. sehr gut, standen
ruhig im Fressfanggitter und fra8en oder kauten wieder. Bei zwei Tieren wurde die
transrektale Sonographie als letzte Untersuchungseinheit wegen zunehmender

Wehrhaftigkeit bzw. starker Kontraktionen des Rektums vorzeitig abgebrochen.
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1.3. Einfluss der Probenentnahme auf die Fruchtbarkeit

Um zu beurteilen, ob die Probengewinnung im Rahmen des durchgefiihrten
Tierversuchs die Fruchtbarkeit der Kiihe beeinflusste, wurden relevante
Fruchtbarkeitsparameter erfasst, die zundchst kurz erldutert werden. Der

Besamungsaufwand (auch ,Trichtigkeitsindex‘) ist der Quotient aus der Gesamt-

zahl notwendiger Belegungen bei den tragenden Tieren und der Anzahl tragender

Tiere. Dagegen stellt der Besamungsindex den Quotienten aus der Anzahl an

Belegungen bei allen Tieren und der Anzahl tragender Tiere der Herde dar. Als

Erstbesamungserfolg gilt der Quotient aus der Anzahl tragender Kiihe nach Erstbe-

samung und der Anzahl an Erstbesamungen. Die Giistzeit beschreibt das Intervall
von der Kalbung bis zum ersten Tag der darauffolgenden Trichtigkeit. Die
Verzogerungszeit bezeichnet den Zeitraum zwischen erster Belegung nach der

letzten Kalbung und erstem Tag der neuen Tréachtigkeit (HOEDEMAKER et al.,

2014). Diese Parameter wurden vergleichend zwischen beprobten und nicht
beprobten Tieren der Versuchsherde ausgewertet sowie fiir die gesamte Herde an

zwei Erfassungszeitpunkten zu Beginn und nach Ende des Tierversuchs analysiert.

1.3.1. Fruchtbarkeitskennzahlen beprobter und nicht beprobter Tiere

Von 108 beprobten postpartalen Kiihen gingen 13 vor Etablierung der ndchsten
Tréachtigkeit aus dem Bestand ab. Griinde dafiir waren u. a. geringe Milchleistung,
Probleme an Euter oder Fundament sowie bei einem Tier Mingel in der
Fruchtbarkeit. Somit standen nach Versuchsende Fruchtbarkeitskennzahlen von 95
beprobten Kiihen zur Verfiigung, die mit 45 zum Versuchsende trachtigen, nicht
beprobten Kiihen verglichen wurden. Dabei lieBen sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede fiir Besamungsaufwand sowie Giist- und Verzogerungs-
zeit zwischen beprobten und nicht beprobten Kiihen feststellen (p >0,05; vgl.
Tabelle 16, S. 146). Der Besamungsaufwand betrug in beiden Gruppen im Median
eine KB (Mittelwert ,nicht beprobt‘: 1,9; Mittelwert ,beprobt‘: 1,6). Die Giistzeit
lag im Median bei 95 und 96 Tagen bei nicht beprobten bzw. beprobten Tieren und
die mediane Verzégerungszeit war in beiden Gruppen null Tage (Mittelwert ,nicht

beprobt‘: 29 Tage; Mittelwert ,beprobt: 17 Tage).

1.3.2. Fruchtbarkeitskennzahlen der Versuchsherde zu Beginn und nach
Ende des Versuchszeitraums

Fruchtbarkeitsparameter der gesamten Herde wurden zu Beginn (31.05.2016) und

nach Ende des Probenentnahmezeitraums (02.05.2017) erfasst und vergleichend
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ausgewertet. Die Auswertung ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen Beginn und Ende des Versuchszeitraums flir Besamungsaufwand, Giist-
und Verzogerungszeit der zum jeweiligen Erfassungstermin trachtigen Kiihe
(n(Beginn) = 110, n(Ende) = 102; p > 0,05; vgl. Tabelle 17, S. 146). Der Median
des Besamungsaufwands lag in beiden Gruppen bei einer KB (Mittelwert ,Beginn‘:
1,9; Mittelwert ,Ende‘: 1,7). Die Giistzeit betrug 93 und 95 Tage zu Beginn bzw.
nach Ende des Versuchszeitraums und die mediane Verzdgerungszeit war in beiden
Gruppen null Tage (Mittelwert ,Beginn‘: 28 Tage; Mittelwert ,Ende‘: 21 Tage).
Der Besamungsindex betrug zu Beginn der Beprobung 2,3 Besamungen und nach
threm Ende 2,1 Besamungen. Der Erstbesamungserfolg lag bei 57,3 % und 62,7 %

zu Beginn bzw. nach Ende des Versuchszeitraums.

2. Charakterisierung und Gruppierung der Versuchstiere

Zur Gruppeneinteilung der 108 Versuchstiere standen die Ergebnisse aus
klinischer, zytologischer und histopathologischer Untersuchung zur Verfiigung.

Zusiatzlich wurde der bakteriologische Status des Endometriums beurteilt.

2.1. Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung beinhaltete die dullere Adspektion, eine manuelle und
sonographische rektale Untersuchung sowie eine vaginoskopische Untersuchung.
Vier Tiere fielen dabei mit Ansammlungen von mukopurulentem oder purulentem
Material in der Scheide auf. Da sie zusétzlich in der zytologischen und/oder
histopathologischen endometrialen Probe Entziindungscharakteristika aufwiesen

(vgl. II1.3.1.1.), wurde jeweils eine klinische Endometritis (KE) diagnostiziert.

Die sonographische Untersuchung diente der Ergéinzung der manuellen Uterusbe-
fundung sowie der Zyklusdiagnose an den Ovarien. Nach den in II1.3.1.2. beschrie-
benen Kriterien befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme 39 Tiere in der
Follikel- und 45 Tiere in der Lutealphase. Bei neun und sieben Tieren wurden
Follikel-Theka- bzw. Follikel-Lutein-Zysten diagnostiziert. Bei acht Tieren war
eine eindeutige Ansprache des Zyklusstands aufgrund abweichender Befunde in der
klinischen und sonographischen Untersuchung oder nicht eindeutiger Ultraschall-

bilder nicht moglich.
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2.2, Zytologische Untersuchung

Pro Tier wurden zwei endometriale Cytobrush-Abstriche angefertigt und jeweils
von zwei unabhingigen Untersuchern bewertet. Der prozentuale Anteil der PMN
an einer Gesamtzahl von 300 kernhaltigen Zellen wurde beurteilt (vgl. Abbildung
11). Der Mittelwert der vier erhaltenen Einzelwerte wurde flir die Auswertung
verwendet. Ein Grenzwert von 5 % PMN wurde unabhingig vom Zyklusstand fiir
die Diagnose der SE herangezogen. Von 216 Objekttrigern waren 13 aufgrund
geringer Kontraste oder niedriger Zellgehalte nicht auswertbar (6,0 %). Dennoch
stand fiir jedes Tier mindestens ein gut auswertbarer Abstrich zur Verfligung. Der
PMN-Gehalt der zytologischen Proben erstreckte sich von 0 % bis 26,8 % bei
einem Median von 0,3 %. Fiir 11 Tiere lag der PMN-Gehalt iiber dem Grenzwert

von 5 %. Drei davon waren Tiere mit KE, acht waren klinisch unauffallig.

Abbildung 11: Cytobrush-Ausstriche in Haema-Schnellfirbung.
a) keine Endometritis; b) zytologisch nachweisbare Endometritis mit PMN-Gehalt 6,7 %.

UEZ: uterine Epithelzellen, z. T. ohne Zytoplasma; PMN: neutrophile Granulozyten

2.3. Histopathologische Untersuchung

Die histopathologische Untersuchung der formalinfixierten Endometrium-Bioptate
wurde am Institut fiir Veterinir-Pathologie der Universitit Leipzig durchgefiihrt.
Die histomorphologische Einteilung und Graduierung fand nach etablierten
Verfahren statt (vgl. Abbildung 23, S. 145). Von insgesamt 108 Bioptaten zeigten
101 eine gute bis miBige Auswertbarkeit. Drei Bioptate wurden als schlecht
beurteilbar klassifiziert. Die Auswertbarkeit wurde vor allem durch kleine
Abmessungen der Bioptate, fehlendes luminales Epithel sowie das Auftreten von
Artefakten beeintrdchtigt. Dennoch war die Beurteilung dieser drei Bioptate mit
,Verdacht auf keine Endometritis* moglich. Bei vier Tieren (3,7 %) war das Bioptat
nicht auswertbar, weshalb die RNAlater-fixierte Back-up-Probe eingesandt und
histopathologisch beurteilt wurde.
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Bei 91 Tieren waren keine entziindlichen Verdnderungen im Endometrium-Bioptat
festzustellen. Bei 17 Tieren wurde histopathologisch eine Endometritis diagnosti-
ziert. Davon hatten drei Tiere eine KE. Bei nur einem der restlichen 14 histopatho-
logisch auffdlligen Tiere tiberschritt der PMN-Anteil in der zytologischen
Auswertung den Grenzwert von 5 % PMN.

Als Entziindungstyp wurden bei 14 Tieren lymphoplasmazelluldre Endometritiden
dokumentiert. Davon litt ein Tier an KE, wihrend 13 Tiere klinisch unauftillig
waren. Bei 3 Tieren wurde eine gemischtzellige Endometritis festgestellt (zwei
Kiihe mit KE, eine klinisch unauffillige Kuh). Bei 15 Tieren wurden die entziind-
lichen Verdnderungen als geringgradig bis mittelgradig eingestuft. Ein klinisch
unauffilliges Tier zeigte lediglich eine angedeutete Endometritis, wahrend ein Tier
mit KE hochgradige endometriale Verdnderungen aufwies. Dariiber hinaus wurden
Lymphfollikel im subepithelialen Stroma sowohl bei Kiihen mit als auch ohne
Endometritis gefunden. Zur Beurteilung ihrer Auswirkung auf das uterine Milieu
sowie die endometriale Genexpression und Fruchtbarkeit wurden die
gebiarmuttergesunden Kiihe nach dem Auftreten von Lymphfollikeln unterteilt in
70 Kiihe ohne Lymphfollikel und 13 Kiihe mit Lymphfollikeln.

24. Bakteriologische Untersuchung

Bei jedem Tier wurden zwei bakteriologische Proben aus dem Uterus gewonnen,
mit denen jeweils die Hélfte eines Schafblut-Agars beschickt wurde: BUcyto
stammte aus dem Cytobrush, BUsier wurde durch Austupfen des Filtereinsatzes
nach Zentrifugation des Merocel-Schwammchens mit US gewonnen. Die bakterio-
logische Beurteilung des Uterus wurde durch das hiufige Auftreten von Kontami-
nationen, die im Probengewinnungsprozess begriindet lagen, erschwert. Die in
I11.2.5.1. beschriebenen Kriterien zur Unterscheidung von bakteriologisch
positiven und kontaminierten Proben ermdglichten dennoch eine einheitliche
Beurteilung. Demnach galten Proben als bakteriologisch positiv, wenn in BUcyto
und BUsier morphologisch identisches Wachstum mit mindestens fiinf kolonie-
bildenden Einheiten (CFU) von maximal zwei unterschiedlichen Kolonie-
Morphologien auftrat oder nur in BU¢yto Monokulturen mit mindestens fiinf CFU
wuchsen. Die Proben von vier Kiithen wurden als bakteriologisch positiv beurteilt.
Sie wurden zur Speziesdifferenzierung mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
an das Institut fiir Infektionsmedizin und Zoonosen der LM U Miinchen, Lehrstuhl

fiir Bakteriologie und Mykologie, gesandt.
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Bei zwei Tieren mit klinischer Endometritis wurde 7. pyogenes in Rasenwachstum
festgestellt (vgl. Abbildung 12a). Fiir ein Tier, welches nur in der zytologischen
Untersuchung auffillig war, wurde hochgradiges Wachstum von Str. uberis und
E. coli nachgewiesen (vgl. Abbildung 12b). Bei einem Tier ohne jegliche Form der

Endometritis wurde Str. pluranimalium identifiziert.

A\

Abbildung 12: Bakteriologische Proben aus der Gebirmutter.

Die bakteriologischen Proben wurden durch Austupfen des Filtereinsatzes nach Zentrifugation
des Merocel-Schwammchens mit Uterussekret (BUsier) sowie durch das Cytobrush (BUcyto)
gewonnen und jeweils iiber die Hélfte eines Schafblutagars ausgestrichen. Inkubation fiir 48 h
bei 37 °C. a) Wachstum von 7. pyogenes bei einer Kuh mit klinischer Endometritis;
b) Wachstum von Str. uberis und E. coli bei einer Kuh mit nur zytologisch nachweisbarer
Endometritis.

2.5. Gruppeneinteilung

Die statistischen Auswertungen der Untersuchungen an US sowie der
endometrialen Genexpression fanden jeweils entsprechend der Gruppeneinteilung
bzgl. Gebdrmuttergesundheit, Vorkommen endometrialer Lymphfollikel und

Zyklusstand statt (vgl. I11.3.).

2.5.1.  Gruppeneinteilung in Abhéngigkeit von Gebirmuttergesundheit
und endometrialen Lymphfollikeln

Die Gruppeneinteilung in Abhéngigkeit von der Gebarmuttergesundheit erfolgte in
die Kategorien E.NEG (keine Endometritis), SE (subklinische Endometritis) und
KE (klinische Endometritis). SE-Tiere wurden gemdfl dem Positivbefund in der
Diagnostik weiter unterteilt in SE(cyto+histo), SE(cyto) und SE(histo). Eine
Ubersicht iiber die Verteilung der Versuchstiere auf die verschiedenen Gruppen

bietet Tabelle 5. Daraus wird eine geringe Ubereinstimmung der zytologischen und



IV. Ergebnisse 65

histopathologischen Untersuchungsergebnisse ersichtlich. Nur bei einem Tier
wurde die SE ibereinstimmend in beiden Untersuchungen festgestellt, wahrend
sieben und 13 Tiere nur in der zytologischen bzw. histopathologischen Beurteilung
Entziindungsanzeichen aufwiesen. Nach dem Auftreten von Lymphfollikeln (Fol)
in der Histopathologie wurden gebdrmuttergesunde Tiere weiter differenziert in LF-
(n="70) und LF+ (n = 13).

Tabelle S: Gruppengrofien nach Einteilung der beprobten Tiere hinsichtlich

ihrer Gebirmuttergesundheit und Anzahl der Positivbefunde in
den verschiedenen Untersuchungen.

n | Klin+t Cyto+ Histo+ Fol+ BU+
E.NEG 83 0 0 0 13 1
SE(cyto-+histo)” 1 0 | 1 1 0
SE(cyto) 7 0 7 0 1 1
SE(histo) 13 0 0 13 5 0
KE" 4 4 3 3 0 2

Dargestellt sind die Gruppengrofen in Abhéngigkeit von der Gebarmuttergesundheit und die
Anzahl an Positivbefunden in der klinischen, zytologischen, histopathologischen und bakterio-
logischen Untersuchung sowie bei der Beurteilung endometrialer Lymphfollikel. n: Tierzahl;
Klin+: vaginoskopisch detektierbarer mukopurulenter oder purulenter Scheidenausfluss;
Cyto+: PMN-Anteil > 5 % im endometrialen Abstrich; Histo+: Anzeichen einer Entziindung
im Bioptat; Fol+: endometriale Lymphfollikel histopathologisch nachweisbar; BU+:
bakteriologisch positive Probe; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE: subklinische
Endometritis; SE(cyto+histo): Tiere mit SE, die in Histopathologie und Zytologie nachweisbar
ist; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE,
die nur in der Histopathologie nachweisbar ist; KE: Tiere mit klinischer Endometritis;
") Ausschluss aufgrund geringer Fallzahlen.

Die Gruppen KE und SE(cyto+histo) wurden aufgrund niedriger Tierzahlen von
den nachfolgenden Untersuchungen der US-Proben und der molekularbiologischen
Beurteilung endometrialer Bioptate ausgeschlossen. Demnach standen die Proben
von 103 Tieren zur weiterfiihrenden Untersuchung und vergleichenden statistischen

Auswertung zur Verfiigung.

2.5.2.  Gruppeneinteilung nach Zyklusstand

Der Einfluss des Zyklusstands auf die untersuchten Parameter in US und
endometrialer Genexpression wurde innerhalb von 83 gebarmuttergesunden Kiihen
untersucht. 29 Kiihe der Gruppe E.NEG befanden sich zum Beprobungstermin in
der Follikelphase, 35 Tiere waren in der Lutealphase. Zwolf und sieben Kiihe
wurden aufgrund von Zystischen Ovarfollikeln bzw. unklarem Zyklusstand von der

Auswertung nach Zyklusstand ausgenommen.
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Die Verteilung der statistisch ausgewerteten Gruppen mit unterschiedlichem Status
an Gebidrmuttergesundheit (E.NEG, SE(cyto) und SE(histo)) auf die beiden
Zyklusphasen stellte sich weitgehend gleichmiBig dar (vgl. Abbildung 13). Zum
Beprobungstermin befanden sich jeweils drei Tiere der Gruppe SE(cyto) in
Follikel- und Lutealphase, wahrend sich die Tiere der Gruppe SE(histo) mitn =7
und n =4 auf Follikel- bzw. Lutealphase verteilten. Ein (SE(cyto)) bzw. zwei
(SE(histo)) Tiere blieben dabei wegen Zystischer Ovarfollikel oder unklarem
Zyklusstand unberticksichtigt.
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Abbildung 13: Mosaikplot der Tierzahlen nach Gebirmuttergesundheit und
ZyKklusstand.

Die Flache der einzelnen Felder reprisentiert die Tierzahl der jeweiligen Kombination aus
Gebarmuttergesundheits- und Zyklusstandgruppe. Die Verteilung der drei Gruppen mit
unterschiedlichem Status der Gebarmuttergesundheit auf die beiden Zyklusphasen stellte sich
weitgehend gleichméBig dar. Tiere mit Zystischen Ovarfollikeln und unklarem Zyklusstand
werden nicht abgebildet. ENEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in
der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie
nachweisbar ist

3. Untersuchung des Uterussekrets

Nachdem die mit Merocel-Schwidmmchen gewonnenen US-Proben mittels Zentri-
fugation in Filterrohrchen aus den Schwidmmchen extrahiert wurden, fand die
Quantifizierung von Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination statt. Thre
biologische Aktivitit wurde im PMN-Transmigrationstest beurteilt und die

Konzentrationen verschiedener Interleukine direkt mittels AlphalLISA bestimmt.
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3.1. Uterussekretmenge, Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination
US-Proben von 103 Tieren standen zur vergleichenden Untersuchung zur
Verfiigung. Die Masse des pro Tier gewonnenen US m(US) betrug im Median
91 mg und reichte von 6 mg bis 349 mg. Der Verdiinnungsfaktor D lag im Median
bei 7,6 und erstreckte sich von 2,7 bis 101,0. Die US-Proben von zwei Tieren ohne
Endometritis wurden aufgrund eines Verdiinnungsfaktors grofSer 50 von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, da eine rechnerische Korrektur hier nicht
sinnvoll erschien. Die Blutkontamination Blut% der US-Proben belief sich im
Median auf 5,9 % und reichte von 2,2 % bis rechnerisch 186,6 %. Die US-Proben
von neun Tieren der Gruppe E.NEG wurden aufgrund einer Blutkontamination von
tiber 33 % von den nachfolgenden Analysen ausgenommen, da auch hier die
rechnerische Korrektur als nicht sinnvoll erachtet wurde. Somit standen US-Proben
von 92 Tieren fiir die Untersuchung und Auswertung zur Verfiigung. Ihre
Gruppeneinteilung nach klinischer, zytologischer und histopathologischer
Untersuchung zeigte folgende Verteilung: n(E.NEG) =72, n(SE(cyto))=7,
n(SE(histo)) = 13 (vgl. Tabelle 6). Die Einteilung der gebarmuttergesunden Tiere
nach Lymphfollikeln und Zyklusstand wird in Tabelle 7 (S. 68) dargestellt.
Tabelle 6: Fiir Analyse von PMN-Chemotaxis und Interleukin-

Konzentrationen des Uterussekrets verfiighare Tierzahlen zur
Auswertung bzgl. der Gebarmuttergesundheit.

Gruppe n D>50"  Blut%> 33! n fiir Transmigrations-

test und AlphaLLISA?
E.NEG 83 2 9 72
SE(cyto) 7 0 0 7
SE(histo) 13 0 0 13

n: Tierzahl; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere
mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar ist; E.NEG: Tiere ohne Endometritis;
! Uterussekretproben mit einem Verdiinnungsfaktor (D) groBer 50 oder einer
Blutkontamination (B/ut%) von iiber 33 % wurden von der Untersuchung und Auswertung
ausgeschlossen, da eine rechnerische Korrektur hier als nicht sinnvoll erachtet wurde. 2 Im
Transmigrationstest wurde die chemotaktische Wirkung des Uterussekrets auf isolierte PMN in
vitro untersucht. Mittels AlphalLISA wurden die Konzentrationen der Interleukine IL1B, IL6,
IL8, IL17A und IL10 im Uterussekret bestimmt.



IV. Ergebnisse 68

Tabelle 7: Fiir Analyse von PMN-Chemotaxis und Interleukin-
Konzentrationen des Uterussekrets verfiigbare Tierzahlen zur
Auswertung bzgl. Lymphfollikeln und Zyklusstand.

n fiir Transmigrations-

Einteilung test und AlphaLISA”

LF- 62
Lymphfollikel

LF+ 10

Follikelphase 21
ZyKlusstand Lutealphase 33

Zystische Ovarfollikel/unklar 18

Die Auswertung bzgl. des Vorkommens endometrialer Lymphfollikel bzw. des Zyklusstands
fand bei 72 gebarmuttergesunden Kiihen statt. n: Tierzahl; LF-: gebdrmuttergesunde Tiere, bei
denen keine Lymphfollikel nachweisbar sind; LF+: gebdrmuttergesunde Tiere, bei denen
Lymphfollikel nachweisbar sind; * Im Transmigrationstest wurde die chemotaktische Wirkung
des Uterussekrets auf isolierte PMN in vitro untersucht. Mittels AlphalLISA wurden die
Konzentrationen der Interleukine IL1B, IL6, IL8, IL17A und IL10 im Uterussekret bestimmt.

3.2 PMN-Chemotaxis

Zur Bewertung ihres chemotaktischen Potenzials wurden die US-Proben in einem
Chemotaxis-Assay mit isolierten PMN eingesetzt und ihre relative Transmigra-
tionsrate 7 im Verhiltnis zur Positivkontrolle rhIL8 bestimmt (vgl. 111.2.2.4.). In
Vorversuchen war untersucht worden, wie sich die 7; bei steigender ILS8-
Konzentration verhélt (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte kein direkt proportio-
naler Zusammenhang zwischen 7; und Chemokin-Konzentration festgestellt
werden. Daher war eine Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors sowie der
Blutkontamination der US-Proben bei der vergleichenden Auswertung der 7; nicht
moglich. Die 7; der US-Proben der 92 ausgewerteten Kiihe betrug im Median 29 %
(1. Quartil: 10 %, 3. Quartil: 65 %) und erstreckte sich iiber einen Wertebereich von
0 % bis 125 %. Nach dem Einsatz von rechnerisch 250.000 PMN im oberen Well

wurden nach Inkubation in der Transmigrationskammer im unteren Well durch-

flusszytometrisch im Mittel etwa 34.600 Events fiir die Positivkontrolle gezihlt.

3.2.1. PMN-Chemotaxis in Abhéingigkeit von der Gebirmuttergesundheit

Fiir die US-Proben von 92 Tieren fand eine statistische Auswertung der 7; hinsicht-
lich der Gebarmuttergesundheit mittels Mann-Whitney-U-Test statt. SE(cyto) und
SE(histo) wiesen im Vergleich mit E.NEG keine signifikant unterschiedliche 7; auf
(p>0,0167; vgl. Abbildung 14a, S. 69, sowie Tabelle 18, S. 147). Zwischen den
Gruppen SE(cyto) und SE(histo) zeigte die 7: einen signifikanten Unterschied
(p <0,0167). Wiéhrend ihr Median fiir SE(histo) bei 25 % lag, betrug er fiir
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SE(cyto) 73 % (2,9-fach erhoht). Fand der Verdiinnungsfaktor in der Art
Berticksichtigung, dass nur US-Proben mit D<10 in die Auswertung
aufgenommen wurden (n(E.NEG) =47, n(SE(cyto)) =3, n(SE(histo)) =7), so
zeigten SE(histo) und SE(cyto) eine tendenziell unterschiedliche 7; (p < 0,0333;
Median 21 % bzw. 82 %), wihrend E.NEG keine statistisch signifikanten

Unterschiede zu beiden SE-Gruppen aufwies.

3.2.2. PMN-Chemotaxis in Abhéingigkeit vom Vorkommen endometrialer
Lymphfollikel

72 gebarmuttergesunde Kiihe wurden hinsichtlich des Auftretens von Lymph-
follikeln im endometrialen Stroma differenziert. Bei der statistischen Auswertung
der 7: mittels Mann-Whitney-U-Test wurden keine signifikanten Unterschiede

zwischen LF- und LF+ festgestellt (p > 0,05; vgl. Tabelle 18, S. 147).

3.2.3. PMN-Chemotaxis in Abhingigkeit vom Zyklusstand

Innerhalb der 72 Kiihe ohne Endometritis erfolgte eine Auswertung der 7; nach dem
Zyklusstand. Dabei wurden 18 Tiere mit Zystischen Ovarfollikeln oder unklarem
Zyklusstand ausgeschlossen. Bei der Auswertung der 7; mittels Mann-Whitney-U-
Test wurde ein tendenzieller Unterschied zwischen Follikel- und Lutealphase
deutlich (p <0,1). In der Lutealphase war die 7: im Mittel 1,6-fach so hoch wie in
der Follikelphase (29 % bzw. 19 %, vgl. Abbildung 14b sowie Tabelle 18, S. 147).

a) Gebirmuttergesundheit b) Zyklusstand
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Abbildung 14: PMN-Chemotaxis in Abhéingigkeit von a) Gebiarmutter-
gesundheit und b) Zyklusstand.

Boxplot-Diagramme der relativen Transmigrationsrate (77) von Uterussekret in Abhéngigkeit
von Gebidrmuttergesundheit und Zyklusstand. Die zugrunde liegenden Zahlenwerte sowie
exakte p-Werte finden sich in Tabelle 18 (S. 147). Zur Beurteilung nach Zyklusstand wurden
nur gebarmuttergesunde Kiihe herangezogen. Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-
U-Test. Zu beachten sind unterschiedliche Signifikanzniveaus aufgrund des mehrfahren paar-
weisen Vergleichs mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur bei der Auswertung nach Gebér-
muttergesundheit: ,+: Tendenz (p <0,0333 (a) bzw. p <0,1 (b)); ,**: signifikant (p <0,0167
(a) bzw. p < 0,05 (b)). n : Tierzahl; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE,
die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie
nachweisbar ist
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3.3. Interleukine im Uterussekret

Mittels AlphalLISA wurden die Konzentrationen der Interleukine IL1B, IL6, ILS,
IL17A und IL10 im US bestimmt. Als Nachweisgrenze wurde das Lower Detection
Limit (LDL) ermittelt und flir darunterliegende Messwerte der Wert des niedrigsten
Standardpunkts der mitgefiihrten Standardkurve eingesetzt. Aufler fiir IL17A lag
der niedrigste Standardpunkt unterhalb des LDL. Zur statistischen Auswertung
wurden die um den individuellen Verdiinnungsfaktor sowie die Blutkontamination
korrigierten Werte ¢(UScaic) von 92 Tieren verwendet (vgl. 111.2.2.5.). Insgesamt
sechs rechnerisch negative Einzelwerte von c¢(UScaic) betrafen Tiere der Gruppe
E.NEG und wurden von der Beurteilung ausgenommen. Die Ergebnisse der
AlphaLISA-Untersuchungen werden in Tabelle 8 dargestellt. Fiir IL1B, IL6 und
IL10 lagen jeweils mehr als die Hélfte der gemessenen Werte unterhalb des LDL
(Median = niedrigster ~ Standardpunkt). Dagegen lag die mediane ILS8-
Konzentration im US drei log-Stufen iiber diesen Werten im Bereich von
1.900 pg/ml. IL17A trat im US im Median mit Konzentrationen von 64,1 pg/ml auf.
Eine Untersuchung der TNFa-Konzentration fand nicht statt, da in Vorversuchen
mittels AlphalLISA etwa drei log-Stufen hohere TNFa-Konzentrationen in
Blutplasma nachgewiesen wurden als im US. Eine Korrektur der Konzentrationen
in US um die Blutkontamination wurde daher fiir TNFa als nicht sinnvoll erachtet

(Daten nicht gezeigt).

Tabelle 8: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret bestimmt durch

AlphaLISA.

Interleukin o LPLin  Niedrigster ¢(UScatc) in pg/ml

pg/ml SPinpg/ml Quartil Median 3. Quartil
IL1B 92 2,1 1,0 1,0 1,0 31,3
IL6 91 48,5 5,6 5,6 5,6 2.730,8
IL8 91 2,1 0,3 663,0 1.906,5 3.438,3
IL17A 92 1,7 3,0 249 64,1 142,6
IL10 88 4,6 1,0 1,0 1,0 28,7

Dargestellt sind das Lower Detection Limit (LDL), welches als Nachweisgrenze verwendet
wurde, der niedrigste Standardpunkt (SP), der fiir Werte unterhalb des LDL eingesetzt wurde,
sowie Median, 1. und 3. Quartil von ¢(US.ar) fiir die Interleukine IL1B, IL6, ILS, IL17A und
IL10. Einzelne, nach Korrektur der Blutkontamination rechnerisch negative Werte von
¢(USaic) wurden von der statistischen Auswertung ausgenommen und werden durch Nennung
der Tierzahlen ersichtlich. IL: Interleukin; c(UScarc): Konzentration des jeweiligen Analyten im
Uterussekret nach rechnerischer Korrektur der mit AlphalISA bestimmten Werte um
Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination
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3.3.1. Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhédngigkeit von
der Gebirmuttergesundheit

Fiir die US von 92 Tieren fand eine Auswertung der AlphaLISA-Ergebnisse nach
der Gebirmuttergesundheit statt. Die statistische Auswertung der Interleukin-
Konzentrationen im US mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Mann-
Whitney-U-Test ergab nach Bonferroni-Korrektur (o= 0,0167) fiir einige
Interleukine signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen E.NEG und SE(cyto)
sowie zwischen SE(cyto) und SE(histo). Dagegen zeigten E.NEG und SE(histo)
keine statistisch signifikanten Unterschiede fiir die Konzentrationen der
untersuchten Analyten im US (vgl. Abbildung 15, S. 72, sowie Tabelle 19 und
Tabelle 20, S. 148).

E.NEG/SE(cyto): Zwischen E.NEG und SE(cyto) waren fiir die US-Konzentratio-
nen von IL1B und IL8 hoch signifikante (p < 0,0033) und von IL17A signifikante
(p <0,0167) Unterschiede nachweisbar. IL1B war 268-fach, IL8 5-fach und IL17A

3-fach hoher konzentriert im US von SE(cyto) als bei gebdrmuttergesunden
Kontrolltieren. Die Konzentration von IL10 im US von SE(cyto) iiberstieg jene von
E.NEG tendenziell (41-fach erhoht, p<0,0333), wihrend fiir IL6 keine

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt wurden.

SE(cyto)/SE(histo): SE(cyto) wies im US signifikant hohere Konzentrationen an

IL8 (p<0,0167) sowie tendenziell hohere Konzentrationen an IL1B und IL6
(p <0,0333) auf als SE(histo). IL8 trat dabei in der Gruppe SE(cyto) in 4-fach
hoheren Konzentrationen im US auf. Fiir IL10 und IL17A wurden hierbei keine

Unterschiede festgestellt.

Verwendung von ¢(US) anstelle von ¢(UScac): Die statistische Auswertung in

Abhéangigkeit von der Gebarmuttergesundheit wurde analog auch mit den mittels
AlphaLISA gemessenen Interleukin-Konzentrationen durchgefiihrt, welche ledig-
lich um den Verdiinnungsfaktor, nicht aber um die Blutkontamination korrigiert
wurden (c(US), vgl. Tabelle 21 und Tabelle 22, S. 149). Dabei wurde eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Auswertung von ¢(UScaic) deutlich. In
Tabelle 9 (S. 73) sind die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests bei Verwendung
von ¢(UScaic) und ¢(US) gegeniibergestellt.
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Abbildung 15: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhiingigkeit
von der Gebiarmuttergesundheit.

Boxplot-Diagramme der Konzentrationen von IL1B, IL6, IL8, IL17A und IL10 im Uterussekret
nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination ¢(UScac) in Abhéngigkeit von
der Gebarmuttergesundheit. Die zugrunde liegenden Zahlenwerte sowie exakte p-Werte finden
sich in Tabelle 19 und Tabelle 20 (S. 148). Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-
Test. Das Signifikanzniveau betrug nach Bonferroni-Korrektur 0,0167. Einzelne, nach
Korrektur der Blutkontamination rechnerisch negative Werte von ¢(UScaic) wurden von der
statistischen Auswertung ausgenommen und werden durch Nennung der Tierzahlen ersichtlich.
n: Tierzahl; IL: Interleukin; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur
in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie
nachweisbar ist; ,+: Tendenz (p < 0,0333); ,*“: signifikant (p < 0,0167); ,**‘: hoch signifikant
(p <0,0033)
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Tabelle 9: Statistische Auswertung der Interleukin-Konzentrationen im
Uterussekret mit und ohne Beriicksichtigung der Blutkonta-
mination.

Auswertung mit ¢(UScarc) | ¢(US)
E.NEG — SE(cyto) E.NEG — SE(histo) SE(cyto) — SE(histo)

IL1B wk | kk o T
IL6 - - - - + |+
IL8 ok | kok o * | %
IL17A * | ek - - - -
IL10 + | - - - - -

Die zugrunde liegenden p-Werte sind in Tabelle 20 und Tabelle 22 (S. 148f) aufgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug nach
Bonferroni-Korrektur o =0,0167. ¢(UScac): Konzentration des jeweiligen Analyten im
Uterussekret nach rechnerischer Korrektur der mit AlphalLISA bestimmten Werte um
Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination; c¢(US): Konzentration des jeweiligen Analyten im
Uterussekret nach rechnerischer Korrektur der mit AlphalLISA bestimmten Werte nur um den
Verdiinnungsfaktor; IL: Interleukin; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE,
die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie
nachweisbar ist; ,-‘: statistisch kein Unterschied festzustellen (p >0,0333); ,+‘: Tendenz
(p <0,0333); ,**: signifikant (p < 0,0167); ,**“: hoch signifikant (p < 0,0033)

3.3.2. Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhangigkeit vom
Vorkommen endometrialer Lymphfollikel

Die statistische Auswertung der Interleukin-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom
Auftreten endometrialer Lymphfollikel mittels Mann-Whitney-U-Test bei gebir-
muttergesunden Kiihen ergab signifikante Unterschiede fiir die Konzentrationen
von IL17A und IL10 im US zwischen LF- und LF+ (p <0,05; vgl. Tabelle 23,
S. 150). Bei Prasenz endometrialer Lymphfollikel traten IL17A und IL10 in 3-fach
bzw. 29-fach hoheren Konzentrationen im US auf als in Abwesenheit von
Lymphfollikeln. Fir IL1B, IL6 und IL8 wurde keine Beeinflussung der US-
Konzentrationen durch das Vorkommen von Lymphfollikeln festgestellt (p > 0,05).

3.3.3.  Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhiingigkeit vom
Zyklusstand

Die statistische Auswertung nach dem Zyklusstand bei gebarmuttergesunden Kii-
hen ergab hoch signifikante Unterschiede in den Konzentrationen von IL8 und
IL17A im US (p <0,01, vgl. Abbildung 16, S. 74, sowie Tabelle 24, S. 150). Fir
beide Analyten wurden im Median hohere Konzentrationen in der Lutealphase
festgestellt (IL8 4-fach und IL17A 6-fach hoher als in Follikelphase). IL6 war in
der Lutealphase im Vergleich zur Follikelphase signifikant erhoht (p < 0,05); dabei
unterschieden sich allerdings lediglich die 3. Quartile (5,6 pg/ml und 4.558 pg/ml
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fiir Follikel- bzw. Lutealphase), wihrend fiir Median und 1. Quartil in beiden
Gruppen identische Werte dokumentiert wurden (jeweils 5,6 pg/ml, was dem
niedrigsten Standardpunkt flir IL6 entspricht und fiir Werte unterhalb der
Nachweisgrenze eingesetzt wurde). IL1B zeigte sich tendenziell in der Follikel-

phase hoher konzentriert (p <0,1), wihrend fiir IL10 kein Unterschied deutlich

wurde.
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Abbildung 16: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhangigkeit
vom Zyklusstand.

Boxplot-Diagramme der Konzentrationen von IL1B, IL6, IL8, IL17A und IL10 im Uterussekret
nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination ¢(UScaic) in Abhéngigkeit vom
Zyklusstand. Die zugrunde liegenden Zahlenwerte sowie exakte p-Werte sind in Tabelle 24
(S. 150) aufgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test innerhalb der ge-
barmuttergesunden Kiihe. Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Einzelne, nach Korrektur der
Blutkontamination rechnerisch negative Werte von c(UScaic) wurden von der statistischen Aus-
wertung ausgenommen und werden durch Nennung der Tierzahlen ersichtlich. IL: Interleukin;
n: Tierzahl ,+: Tendenz (p <0,1); ,**: signifikant (p < 0,05); ,**‘: hoch signifikant (p < 0,01)



IV. Ergebnisse 75

4. Expression entziindungsrelevanter Gene im Endometrium
Durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR) wurde die
Genexpression der Interleukine IL1B, IL6, IL8 und IL10 sowie von TNFa, PTGS2
und S100A9 in Endometrium-Bioptaten bestimmt. Die absolute Quantifizierung
der mRNA-Expression war durch Einstellen der cDNA-Proben auf 200 ng/ml und
Mitfiihren von Standardkurven moglich. Von vier Tieren wurde das zweite Bioptat
als Back-up-Probe fiir die histopathologische Untersuchung benétigt, da die forma-
linfixierte Probe nicht auswertbar war. Fiir die ersten vier beprobten Tiere wurden
sowohl formalin- als auch RNAlater-fixiertes Bioptat histopathologisch untersucht,
um die Auswertbarkeit der RNAlater-fixierten Back-up-Bioptate vergleichend zu
evaluieren. In diesen acht Féllen stand somit kein Probenmaterial fiir die RT-qPCR
zur Verfligung, sodass im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchung

RN Alater-fixierte Endometrium-Bioptate von 95 Tieren analysiert wurden.

4.1. Qualititskriterien der RT-qPCR
RNA-Qualitdt: Mittels automatisierter Gelelektrophorese wurden der RNA Quality
Index (RQI) und die RNA-Konzentration (c(RNA)) der Proben nach der Extraktion
aus den Endometrium-Bioptaten bestimmt. Der RQI betrug im Median 8,7, was fiir
eine sehr gute RN A-Qualitit spricht. c((RNA) lag im Mittel bei 325,67 ng/ul. Die
RNAlater-fixierten Endometrium-Bioptate von zwei Tieren der Gruppe E.NEG
wurden aufgrund vergleichsweise niedriger RNA-Qualitét (RQI 6,1 und 5,8 bei
c¢(RNA) 16 ng/pl bzw. 44 ng/ul) von der weiteren molekularbiologischen Untersu-
chung und Auswertung ausgeschlossen. Die fiir die RT-qPCR verfiigbaren Tierzah-
len und deren Gruppeneinteilung werden in Tabelle 10 und Tabelle 11 dargestellt.
Tabelle 10: Fiir die Genexpressionsanalyse verfiigbare Tierzahlen zur

Auswertung bzgl. der Gebiarmuttergesundheit.

Probe nicht reduzierte RNA-

n fiir RT-gPCR?

verfiigbar! Qualitit’
E.NEG 83 8 2 73
SE(cyto) 7 0 0 7
SE (histo) 13 0 0 13

n: Tierzahl; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere
mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar ist; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; ! Acht
Proben waren fiir die Genexpressionsuntersuchung nicht verfiigbar, weil sie entweder als Back-
up fiir die histopathologische Untersuchung benétigt wurden (n = 4) oder der Beurteilung der
Auswertbarkeit RNAlater-fixierter Bioptate in der Histopathologie dienten (n =4). 2 Mittels
automatisierter Gelelektrophorese wurde der RNA Quality Index bestimmt. 3 Die mRNA-
Expression wurde absolut durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR)
und Mitflihren von Standardkurven quantifiziert.
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Tabelle 11: Fiir die Genexpressionsanalyse verfiigbare Tierzahlen zur
Auswertung bzgl. Lymphfollikeln und Zyklusstand.

Einteilung n fiir RT-qPCR
LF- 61
Lymphfollikel LF+ 12
Follikelphase 21
ZyKlusstand Lutealphase 34
Zystische Ovarfollikel/unklar 18

Die mRNA-Expression wurde absolut durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR
(RT-gPCR) und Mitflihren von Standardkurven quantifiziert. Die Auswertung bzgl. des Vor-
kommens endometrialer Lymphfollikel sowie des Zyklusstands fand bei 73 gebdrmuttergesun-
den Tieren statt. n: Tierzahl; LF-: gebarmuttergesunde Tiere, bei denen keine Lymphfollikel
nachweisbar sind; LF+: gebdarmuttergesunde Tiere, bei denen Lymphfollikel nachweisbar sind

DNA-Qualitdt: Qualitdt und Konzentration der cDNA-Proben wurden nach dem

Umschreiben mit Reverser Transkriptase (RT) photometrisch bestimmt. Der
Quotient A260/A280 betrug im Median 1,6. Bei reiner DNA ist ein Wert von
mindestens 1,8 zu erwarten. Die bestehende Abweichung lédsst sich durch die
Zugabe von Proteinen erkldren, die fiir den Umschreibeprozess (RT, RNAsin)
erforderlich sind. Im Mittel wurde eine cDNA-Konzentration von 817,0 ng/ul
festgestellt, welche anschlieBend durch die Zugabe von RNAse-freiem Wasser auf

eine einheitliche Konzentration von 200 ng/pl eingestellt wurde.

Qualitédt der gPCR-Léufe: Als Qualitdtsparameter jedes qPCR-Laufs wurden Effi-

zienz und Bestimmtheitsmal} (R?) der Standardkurve, Verhalten der Negativkon-
trollen (NTC) sowie Schmelztemperatur und -kurve des PCR-Produkts analysiert.

Folgende Kriterien waren fiir die Verwendung der Messwerte Voraussetzung:

» Effizienz 90 % bis 110 %
= R2grofer als 0,985
* mindestens eine der drei NTCs war negativ

* Nachweis der Target-spezifischen Schmelztemperatur

Die mittleren Werte von Effizienz und R? werden fiir die einzelnen Gene in Tabelle
12 dargestellt. Zusdtzlich wurden RNA-Proben mit Mastermix ohne Zusatz von RT
umgeschrieben (-RT) und fiir jedes Gen in der qPCR eingesetzt. Sie zeigten auller
fiir IL10 keine messbaren C-Werte. Fiir IL10 wurden bei den -RT-Proben wieder-
holt hohe Ci-Werte sowie ein eindeutiger IL10-spezifischer Produkt-Peak in der
Schmelzkurve festgestellt. Die Ursache hierfiir konnte im Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht abschlieend geklart werden, weshalb die qPCR-Ergebnisse fiir IL10



IV. Ergebnisse 71

unter Vorbehalt zu betrachten sind. Fiir PTGS2 wurde die -RT-Untersuchung nicht

durchgefiihrt, da nicht mehr ausreichend Probenmaterial verfiigbar war.

Tabelle 12: Genexpression von IL1B, IL6, IL8 und IL10 sowie TNFa, PTGS2
und S100A9 in Endometrium-Bioptaten.

Gen Eff. R> -RT mRNA-Expression in Kopien/pl

1. Quartil Median 3. Quartil
IL1B 92,2 0,996  negativ 179,6 518,9 897,0
IL6 93,6 0,998  negativ 16,4 28,0 72,9
IL8 93,0 0,992  negativ 115,8 966,2 2.097,6
IL10 100,0 0,992  positiv? 625,8 12.886,0 23.456,3
TNFa 93,0 0,994  negativ 133,2 2519 4114
PTGS2 94,2 0,996 n u 76,6 850,0 2.683,0
S100A9 93,6 0,998 negativ 90,0 189,4 480,3

Die mRNA-Expression wurde durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-
gPCR) nach Einstellen der cDNA auf 200 ng/ul bestimmt (n = 93). n: Tierzahl; Eff.: Effizienz
des gqPCR-Laufs in %, R%: Bestimmtheitsmall der Standardkurve; -RT: Einsatz von Proben in
gPCR, die mit Mastermix ohne Zusatz von Reverser Transkriptase umgeschrieben wurden;
mRNA: messenger Ribonukleinsdure; IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor o;
PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2; S100A9: antimikrobielles Peptid aus der
Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine; ,n. u.‘: nicht untersucht, da nicht ausreichend
Probenmaterial verfiigbar; : im Mittel 87.030 Kopien/ul

Einen Uberblick iiber die Genexpression der Endometrium-Bioptate der 93 Tiere
bietet Tabelle 12. Die mRNA-Expression von IL6 lag im Median bei
28,0 Kopien/ul und damit unterhalb des niedrigsten Standardpunkts von
100 Kopien/ul. Die Quantifizierung unterhalb des niedrigsten Standardpunkts ist
moglicherweise weniger genau, allerdings ldsst der lineare Verlauf der Standard-
kurve sowie ihr Verlauf durch ,Null® eine Extrapolation zu. Die Mediane der
mRNA-Expression von IL1B, IL8, TNFa, PTGS2 und S100A9 bewegten sich
zwischen 190 Kopien/pl und 1.000 Kopien/pl. Fiir IL10 wurde im Median eine
mRNA-Konzentration von 12.886 Kopien/ul bestimmt. Sie lag damit deutlich liber
den Konzentrationen der restlichen Gene. Ein Zusammenhang mit den

positiven -RT-Proben ist denkbar, dennoch wird der relative Vergleich der Werte

zwischen verschiedenen Gruppen als zuldssig beurteilt.

4.2. Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhingigkeit von der Gebarmuttergesundheit

Fiir die Endometrium-Bioptate von 93 Tieren fand eine Auswertung der mRNA-
Expression verschiedener Gene nach der Gebdrmuttergesundheit statt. Die

statistische Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Mann-
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Whitney-U-Test ergab nach Bonferroni-Korrektur (o= 0,0167) fiir einige Gene
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen E.NEG und SE(cyto) sowie
zwischen SE(histo) und SE(cyto). Dagegen wurden zwischen E.NEG und SE(histo)
keine signifikanten Unterschiede in der endometrialen Expression der untersuchten
Gene nachgewiesen (p > 0,0167). Die Genexpression von IL6, PTGS2 und S100A9
zeigte sich zwischen allen drei Gruppen mit verschiedenem Status der Gebarmutter-
gesundheit nicht signifikant unterschiedlich (vgl. Abbildung 17, S.79, sowie
Tabelle 25 und Tabelle 26, S. 151f).

E.NEG/SE(cyto): Bei SE(cyto) war die endometriale Genexpression von IL1B und
IL8 hoch signifikant (p < 0,0033) und von IL10 signifikant (p < 0,0167) stéarker als
bei E.NEG. Dabei wurde IL1B 3-fach, IL8 19-fach und IL10 2-fach stirker in der

Gruppe SE(cyto) exprimiert als in der Gruppe gebarmuttergesunder Kontrolltiere.
Fiir TNFa stellte sich eine tendenziell stirkere mRNA-Expression bei SE(cyto)
verglichen mit E.NEG dar (p < 0,0333).

SE(cyto)/SE(histo): Die mRNA-Expression von IL1B und IL8 zeigte sich zwischen
SE(cyto) und SE(histo) signifikant unterschiedlich (p <0,0167). Beide Gene

wurden in der Gruppe SE(cyto) stirker exprimiert als in der Gruppe SE(histo). Das
AusmalB entsprach dem beim Vergleich der Gruppen E.NEG und SE(cyto): Bei
SE(cyto) wurde IL1B 3-fach und IL8 19-fach stirker im Endometrium exprimiert.

4.3. Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhéngigkeit vom Vorkommen endometrialer Lymphfollikel

Die statistische Auswertung nach dem Auftreten von Lymphfollikeln bei E.NEG
zeigte keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression der untersuchten

Gene zwischen LF- und LF+ (p > 0,05; vgl. Tabelle 27; S. 152).

4.4. Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in Abhéngig-
keit vom Zyklusstand

Die statistische Auswertung nach dem Zyklusstand bei gebdarmuttergesunden Kii-
hen ergab fiir die Genexpression von PTGS2 hoch signifikante (p < 0,01) und von
IL10 signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen Follikel- und Lutealphase (vgl.
Abbildung 18, S. 80, sowie Tabelle 28, S. 153). Beide Gene wurden wéhrend der
Lutealphase verstarkt im Endometrium exprimiert (PTGS2 13-fach, IL10 9-fach).
Dagegen zeigte 1L6 eine tendenziell stirkere mRNA-Expression wéhrend der

Follikelphase (p < 0,1).
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Abbildung 17: Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhingigkeit von der Gebirmuttergesundheit.

Boxplot-Diagramme der mRNA-Expression von IL1B, IL6, ILS, IL10, TNFa, PTGS2 und
S100A9 in Endometrium-Bioptaten in Abhdngigkeit von der Gebarmuttergesundheit. Die zu-
grunde liegenden Zahlenwerte sowie exakte p-Werte finden sich in Tabelle 25 und Tabelle 26
(S.151f). Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n(E.NEG)=73,
n(SE(cyto)) =7, n(SE(histo)) = 13). Das Signifikanzniveau betrug nach Bonferroni-Korrek-
tur 0,0167. Die mRNA-Expression wurde nach Einstellen der cDNA auf 200 ng/ul bestimmt.
n: Tierzahl; IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor a; PTGS2: Prostaglandin-
Endoperoxid-Synthase 2; S100A9: antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-
bindenden Proteine; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der
Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar
ist; ,+°: Tendenz (p < 0,0333); ,*“: signifikant (p < 0,0167); ,***: hoch signifikant (p < 0,0033)
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Abbildung 18: Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhéngigkeit vom Zyklusstand.

Boxplot-Diagramme der mRNA-Expression von IL1B, IL6, IL8, IL10, TNFa, PTGS2 und
S100A9 in Endometrium-Bioptaten in Abhingigkeit vom Zyklusstand. Die zugrunde liegenden
Zahlenwerte sowie exakte p-Werte finden sich in Tabelle 28 (S. 153). Die Auswertung erfolgte
mittels Mann-Whitney-U-Test innerhalb der gebiarmuttergesunden Kiihe
(n(Follikelphase) = 21, n(Lutealphase) = 34). Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Die mRNA-
Expression wurde nach Einstellen der cDNA auf 200 ng/pl bestimmt. n: Tierzahl; IL:
Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor a; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2;
S100A9: antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine; ,+‘:
Tendenz (p < 0,1); ,**: signifikant (p < 0,05); ,**: hoch signifikant (p <0,01)
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S. Fruchtbarkeitskennzahlen in Abhingigkeit von der Ge-
biarmuttergesundheit und endometrialen Lymphfollikeln
Von 103 Tieren, die nach ihrer Gebarmuttergesundheit in E.NEG, SE(cyto) und
SE(histo) eingeteilt wurden, gingen 12 aus verschiedenen Griinden vor Etablierung
der nédchsten Trichtigkeit aus der Herde ab. Darunter befand sich ein Tier, das
aufgrund schlechter Fruchtbarkeit selektiert wurde. Dieses als SE(cyto) kategori-
sierte Rind wurde wiederholt wegen Zystischer Ovarfollikel therapiert und ging
nach achtmaliger erfolgloser KB aus dem Betrieb ab. Fiir die restlichen 91 Tiere
wurden relevante Fruchtbarkeitsparameter im Anschluss an die Beprobung erfasst
und hinsichtlich der Gebdrmuttergesundheit ausgewertet. Erlduterungen zu den
analysierten Fruchtbarkeitskennzahlen finden sich in IV.1.3. Die Auswertung von
Besamungsaufwand, Giist- und Verzogerungszeit mittels Kruskal-Wallis-Test und
anschlieBendem paarweisen Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zeigte keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen an Gebarmutter-

gesundheit (p > 0,0167, vgl. Abbildung 19 sowie Tabelle 29, S. 153).
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Abbildung 19: Einfluss des Entziindungsstatus der Gebirmutter auf Frucht-
barkeitskennzahlen.

Die zugrunde liegenden Zahlenwerte sowie exakte p-Werte finden sich in Tabelle 29 (S. 153).
Die Auswertung geschah mittels Mann-Whitney-U-Test; das Signifikanzniveau betrug 0,05
(n(E.NEG) =73, n(SE(cyto)) = 6, n(SE(histo)) = 12). n: Tierzahl; KB: Kiinstliche Besamung;
E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar
ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar ist
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Eine Auswertung der genannten Fruchtbarkeitskennzahlen in Abhingigkeit vom
Auftreten endometrialer Lymphfollikel bei gebarmuttergesunden Kiihen ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen LF- und LF+ (p > 0,05; vgl. Tabelle 30,
S. 154).
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V. DISKUSSION

Das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Eignung von Uterussekret (US)
fiir die Diagnostik der subklinischen Endometritis (SE) beim Rind zu bewerten.
Hierfiir wurden bei Kiihen eines landwirtschaftlichen Betriebs nach Abschluss des
Puerperiums verschiedene Proben aus der Gebdrmutter gewonnen. Die Auswertung
der klinischen Untersuchung sowie der zytologischen und histopathologischen
Beurteilung des Endometriums ermdglichte die Kategorisierung der Versuchstiere
entsprechend ihrer Gebarmuttergesundheit. In weiteren Fragestellungen wurden die
gebarmuttergesunden Tiere bzgl. des Auftretens endometrialer Lymphfollikel und
thres Zyklusstands gruppiert. Gemil dieser Einteilungen wurden das chemotak-
tische Potenzial und die Konzentrationen ausgewéhlter Interleukine von US sowie

die endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene vergleichend untersucht.

1. Einsatz des neuen Probenentnahmegeriits in der Praxis

1.1. Praxistauglichkeit der Probengewinnung

Das von HILLMER (2018) beschriebene Probenentnahmegerét zur aufeinander-
folgenden Gewinnung von US sowie zytologischen, histologischen und
bakteriologischen Proben des Endometriums wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erstmals in vivo an Kiihen in einem landwirtschaftlichen Betrieb eingesetzt.
Zur Optimierung der Probenentnahme und Sicherstellung hoher Probenqualititen
waren folgende Modifikationen der urspriinglichen Konstruktion und Methode

notwendig:

»  Verdickung des transzervikal einzufithrenden Arbeitskanals an seinem
vorderen Ende und Abrundung der Kanten zur Reduktion von Schleimhaut-
verletzungen sowie daraus resultierender Blutkontamination der Proben
(vgl. I1.1.2.1.)

= Anwendung eines Adapters zum ziligigen und kontaminationsarmen
Einfiihren des Merocel-Schwammchens zur US-Gewinnung in den
Arbeitskanal (vgl. I11.1.2.2.)

= Verkiirztes Verbleiben des Merocel-Schwidmmchens im Uteruslumen (zwei
Minuten statt vier Minuten) als Kompromiss zwischen Belastung der

Versuchstiere und Gewinnung ausreichender Mengen an US



V. Diskussion 84

Dadurch war die erfolgreiche Gewinnung von Proben hoher Qualitéit bei den 108
vorgestellten sowohl Ostrischen als auch didstrischen Tieren moglich. Die Eignung
der mittels verkleinertem Cytobrush und minimierter Biopsiezange gewonnenen
Proben fiir die zytologische bzw. histopathologische Diagnostik wies HILLMER
(2018) im Vergleich mit konventionellen Instrumenten nach. Etwa 6 % der zytolo-
gischen Proben enthielten in der hier vorliegenden Arbeit zu wenige Zellen fiir die
Beurteilung ihres PMN-Anteils. Knapp 4 % der Bioptate waren aufgrund zu gerin-
ger Abmessungen oder fehlenden luminalen Epithels nicht zu beurteilen, weshalb
die RNAlater-fixierten Back-up-Proben histopathologisch untersucht wurden. Die
verwendeten Merocel-Schwidmmchen ermdglichten die US-Gewinnung bei allen
vorgestellten Tieren. Die Tauglichkeit des Materials fiir die Riickgewinnung

aufgenommener Immunmarker wurde von CASTLE et al. (2004) nachgewiesen.

Die durchgefiihrte Probenentnahme einschlieBlich der Gewinnung von zwei
Endometrium-Bioptaten je Tier flihrte nachweislich zu keiner negativen Beeinflus-
sung der Fruchtbarkeit der Versuchstiere (vgl. IV.1.3.). Dieses Ergebnis legt bei
korrekter Durchfithrung die Unbedenklichkeit der Beprobung fiir die Fertilitdt der
Tiere nahe und stimmt iiberein mit Untersuchungen von CHAPWANYA et al.
(2010) und MERBACH (2011). Dagegen beschrieben andere Autoren eine
Verschlechterung der Fruchtbarkeit infolge der uterinen Biopsie, worin sich ihr
seltener Einsatz sowohl in der Praxis als auch in der Forschung begriindet
(ETHERINGTON et al., 1988; BONNETT et al., 1993). Mdglich ist, dass diese
abweichenden Einschiatzungen aus der Verwendung unterschiedlich grof3

dimensionierter Biopsiezangen resultieren.

1.2. Konzeptionelle Uberlegungen

Probenentnahmezeitraum: Die Probenentnahme wurde zwischen 43 und 62 Tagen

p.p. durchgefiihrt und fand damit nach Ablauf des Gesamtpuerperiums von etwa
sechs Wochen (MARION und GIER, 1959; ZAREMBA, 1990) sowie innerhalb der
Freiwilligen Wartezeit des Versuchsbetriebs statt. Dadurch wurde einerseits sicher-
gestellt, dass die physiologische puerperale Entziindungsreaktion des Endo-
metriums bereits abgeschlossen war, sodass im Rahmen der Untersuchung
detektierte entziindliche Verdnderungen des Endometriums als pathologisch einge-
stuft werden konnten. Andererseits konnte so die Beprobung bereits besamter Kiihe
sowie eine Einflussnahme der Probengewinnung auf das Fruchtbarkeits-

management des Versuchsbetriebs ausgeschlossen werden.
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PMN-Grenzwert: Fiir die Diagnose der SE in der zytologischen Untersuchung
wurde ein Grenzwert von 5% PMN angewandt (GILBERT et al., 2005;
PLONTZKE et al., 2010; BARANSKI et al.,, 2012; MELCHER et al., 2014;
BRODZKI et al., 2015b). Dieser zeigte sich in statistischen Analysen unter
Bertiicksichtigung der Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit zwischen 21 und 62
Tagen p.p. als diagnostisch fiir SE und nicht durch den Zyklusstand beeinflusst
(MADOZ et al., 2013; BRODZKI et al., 2015a).

1.3. Geringe Ubereinstimmung zytologischer und histologischer Befunde
In der vorliegenden Untersuchung wurde eine geringe Ubereinstimmung zytologi-
scher und histopathologischer Ergebnisse festgestellt. Dieser Befund veranlasste
die differenzierte Betrachtung von Tieren mit nur zytologisch (SE(cyto)) bzw. nur

histopathologisch nachweisbarer SE (SE(histo)) im weiteren Verlauf der Arbeit.

RegelmiBig bewies die Endometrium-Zytologie in der SE-Diagnostik eine niedrige
Sensitivitdt und sehr hohe Spezifitit bei Verwendung der Histopathologie als
Referenzmethode (MERBACH, 2011; MADOZ et al., 2014; CENGIZ et al., 2016;
PASCOTTINI et al., 2016b). Dies bedeutet, dass zytologisch diagnostizierte SE
zuverléssig in der Histopathologie zu erkennen ist, wihrend histologisch nachge-
wiesene Entziindungen nicht immer auch zytologisch belegt werden konnen. Als
Ursache dieser Diskrepanz werden unterschiedliche endometriale Entziindungs-
formen angesehen: Die zytologische Untersuchung beurteilt den Gehalt an PMN,
wodurch lediglich akute bzw. nach PASCOTTINI et al. (2016a) ,aktive®
Entziindungen detektiert werden. Chronische Verdnderungen, wie z. B. eine
lymphoplasmazellulére Infiltration des Endometriums, konnen dagegen ausschlief3-
lich in der histopathologischen Untersuchung dargestellt werden (BONNETT et al.,
1991a; MERBACH, 2011; PASCOTTINI et al., 2016a). Die Bedeutung dieser
chronischen Alterationen des Endometriums fiir die Fruchtbarkeit von Kiihen ist
allerdings noch unklar (BONNETT et al., 1993; RODENBUSCH, 2011; MADOZ
et al., 2014; PASCOTTINI und OPSOMER, 2016). PASCOTTINI et al. (2016b)
stellten auBBerdem eine ungleichmiflige Verteilung der PMN im Endometrium beti
Vorliegen einer Endometritis fest: Ein groferer Anteil an PMN ist in tieferen Lagen
des endometrialen Stratum compactum lokalisiert und entzieht sich dadurch
zytologischen Methoden. Dariiber hinaus bestehen Hinweise darauf, dass im
Rahmen des Sexualzyklus auftretende Verdnderungen der endometrialen Zell-

population vor allem tiefere endometriale Schichten betreffen und dadurch in der
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Histopathologie zu falschpositiven Resultaten fithren kdnnen, wéihrend sie auf die

Zytologie keinen Einfluss nehmen (RODENBUSCH, 2011; MADOZ et al., 2014).

Dagegen existieren wenige Untersuchungen, die eine geringe Sensitivitit der histo-
pathologischen Untersuchung bzgl. der Referenzmethode Zytologie nachweisen.
MEIRA etal. (2012), MERBACH (2011) und HILLMER (2018) fanden jeweils bei
etwa 60 % der Tiere mit zytologisch nachweisbarer SE falschnegative Diagnosen
durch die Histopathologie. Eine mdgliche Erkldrung der Abweichungen in der
vorliegenden Arbeit bietet die Anwendung einer modifizierten Biopsiezange: Die
damit gewonnenen Bioptate sind vergleichsweise klein und représentieren v. a.
oberflachliche Bereiche des Endometriums. Moglicherweise werden entziindliche
Verdanderungen dadurch nicht ausreichend erfasst. Zusétzlich kénnen durch das
hiufige Fehlen luminalen Epithels in den histologischen Schnitten epithelial
gelegene PMN, die zytologisch nachweisbar sind, nicht immer in die histopatho-
logische Beurteilung eingeschlossen werden. Des Weiteren ist denkbar, dass
entzlindliche Prozesse teilweise lokal begrenzt im Endometrium auftreten, wodurch
ein einzelnes Bioptat fiir den Gesundheitszustand des gesamten Uterus nicht repri-
sentativ wére. Beim Pferd wurde diese Fragestellung bereits intensiv untersucht.
Demnach konnen die Befunde an einem endometrialen Bioptat als reprasentativ fiir
das gesamte Endometrium betrachtet werden (BERGMAN und KENNEY, 1976;
BLANCHARD et al., 1987; SCHOON et al., 1992). Fiir das Rind bestdtigten
HILLMER (2018) und in Teilen auch RODENBUSCH (2011), dass ein einzelnes
Bioptat den Zustand des gesamten Endometriums gut wiedergibt. Dagegen wiesen
PASCOTTINI et al. (2016a) eine ungleichmaBige Verteilung entziindlicher Verén-
derungen im bovinen Uterus nach. Bislang fehlt allerdings ebenso der eindeutige
Nachweis, dass eine einzelne zytologische Probe als reprédsentativ fiir den Entziin-
dungsstatus des gesamten Endometriums zu betrachten ist (ELLENBERGER et al.,
2006; PASCOTTINI et al., 2016a). Demnach ist ein Einfluss lokal begrenzter ent-
ziindlicher Verdnderungen auch auf die zytologische Bewertung nicht auszuschlie-
Ben. Um diesen potenziellen Effekt zu evaluieren, wire die Untersuchung von
zytologischen und histologischen Proben von zwei bis drei verschiedenen endo-
metrialen Lokalisationen pro Tier zu priifen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde je Tier ein zweites Bioptat gewonnen, welches in die molekularbiologische
Analyse einging. Die Entnahme eines dritten Bioptats war nach Einschitzung der

Autoren nicht mit der moglichen Belastung der Versuchstiere vereinbar.
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2. Ubergreifende Betrachtung von Uterussekret und endo-
metrialer Genexpression

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Untersuchungen an US sowie der
endometrialen Genexpression iibergreifend diskutiert. Dabei wird die Einteilung
der Versuchstiere in Abhédngigkeit von Gebarmuttergesundheit, Vorkommen
endometrialer Lymphfollikel und Zyklusstand beriicksichtigt. Die Beurteilung der
US geschah hinsichtlich ihres chemoattraktiven Potenzials im PMN-Chemotaxis-
Assay sowie nach ihren Konzentrationen an IL1B, IL6, IL8, IL17A und IL10 in
AlphaLISA-Untersuchungen. Die Genexpression von IL1B, IL6, ILS, IL10, TNFa,
PTGS2 und S100A9 wurde durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR
(RT-gPCR) an Endometrium-Bioptaten bewertet. Die Gegeniiberstellungen der
Auswertungen auf Produkt- und Genexpressionsebene sind in Tabelle 31
(Gebarmuttergesundheit), Tabelle 32 (Lymphfollikel) und Tabelle 33 (Zyklusstand,
S. 154f) aufgefiihrt.

2.1. Hintergrund

Uterussekret: Die Gewinnung und Untersuchung von US stellt eine neue Methode
in der Forschung zur SE beim Rind dar, die erstmals durch HILLMER (2018) an
Schlachtorganen angewandt wurde. Zugrunde liegt die Vorstellung, dass US ein
dem Endometrium aufliegender Flissigkeitsfilm ist, der durch Sekretion der
Uterindriisen sowie endometrialer Epithel-, Stroma- und ggf. Immunzellen
komponiert wird. Seine Zusammensetzung wird als repriasentativ fiir den Gesund-
heitszustand des gesamten Endometriums angenommen. Das gewonnene US wurde
mit Hilfe einer definierten Menge Extraktionspuffer und Zentrifugation aus den
Merocel-Schwiammchen gelost. Durch ein Wiegeverfahren war die Ermittlung
eines individuellen Verdiinnungsfaktors moglich, der von der Menge des urspriing-
lich gewonnenen Sekrets abhing (vgl. 111.2.2.2.). Im Gegensatz zur Gewinnung von
Gebarmutterspiilproben (KIM et al., 2014; BRODZKI et al., 2015c¢), bei denen die
tatséchlich im Uterus vorhandene Menge an US und damit der Verdiinnungseffekt
durch das Spiilmedium nicht erfasst werden, ermoglicht dieses Vorgehen die
rechnerische, absolute Bestimmung der Analyten in reinem US. Ein weiterer
Vorteil gegeniiber der Gebarmutterspiilung ist, dass die Schwadmmchenmethode bei
allen beprobten Tieren die Gewinnung einer US-Probe ermdglichte. Hingegen
konnten KASIMANICKAM et al. (2005a) bei 17 % der mittels uteriner Lavage

beprobten Kiihe keine Fliissigkeit zuriickzugewinnen.
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Blutkontamination: Bei der Gewinnung von US traten kleine Schleimhaut-
blutungen auf, wie dies auch regelméBig fiir zytologische Proben berichtet wird
(KASIMANICKAM et al., 2005b; PASCOTTINI et al., 2016a). Ihr Einfluss auf die
detektierten Interleukin-Konzentrationen im US wurde beriicksichtigt, indem die
Blutkontamination quantifiziert und ihr Eintrag an Analyt rechnerisch korrigiert
wurde (vgl. 1I1.2.2.3.). Die statistische Auswertung bzgl. der Gebidrmutter-
gesundheit unter Verwendung der Interleukin-Konzentrationen mit und ohne
Korrektur der Blutkontamination kamen zu iibereinstimmenden Ergebnissen (vgl.
Tabelle 9, S. 73). Hierfiir sind zwei Griinde denkbar: Zum einen war die mediane
Blutkontamination der US mit 5,9 % derart gering, dass ein vernachldssigbarer
Einfluss auf die Interleukin-Konzentrationen im US angenommen werden kann.
Zum anderen spricht dieses Ergebnis dafiir, dass die untersuchten Analyten im Falle
einer Endometritis mit vielfach hoheren Konzentrationen im US auftreten, als der
Effekt der Blutkontamination ausmacht. Daher wird fiir die hier analysierten
Interleukine eine Korrektur der Blutkontamination in kiinftigen Untersuchungen als
nicht erforderlich erachtet. Diese Vernachldssigbarkeit der Blutkontamination ist
allerdings nicht generell anwendbar. Liegt ein Analyt allgemein oder individuell im
Blut sehr viel hoher konzentriert vor als im US, so ist eine Verfdlschung der
Ergebnisse durch die Blutkontamination zu erwarten. Dies gilt beispielsweise fiir
TNFa. Der Ausschluss stark blutkontaminierter Proben von der Auswertung (in der
vorliegenden Arbeit > 33 %) wird aufgrund des vergleichsweise geringen Anteils

an US in der Probe dennoch empfohlen.

Endometrium-Bioptate: Die zellulire Zusammensetzung der Proben fiir die Gen-
expressionsanalyse hat einen Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse, da
verschiedene Zellen und Gewebe individuelle Genexpressionsmuster aufweisen
(SHEN-ORR et al., 2010). Im Rahmen von Genexpressionsstudien zur SE werden
unterschiedliche Probenmaterialien verwendet (vgl. 11.2.2.4.): Der Einsatz von
Zellen aus Cytobrush-Abstrichen (GABLER et al., 2010; GHASEMI et al., 2012;
KASIMANICKAM et al., 2014) ermoglicht die explizite Untersuchung
endometrialer Epithelzellen. Bedingt durch den Gewinnungsprozess ist auch ein
Vorkommen von Erythrozyten sowie im Falle eines SE-Nachweises von PMN zu
beriicksichtigen. In der vorliegenden Arbeit wurden Endometrium-Bioptate fiir die
Untersuchung der Genexpression eingesetzt (CHAPWANYA et al., 2009;
HERATH etal., 2009; GALVAO et al., 2011; JANOWSKI et al., 2017). Sie weisen
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eine indifferente Zusammensetzung aus endometrialen Epithel- und Stromazellen
sowie Endothel-, Immun- und Blutzellen auf (DAVIES et al., 2008). Der Anteil der
verschiedenen Gewebe ist variabel, wobei nach histopathologischer Beurteilung
der formalinfixierten Proben von einem groflen Anteil an Stromazellen auszugehen
ist. Das RT-qPCR-Ergebnis beschreibt daher nicht die Genexpression eines
definierten Zelltyps, sondern spiegelt ungeachtet der genauen Zellzusammen-
setzung der Bioptate den biologischen Ist-Zustand in vivo unter Beteiligung der
verschiedenen Zelltypen wider. Der Nachweis der immunologischen Aktivitat
wurde im Rahmen von Zellkulturstudien sowohl fiir endometriale Epithel- als auch
Stromazellen erbracht, sodass von einer simultanen Beeinflussung des uterinen
Milieus durch beide Zelltypen ausgegangen werden kann (DAVIES et al., 2008;
TURNER et al., 2014).

2.2, Uterussekret ist fiir die Diagnose zytologischer Endometritiden
geeignet

Nach ihrer Gebarmuttergesundheit wurden die Versuchstiere in Kiihe ohne
Endometritis (E.NEG), Kiithe mit nur zytologisch nachweisbarer Endometritis
(SE(cyto)) sowie Kiihe mit nur histologisch nachweisbarer Endometritis
(SE(histo)) kategorisiert. Vier Tiere mit klinischer Endometritis sowie ein Tier mit
zytologisch und histologisch nachweisbarer SE wurden aufgrund niedriger Tier-
zahlen von der Auswertung ausgenommen. Fiir die Untersuchungen an US und die
endometriale Genexpression wurden fiir einige Analyten Unterschiede zwischen
E.NEG und SE(cyto) sowie zwischen SE(cyto) und SE(histo) nachgewiesen.
Zwischen E.NEG und SE(histo) waren fiir keinen der untersuchten Parameter

statistisch signifikante Unterschiede festzustellen.

2.2.1. Chemotaktisches Potenzial von Uterussekret

Erstmals wurde die chemotaktische Wirkung von bovinem US auf PMN untersucht.
Die relative Transmigrationsrate 7; unterschied sich zwischen den Gruppen E.NEG
und SE(cyto) nicht signifikant, obwohl sie mit 73 % numerisch bei SE(cyto)
deutlich hoher lag als bei E.ZNEG (28 %). Dass dieser Unterschied keine statistische
Signifikanz erreichte, liegt mit groBer Wahrscheinlichkeit an der breiten Streuung
von T; innerhalb von E.NEG (vgl. Abbildung 14, S. 69). Auch das US zahlreicher
Tiere ohne Endometritis 16ste demnach eine starke PMN-Chemotaxis aus. Dagegen
zeigte US bei SE(cyto) ein signifikant starkeres chemoattraktives Potenzial als bei

SE(histo). Dies deutet auf hohere Konzentrationen chemotaktisch wirksamer
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Botenstoffe im US von SE(cyto) im Vergleich zu SE(histo) hin. Da diese
Untersuchung einen unspezifischen biologischen Test darstellt, bleiben die
zugrunde liegenden Mechanismen auf molekularer Ebene unklar. Relevante
Kandidaten wurden im weiteren Verlauf durch Bestimmung auf Produkt- und

Genexpressionsebene analysiert.

2.2.2. Zytokine

Zytokine sind Modulatoren der Immunantwort (JABBOUR et al., 2009). Zu ihnen
zdhlen die hier untersuchten proinflammatorischen Interleukine IL1B, IL6, IL17A,
das Chemokin IL8 sowie TNFa. Ihre zentrale Funktion liegt in der effektiven und
schnellen Etablierung einer lokalen Immunreaktion durch Anlockung und Aktivie-
rung zirkulierender Leukozyten, Ausbildung endothelialer Adhédsionsmolekiile und
Erhohung der Gefdlpermeabilitit (SINGH et al., 2008; HOLDSWORTH und
GAN, 2015). Antiinflammatorische Zytokine wie IL10 vermitteln die Begrenzung
der Entziindung und die Wiederherstellung zerstérten Gewebes (SHELDON et al.,
2014).

2.2.2.1. Proinflammatorische Zytokine

Interleukin-1B: Fiir IL1B wurde im Uterus eine iibereinstimmende Regulation auf

Transkriptions- und Produktebene gefunden. Bei SE(cyto) fand sich IL1B in
signifikant hoheren Konzentrationen im US und wurde im Endometrium signifikant
starker exprimiert als bei gebdrmuttergesunden Kiihen. IL1B ist ein bedeutender
Regulator der lokalen und systemischen Abwehr, der die Sekretion u.a. von
Prostaglandinen, Chemokinen (IL8) wund Interleukinen (IL6) stimuliert
(DINARELLO, 2009). Seine verstirkte Genexpression im entziindeten Endo-
metrium wurde bei Kiihen bereits wiederholt nachgewiesen (FISCHER et al., 2010;
GABLER et al., 2010; GALVAO et al., 2011; KASIMANICKAM et al., 2014;
PETER et al., 2015; WAGENER et al., 2017b). Untersuchungen zu IL1B auf
Produktebene fanden bislang lediglich bei KIM et al. (2014) statt: Hier konnte mit
vier Wochen p.p. keine Beeinflussung der IL1B-Konzentration in Gebarmutterspiil-
proben durch zytologisch diagnostizierte SE nachgewiesen werden. Im Gegensatz
zur vorliegenden Untersuchung fand dabei keine Beriicksichtigung der Verdiinnung
des US wihrend der Gewinnung statt. Diese zu vernachldssigen ist eine mogliche
Ursache fiir nicht darstellbare, aber biologisch vorhandene Unterschiede. Die

Anwendung unterschiedlicher PMN-Grenzwerte fiir die zytologische SE-Diagnose
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(5 % in der vorliegenden Arbeit bzw. 18 % bei KIM et al. (2014)) stellt eine weitere

denkbare Erklarung fiir die aufgezeigten Abweichungen dar.

Interleukin-6: Zwischen gebarmuttergesunden Kiihen und SE(cyto) wurden keine
signifikanten Unterschiede fiir die IL6-Konzentration im US sowie die IL6-
Expression in endometrialem Gewebe festgestellt. Dabei wird dem Interleukin eine
pleiotrope Wirkung in der Verstirkung lokaler und systemischer Entziindungs-
reaktionen dhnlich zu IL1B zugeschrieben (HOLDSWORTH und GAN, 2015). Die
graphische Darstellung (vgl. Abbildung 15, S. 72, und Abbildung 17, S. 79) liefert
hierfiir eine mogliche Erklirung: Auch zahlreiche als gebdrmuttergesund
kategorisierte Kiihe wiesen hohe IL6-Konzentrationen im US sowie eine starke
endometriale mRNA-Expression von IL6 auf. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
hierfiir die nachweislich geringe Riickgewinnungsrate von IL6 (58 %) aus den
Merocel-Schwimmchen (CASTLE et al., 2004) sowie seine insgesamt schwache
mRNA-Expression in den Endometrium-Bioptaten im Bereich der Extrapolation

der Standardkurve verantwortlich sind.

Der fehlende Nachweis einer IL6-Priasenz bei SE deckt sich mit Resultaten anderer
Autoren fiir die Genexpression (FISCHER et al., 2010; KASIMANICKAM et al.,
2014; WAGENER et al., 2017b) sowie fiir den direkten Nachweis von IL6 in
Gebérmutterspiilproben (KIM et al., 2014). Weitere Autoren wiesen dagegen im
Endometrium hohere IL6-Transkriptabundanzen bei Endometritis nach (GABLER
etal., 2010; GALVAO et al., 2011; GHASEMI et al., 2012). Hierbei ist bedeutend,
dass GABLER et al. (2010) und GALVAO et al. (2010) keine Unterscheidung zwi-
schen klinischer Endometritis (KE) und SE vornahmen. Eine Korrelation zwischen
dem endometrialen PMN-Gehalt und der mRNA-Expression konnten GABLER et
al. (2010) dagegen nur fiir IL1B und IL8, nicht aber fiir IL6, nachweisen. Da KE
und SE unterschiedliche Auspriagungen endometrialer Entziindungen darstellen, ist
ihre getrennte Beurteilung sinnvoll (DUBUC et al., 2010b; BARANSKI et al.,
2013b). BRODZKI et al. (2015b) fanden entgegen der vorliegenden Untersuchung
hohere Konzentrationen an IL6 in Gebarmutterspiilproben von Tieren, bei denen
zytologisch an Tag 60 p.p. eine SE diagnostiziert wurde. Eine mogliche Erklarung
der Diskrepanz zur vorliegenden Arbeit ist, dass in die genannte Studie nur Kiihe
aufgenommen wurden, die zwischen 21 und 47 Tagen p.p. an KE erkrankt waren

und eine intrauterine antibiotische Behandlung erhalten hatten.
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Interleukin-8: Die Untersuchungen an US und Endometrium-Bioptaten zeigten in
der statistischen Auswertung fiir IL8 iibereinstimmende Resultate. Verglichen mit
gebdarmuttergesunden Kiihen fand sich IL8 bei SE(cyto) in signifikant hoheren
Konzentrationen im US und wurde im Endometrium signifikant starker exprimiert.
IL8 zéhlt zu den Chemokinen (auch ,CXCL8‘) und gilt als der stirkste
chemotaktische Faktor fir PMN (WUYTS et al., 2003; ROMAGNANI et al.,
2004). Sein chemoattraktives Potenzial im bovinen Uterus wurde in vivo durch
ZERBE et al. (2003) belegt. Die Hochregulation von IL8 bei SE stimmt sowohl auf
Produktebene (KIM et al., 2014) als auch auf Transkriptionsebene (FISCHER et
al., 2010; GABLER et al., 2010; GALVAO et al., 2011; GHASEMI et al., 2012;
LOYTI et al., 2013; PETER et al., 2015) mit der Literatur liberein. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit fiir IL8 gleichen denen fiir IL1B. Diese Kongruenz stellten
auch GABLER et al. (2010), FISCHER et al. (2010) und PETER et al. (2015) fest.
Da IL1B (neben TNFa) als potenter Stimulator der IL8-Sekretion gilt, ist ein derart
synchroner Anstieg beider Zytokine zu erwarten (WUYTS et al., 2003; GIJSBERS
et al., 2005). Die initiale IL1B-Prisenz vor dem Auftreten von ILS ist aufgrund der

Chronizitit der SE nicht darzustellen.

Interleukin-17A: In der vorliegenden Studie wurde IL17A im bovinen US nach-

gewiesen. SE(cyto) zeigte signifikant hohere Konzentrationen an IL17A verglichen
mit gebidrmuttergesunden Kontrolltieren. Die zentrale Rolle dieses Interleukins in
der Regulation und Verstirkung der Immunabwehr ist erst seit etwa 25 Jahren
bekannt (ROUVIER et al., 1993; YAO et al., 1995). IL17A verstirkt die Bildung
zahlreicher Mediatoren im Gewebe, darunter 1L6, PGE, und antimikrobielle
Peptide (DINARELLO, 2009; MENSIKOVA et al., 2013). Seine Bedeutung fiir die
SE des Rindes ist bislang kaum erforscht. JOHNSON et al. (2015) wiesen eine
verstirkte mRNA-Expression von IL17A bei Kiithen mit SE im Vergleich zu
gebarmuttergesunden Kiihen nach. Bei bovinen Masitiden wurde eine
Hochregulation der IL17A-Expression in Eutergewebe sowie in somatischen Zellen
der Milch nachgewiesen (RIOLLET et al., 2006; TAO und MALLARD, 2007;
WHELEHAN et al.,, 2011). Eine Verdnderung der Genexpression in Blut-
Leukozyten wurde nicht festgestellt, weshalb IL17A vor allem eine Beteiligung an
lokalen Abwehrmechanismen zugeschrieben wird (TAO und MALLARD, 2007).
Die weitere Evaluierung seiner Rolle bei der SE des Rindes, auch auf Ebene der

Genexpression, ist anzustreben.
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Tumor-Nekrose-Faktor a: In der hier vorgestellten Arbeit wurde die endometriale
Genexpression von TNFa untersucht. Dabei wurde eine tendenziell stdrkere
Expression im Endometrium von SE(cyto) im Vergleich zu E.NEG nachgewiesen.
Das Zytokin ist vor allem fiir die Initiierung der unspezifischen Immunantwort
bedeutend (KSONTINI et al., 1998; HEHLGANS und PFEFFER, 2005). Denkbar
ist daher, dass aufgrund des chronischen Charakters der SE eine deutliche
Hochregulation von TNFa nicht mehr darzustellen ist. In der Literatur wird tiber
unterschiedliche Forschungsergebnisse berichtet: Wéhrend einige Autoren eine
verstarkte endometriale Genexpression von TNFa bei Kithen mit Endometritis
feststellten (FISCHER et al., 2010; GABLER et al., 2010; GHASEMI et al., 2012;
KASIMANICKAM et al., 2014; PETER et al., 2015), fanden andere Studien hier
keinen Zusammenhang (GALVAO et al., 2011). In Gebérmutterspiilproben wiesen
BRODZKI et al. (2015c¢) bei Kiihen mit SE 40 Tage p.p. sogar reduzierte TNFa-
Konzentrationen nach. Mit 60 Tagen p.p. fanden die Autoren genauso wie KIM et
al. (2014) keinen Unterschied zu gebdrmuttergesunden Kiihen (BRODZKI et al.,
2015b). Eine Untersuchung auf Produktebene fand im Rahmen der vorliegenden
Studie nicht statt, da fiir TNFa eine rechnerische Korrektur der Blutkontamination
von US aufgrund vielfach hoherer TNFa-Konzentrationen in Blutplasma (etwa 3
log-Stufen) als nicht sinnvoll erachtet wurde. Insgesamt reihen sich die Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchung in das uneinheitliche Bild der Regulation von TNFa
bei SE ein. Eine eindeutige Aussage zu seiner Beteiligung an der Pathologie der SE
ist aufgrund der tendenziellen Unterschiede in der endometrialen Genexpression

nicht zu treffen.

2.2.2.2. Antiinflammatorisches Zytokin I1L10

IL10 zeigte bei SE(cyto) tendenziell hohere Konzentrationen im US sowie eine
signifikant stirkere endometriale mRNA-Expression im Vergleich zu Kiihen ohne
Endometritis. In der Literatur finden sich zur Rolle von IL10 bei bovinen
Endometritiden bislang nur wenige Untersuchungen, die uneinheitliche Ergebnisse
dokumentieren. GALVAO et al. (2011) stellten auf Ebene der Genexpression
keinen Unterschied zwischen gebarmuttergesunden Kiithen und Kiihen mit
Endometritis fest, wobei die Diagnose zytologisch ohne vaginoskopischen
Ausschluss einer KE gestellt wurde. BRODZKI et al. (2015¢) fanden dagegen
iibereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit eine Hochregulation von IL10 in

Gebarmutterspiilproben von Kiihen mit SE, wahrend KIM et al. (2014) dies nur fiir
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KE, nicht aber fiir SE, bestétigten. IL10 ist das bedeutendste antiinflammatorische
Zytokin und besitzt die Fahigkeit zur Eindimmung der Immunantwort und
Kontrolle von Gewebeschédden infolge exzessiver Abwehrreaktionen (COUPER et
al., 2008; MOSSER und ZHANG, 2008; HOLDSWORTH und GAN, 2015). Eine
betont antiinflammatorische Abwehrlage im Endometrium kénnte die Auspragung
der physiologischen puerperalen Entziindung zur Elimination eingedrungener
Erreger und Wiederherstellung der uterinen Epithelintegritdt unterdriicken und
damit die Entstehung chronischer, subklinischer Endometritiden begiinstigen. /n
vitro-Untersuchungen von HILLMER (2018) unterstiitzen diese These: Nach
Inkubation isolierter uteriner Epithelzellen mit US von Kiihen mit SE wurde eine
ausbleibende Herunterregulation der IL10-Expression im Vergleich zum Einsatz
von US gebiarmuttergesunder Kiihe nachgewiesen. Die gleichzeitig verstérkte
Priasenz proinflammatorischer Mediatoren bei SE deutet die Autorin als
kontinuierlichen =~ Wechsel aus Auf- und Abflammen der uterinen
Entziindungsreaktion. In der Folge kann die Entziindung weder abheilen noch

klinisch manifest werden (HILLMER, 2018).

2.2.3. Enzym der Prostaglandin-Synthese PTGS2

Neben Zytokinen spielen Botenstoffe auf Lipidbasis, sog. Eikosanoide, eine
bedeutende Rolle sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Vorgidngen
im Endometrium (FISCHER et al., 2006; JABBOUR et al., 2009). Fiir die
endometriale Genexpression der Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2)
wurde in der vorliegenden Arbeit keine Beeinflussung durch die Gebdrmutter-
gesundheit dokumentiert. PTGS2 (auch ,Cyclooxygenase 2°) ist ein induzierbares
Enzym, das im Endometrium mafBgeblich den Umbau von Arachidonsdure zu
Prostaglandin (PG) H, katalysiert. Dieses wird durch PG-Synthasen weiter zu
Prostaglandinen (z. B. PGE», PGFy,) prozessiert (AROSH et al., 2002; PARENT et
al., 2002; KOHLI und LEVY, 2009). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit wiesen FISCHER et al. (2010) und PETER et al. (2015) eine
Endometritis-unabhidngige Regulation der endometrialen PTGS2-Expression nach.
Dagegen fanden GABLER et al. (2010) eine verstarkte Genexpression von PTGS2
bei Kiihen mit Endometritis, wobei SE und KE nicht differenziert betrachtet
wurden. Prostaglandinen wird eine mafBigebliche Beteiligung an den Fertilitéts-
effekten der SE zugeschrieben, wobei die Mechanismen nicht geklart sind. Einige

Untersuchungen belegten einen PG-Switch von PGF», zu PGE» bei Vorliegen einer
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SE (HERATH et al., 2006; BARANSKI et al., 2013b), der infolge verldngerter
Lutealphasen zu reduzierter Fertilitdt filhren konnte (GABLER et al., 2010).
GABLER et al. (2009) und WAGENER et al. (2017b) betrachten dagegen die
reduzierte Produktion von PGE: als mogliche Erklarung fiir den negativen Einfluss
von SE auf die Fruchtbarkeit: PGE; ist als luteoprotektiver Faktor zusammen mit
IFN-t bedeutend fiir die Trachtigkeitserkennung und -erhaltung (PARENT et al.,
2002). Die Bedeutung der Prostaglandine sowie relevanter Enzyme zur
Prostaglandin-Synthese fiir die Pathogenese und die Fertilitatseffekte subklinischer

Endometritiden erfordern weitere Untersuchungen.

2.24. Antimikrobielles Peptid S100A9

Antimikrobielle Peptide sind Effektormolekiile des angeborenen Immunsystems,
die u. a. auf Schleimhduten vorkommen. Zu ihnen gehdren Defensine, Kalzium-
bindende S100-Proteine und Kathelizidine (ROTH et al., 2003; FOELL et al., 2007;
YANG und OPPENHEIM, 2009; IBRAHIM et al., 2016). Die vorliegende Arbeit
analysierte die Genexpression von S100A9 in Endometrium-Bioptaten. Dabei
wurden keine Unterschiede zwischen SE(cyto) und E.NEG festgestellt. Bei in vitro-
Simulation einer bakteriellen Infektion des Uterus durch Inkubation endometrialer
Zellen mit LPS wurden dagegen verdnderte Genexpressionsmuster fiir zahlreiche
antimikrobielle Peptide, darunter ST00A9, festgestellt (SWANGCHAN-UTHALI et
al., 2012). Die fehlende Hochregulation der endometrialen Expression von SI00A9
bei SE(cyto) kann damit begriindet werden, dass SE nicht zwingend mit einer
bakteriellen Infektion des Endometriums einhergeht (MCDOUGALL et al., 2011;
BARANSKI et al., 2012; MADOZ et al., 2014; PETER et al., 2015). Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden Bakterien aus dem Uterus von nur einem der sieben
als SE(cyto) kategorisierten Tiere isoliert. Im Rahmen von SE scheint demnach ein
Schutz durch antimikrobielle Peptide nicht die zentrale Aufgabe der Schleimhaut
zu sein. Dieser Hypothese entgegen stehen Untersuchungsergebnisse von
IBRAHIM et al. (2016): Die antimikrobiellen Peptide ST00A8 und S100A9 wurden
im Endometrium von Kiihen mit SE stirker exprimiert als bei gebdrmuttergesunden
Kiihen. Es liegt nahe, dass die fehlende Erhebung des bakteriologischen Status des
Endometriums in der genannten Studie die Diskrepanz zur hier vorliegenden Arbeit
bedingt. Bei Bestehen einer bakteriellen Infektion des Uterus ist ungeachtet seines

Entziindungsstatus eine Hochregulation antimikrobieller Substanzen denkbar.
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2.3. Untergeordnete Bedeutung histologischer Endometritiden

Zwischen gebdrmuttergesunden Kiihen und SE(histo) waren hinsichtlich der
untersuchten Parameter im US sowie der endometrialen Genexpression keine
Unterschiede festzustellen. Im Vergleich mit SE(cyto) wies SE(histo) dagegen eine
signifikant geringere chemoattraktive Wirkung auf PMN und niedrigere
Konzentrationen an IL8 im US sowie eine signifikant schwichere Expression von
ILIB und IL8 in Endometrium-Bioptaten auf. Dies ldsst zum einen darauf
schlieBen, dass lediglich histopathologisch nachweisbare SE keinen Einfluss auf
das uterine Milieu und die endometriale Genexpression zu nehmen scheint. Zum
anderen wird die Notwendigkeit einer Abgrenzung von zytologisch nachweisbarer
SE und histopathologisch nachweisbarer SE bzgl. ihres Pathomechanismus und
ithrer Erscheinung unterstrichen. Nur histopathologisch detektierbare SE stellt eine
chronische, lymphoplasmazellulire Entziindung des Endometriums dar, bei der
(zytologisch nachweisbare) PMN selten vorkommen (vgl. IV.2.3.). Hinzu kommt,
dass eine starke Pridsenz von Lymphozyten und Plasmazellen im bovinen
Endometrium auch im Rahmen physiologischer Vorginge im Verlauf des
Sexualzyklus belegt ist (RODENBUSCH, 2011; MADOZ et al., 2014). Es ist
vorstellbar, dass deren Abgrenzung zu pathologischen Verdnderungen nicht immer
eindeutig moglich ist. Unter Beriicksichtigung der nicht nachzuweisenden
Beeintrachtigung der Fruchtbarkeit betroffener Tiere ist daher insgesamt von einer
untergeordneten Bedeutung von histologischen Endometritiden fiir die bovine

Reproduktion auszugehen.

24. Pathologische Bedeutung endometrialer Lymphfollikel nicht
nachweisbar

Sowohl bei gebdarmuttergesunden Kiihen als auch bei Kithen mit Endometritis
traten Lymphozyten teilweise in Form von Lymphfollikeln subepithelial im
endometrialen Stroma auf. Thre Auswirkung auf das US sowie die endometriale
Genexpression wurde innerhalb der gebidrmuttergesunden Tiere untersucht.
Verglichen mit LF- wurden im US von LF+ signifikant hohere Konzentrationen an
proinflammatorischem IL17A sowie antiinflammatorischem IL10 festgestellt,
wéhrend IL1B, IL6 und IL8 durch das Vorkommen von Lymphfollikeln
unbeeinflusst blieben. Auf Ebene der endometrialen Genexpression waren dagegen
keine signifikanten Unterschiede fiir IL1B, IL6, IL8, IL10, TNFa, PTGS2 und
S100A9 zwischen Tieren ohne und mit Lymphfollikeln zu finden.
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Zur Bedeutung endometrialer Lymphfollikel bietet die Literatur verschiedene
Hypothesen: Nach MCENTEE (1985) sind sie pathologische Strukturen im
Endometrium und Indikatoren einer chronischen Entziindungsreaktion. Diese
These stiitzen Untersuchungen von ANDERSON et al. (1996), die nach der
Infektion von Rindern mit Tritrichomonas foetus umgrenzte Lymphozyten-
ansammlungen im Endometrium fanden. SCHULZ (1991) bewertet endometriale
Lymphfollikel als Ausdruck einer Immunkompetenz nach iiberstandener Entziin-
dung, die nicht zwangsldufig zu einer Beeintriachtigung der Fruchtbarkeit fiihren.
RODENBUSCH (2011) fanden Lymphfollikel in Ubereinstimmung mit der
vorliegenden Arbeit sowohl bei gebarmuttergesunden Kiihen als auch bei Kiihen
mit Endometritis. Dabei traten Lymphfollikel analog zu BONNETT et al. (1993)
hdufiger bei Kiithen mit guter Fertilitdt auf. Dies begriinden die Autoren mit einer
durch die Lymphfollikel vermittelten groBeren Widerstandsfahigkeit der Gebér-
mutter gegeniiber transzervikal eindringenden Pathogenen. In der vorliegenden
Arbeit wurde keine Beeinflussung relevanter Fruchtbarkeitsparameter durch das
Auftreten von Lymphfollikeln dokumentiert. Zusammen mit den geringen
Auswirkungen auf das US sowie den ausbleibenden Effekten auf die endometriale
Genexpression wird geschlussfolgert, dass Lymphfollikel auch im endometrialen
Stroma gebdrmuttergesunder Kiihe auftreten konnen und deren Fruchtbarkeit nicht
zwangslaufig negativ beeinflussen. Welche physiologische oder pathologische

Bedeutung den follikuldren Lymphozytenansammlungen zukommt, bleibt unklar.

2.5. ZyKlusbedingte Modifikation von Uterussekret und endometrialer
Genexpression

Der Kenntnisstand zu zyklusbedingten Verdnderungen in der Abwehrbereitschaft
des Uterus wurde in II.1.2. erortert. Im Allgemeinen wird in der Literatur eine
erhohte Aktivitdt der uterinen Immunabwehr wihrend der Follikelphase
dokumentiert, wihrend lokale Abwehrmechanismen der Gebdrmutter unter
Progesteroneinfluss als supprimiert gelten (LEWIS, 2004). Die vorliegende Arbeit
ist die erste, welche den Einfluss des Zyklusstands auf das uterine Milieu auf
Produktebene beleuchtet. Zur Auswertung wurden gebidrmuttergesunde Kiihe

anhand ihres Ovarbefunds in Follikel- und Lutealphase kategorisiert.
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2.5.1. Proinflammatorische Zytokine

Die durch das US stimulierte PMN-Chemotaxis war tendenziell in der Lutealphase
hoher als in der Follikelphase, was tiberraschenderweise auf ein hoheres chemo-
attraktives Potenzial unter Progesteroneinfluss hindeutet. Verglichen mit Tieren in
der Follikelphase wiesen Tiere in der Lutealphase auch signifikant hohere Kon-
zentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL6, IL8 und IL17A im US auf,
wiahrend fiir IL1B keine Unterschiede bestanden. Die endometriale Genexpression
von IL1B, IL6, IL8 sowie auch von TNFa unterschied sich dagegen fiir Follikel-
und Lutealphase nicht signifikant. Diese zyklusunabhédngige Genexpression im
Endometrium stimmt weitgehend mit der Literatur iiberein (FISCHER et al., 2010;
GARTNER et al., 2015; PETER et al., 2015). Im Gegensatz dazu fanden FISCHER
et al. (2010) in Untersuchungen an gesunden Schlachtorganen eine verstérkte
endometriale Expression von IL1B und IL8 wahrend der Follikelphase. Schlacht-
grund und Zeitraum p.p. fanden dabei keine Beriicksichtigung, obwohl ein Einfluss
auf die Ergebnisse denkbar ist. Moglicherweise resultieren die Abweichungen zur
vorliegenden Arbeit aus dem Einsatz unterschiedlicher Probenmaterialien:
FISCHER et al. (2010) wiesen durch die Verwendung von CB-Material evtl. eine
zyklusabhidngige Regulation speziell bei uterinen Epithelzellen nach. In der
vorliegenden Arbeit wurden dagegen Endometrium-Bioptate molekularbiologisch

analysiert, wodurch u. a. auch Stromazellen in die Untersuchung eingingen.

Der Nachweis einer stirkeren Prisenz der proinflammatorischen Zytokine IL6, IL8
und IL17A im US wihrend der als immunsupprimiert geltenden Lutealphase ist
unerwartet. Der signifikante Unterschied fiir IL6 ist dabei jedoch vorsichtig zu
betrachten, da Follikel- und Lutealphase den gleichen Medianwert aufwiesen. Die
Unterschiede bei IL8 und IL17A sind hingegen als deutlich einzuschétzen.
Angesichts der fehlenden Ubereinstimmung der Resultate aus Protein- und Expres-
sionsanalyse liegt die Erkldrung nahe, dass die kontinuierliche, undulierende
Beeinflussung des Endometriums durch hormonelle Vorginge im Verlauf des
Sexualzyklus an der Regulation der Genexpression ansetzt. Denkbar ist, dass sich
erst im Nachgang auch die Menge der produzierten Botenstoffe im US éindert,
woraus ein zeitlicher Versatz zum Transkriptionsmuster resultiert. Zusétzlich kann
die posttranskriptionelle Regulation von mRNA-Prozessierung und -Translation
sowie Proteinfreisetzung Diskrepanzen zwischen Expressions- und Produktebene

bedingen (DAY und TUITE, 1998).
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Eine weitere mogliche Erklarung dieser unerwartet hohen Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine im lutealen US ist, dass die Zuordnung der Tiere zu
Follikel- und Lutealphase aus zweierlei Griinden eventuell nicht ausreichend
zuverldssig ist: Da die Zykluseinteilung anhand der Prisenz eines Gelbkorpers
geschah, besteht eine gewisse Gefahr der falschen Kategorisierung, da beispiels-
weise Tiere schon im Prodstrus waren, aber wegen eines noch gro3en Gelbkorpers
in die Lutealphase eingeteilt wurden. Dariiber hinaus ist anzunehmen, dass eine
feinere Aufgliederung der einzelnen Zyklusphasen, etwa in prd- und postovula-
torische Phase sowie frithe und spéte Lutealphase, oder aber wihrend des Didstrus
in Phasen mit und ohne Existenz eines dominanten Follikels (Follikelwelle)
aussagekriftiger gewesen wire. Das Endometrium, das sich in Vorbereitung auf die
Follikelphase, am Ubergang zur Lutealphase oder unter dem hormonellen Einfluss
einer Follikelwelle befindet, ist in seiner immunologischen Aktivitdt nicht mit dem
,;suhenden® Endometrium in der Mitte der Lutealphase gleichzusetzen (ADAMS,
1999; AROSH et al., 2002; NOAKES, 2009; FISCHER et al., 2010). Die beschrie-
bene dynamische Beeinflussung des Endometriums durch zyklusbedingte Hormon-
profile ldsst sich durch die grobe Einteilung in Follikel- und Lutealphase nicht
addquat abbilden. Da jedoch die Untersuchung zyklusabhingiger Verdnderungen
nicht zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war, wurde keine feinere
Klassifizierung der Tiere vorgenommen. Hierfiir wiren regelméafBige klinische und
sonographische Untersuchungen sowie die Bestimmung der Sexualsteroide Proges-

teron und Ostrogen notwendig gewesen, die nicht Teil des Versuchsplans waren.

Einen zusitzlichen Erklarungsansatz dieser unerwarteten Befunde bietet die Visko-
sitdt des US, die in der Follikelphase deutlich hoher ist. Es ist nicht auszuschlieBen,
dass folglich bei der Zentrifugation der Merocel-Schwidmmchen ein groBerer Anteil
an US zusammen mit den untersuchten Analyten im Schwammchen zuriickblieb
und nicht durch die Filtermembran ins Eluat gelangte. So konnten falschniedrige
Konzentrationen der untersuchten Botenstoffe im US zustande gekommen sein.
Dass dennoch die Menge untersuchter Analyten im eluierten US in Follikel- und
Lutealphase gleichermallen geniigt, um signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Gebarmuttergesundheit festzustellen, liegt vermutlich an der vielfach stirkeren
Priasenz der Botenstoffe bei Vorliegen einer Endometritis. Demnach présentiert sich
die Untersuchung von US als nicht geeignet, um die marginalen Unterschiede

verschiedener Interleukine im Verlauf des Sexualzyklus adidquat abzubilden.
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2.5.2. Antiinflammatorisches Zytokin I1L10

Fir das antiinflammatorische Zytokin IL10 wurden im US keine signifikanten
zyklusabhéngigen Konzentrationsunterschiede festgestellt. Dagegen ergab die
molekularbiologische Evaluierung eine signifikant starkere mRNA-Expression von
IL10 wihrend der Lutealphase im Vergleich zur Follikelphase. In der Literatur
findet sich kein Hinweis auf eine Untersuchung der zyklusabhidngigen Expression
von IL10 im Endometrium. Das Zytokin ist der zentrale Vermittler der
antiinflammatorischen Reaktion (COUPER et al., 2008; MOSSER und ZHANG,
2008; HOLDSWORTH wund GAN, 2015). Seine verstirkte Pridsenz unter
Progesteroneinfluss ist konform mit der Vorstellung, dass das Endometrium hier
eine reduzierte immunologische Aktivitit zeigt (LEWIS, 2004). Mdogliche
Erklirungen fiir die mangelnde Ubereinstimmung der Produkt- und Transkriptions-

analysen wurden in V.2.5.1. diskutiert.

2.53. Enzym der Prostaglandin-Synthese PTGS2 und antimikrobielles
Peptid S100A9

Zusitzlich zu den Zytokinen wurde ein Enzym des Arachidonséduremetabolismus
(PTGS2) sowie ein antimikrobielles Peptid (SI00A9) im Endometrium in Ab-
hiangigkeit vom Zyklusstand molekularbiologisch analysiert. PTGS2 zeigte sich in
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten wihrend der Lutealphase verstirkt
exprimiert (AROSH et al., 2002; FISCHER et al., 2010). Die erhohte Prasenz im
lutealen Endometrium unterstiitzt die Vorstellung, dass PTGS2 durch Vermittlung
der Synthese von PGE» und PGF», an der Regulation physiologischer Vorginge im
Uterus beteiligt ist, darunter Luteoprotektion und Luteolyse (AROSH et al., 2002;
FISCHER et al, 2006; JABBOUR et al, 2009). Infolge der potenziell
regulatorischen Funktion von PTGS2 durch die Synthese antiinflammatorischer
Molekiile wie PGD> (JABBOUR et al., 2009) konnte das Enzym wéahrend der
Lutealphase auch analog zu IL10 eine reduzierte Ansprechbarkeit der lokalen
Immunantwort bedingen. Dagegen wiesen PETER et al. (2015) und GARTNER et
al. (2015) eine zyklusunabhingige Expression von PTGS2 in endometrialem
Gewebe nach. Die Abweichung zur vorliegenden Arbeit griindet mdglicherweise
auf der Analyse unterschiedlicher Probenmaterialien: Wahrend die hier vorgestellte
Arbeit Endometrium-Bioptate in der RT-qPCR einsetzte, verwendeten PETER et
al. (2015) und GARTNER et al. (2015) Zellen aus Cytobrush-Proben. Dieser

Befund deutet an, dass den Zellen des endometrialen Stromas, die mittels Biopsie
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erfasst werden, ein groBerer Beitrag an der zyklusabhédngigen Produktion von

PTGS2 zukommt als endometrialen Epithelzellen.

Das antimikrobielle Peptid SIO0A9 zeigte eine vom Zyklusstand unabhéngige
Expression im Endometrium, wie dies bereits durch IBRAHIM et al. (2016) belegt
wurde. Die Autoren schlieBen auf eine konstitutive Expression und Prisenz einiger
korpereigener antimikrobieller Molekiile zur Wahrung einer zyklusunabhingigen,

stabilen Abwehrlage des Uterus (IBRAHIM et al., 2016).

2.54. Kombinierter Einfluss von Gebirmuttergesundheit und Zyklusstand
Obwohl es Hinweise darauf gibt, dass die endometriale Expression entziindungs-
relevanter Gene vom Zyklusstand abhéngt, findet dieser bei molekularbiologischen
Untersuchungen oder Proteinnachweis im Hinblick auf subklinische oder klinische
Endometritiden in der Regel keine Beriicksichtigung (HERATH et al., 2009;
FISCHER et al., 2010; GALVAO et al, 2011; GHASEMI et al., 2012;
KASIMANICKAM etal., 2014; KIM et al., 2014; BRODZKI et al., 2015b). Einige
Autoren belegten dagegen eine zyklusunabhidngige Expression der untersuchten
Signalmolekiile vor der Auswertung nach Gebarmuttergesundheit (GABLER et al.,
2010; GARTNER et al., 2015; PETER et al., 2015). Auch eine gleichmiBige
Verteilung der beprobten Tiere auf die verschiedenen Zyklusstadien wird zumeist
nicht angestrebt. Einzig JANOWSKI et al. (2017) nahmen ausschlieSlich Kiihe mit
Corpus luteum in ihre Studie auf. In der vorliegenden Arbeit wurde keine Einteilung
der Tiere nach Gebarmuttergesundheit und Zyklusstand zugleich angestellt. Fiir
eine diesbeziigliche valide statistische Auswertung wiren dann gréfere Gruppen
und somit eine umfangreichere Stichprobe an Versuchstieren erforderlich gewesen
(hier: n =3 SE(cyto) in Follikelphase und » =3 SE(cyto) in Lutealphase). Eine
weitgehend gleichméBige Verteilung der Tiere innerhalb der Gruppen an Gebar-
muttergesundheit auf Follikel- und Lutealphase wurde sichergestellt (vgl.
Abbildung 13, S. 66). Dass ungeachtet des Zyklusstands Unterschiede im IL-Gehalt
von US und der endometrialen Expression entziindungsrelevanter Gene zwischen
gebarmuttergesunden Tieren und SE(cyto) festgestellt wurden, ist offenbar auf eine
vielfach stirkere Hochregulation der Analyten im Falle einer Entziindung
zuriickzufiihren. Zyklusbedingte Effekte sind dabei wohl von nachrangiger

Bedeutung.
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LOYI et al. (2015) analysierten die endometriale Expression verschiedener
Zytokine bei Kithen mit Endometritis zu verschiedenen Zyklusstadien. Die
Untersuchung an isolierten bovinen Uteri im Schlachthof verglich Organe mit KE
oder SE in der Follikel- oder Lutealphase mit gesunden Organen im gleichen
Zyklusstadium (n =6 je Untergruppe). Zwar zeigten Tiere mit SE in beiden
Zyklusphasen eine numerisch stirkere mRNA-Expression der proinflamma-
torischen Zytokine IL6, IL8 und TNFa, bei der statistischen Auswertung wurden
signifikante Unterschiede allerdings nur fiir IL6 und TNFa wéhrend der Luteal-
phase nachgewiesen. Diese Ergebnisse deuten auf einen gleichzeitigen Einfluss von
Gebarmuttergesundheit und Zyklusstand auf die endometriale Genexpression hin.
Die Autoren vermuten, dass Endometritiden zu einer verstirkten Expression pro-
inflammatorischer Zytokine fithren, wobei das Ausmall der differentiellen
Expression vom Grad der Entziindung (KE/SE) sowie dem Zyklusstand abhéngt
(LOYTetal., 2015). Es ist zu iiberpriifen, ob die Ergebnisse von LOY]I et al. (2015)
auch bei in vivo-Untersuchungen nachzuvollziehen sind. Dabei ist die in V.2.5.1.
beschriebene Ansprache des Zyklusstands anhand von Hormonuntersuchungen
sowie eine feinere Untergliederung der Zyklusphasen anzustreben. Bei der
Interpretation der genannten Ergebnisse ist dariiber hinaus zu beriicksichtigen, dass
der Schlachtgrund keine Beriicksichtigung fand, obwohl lediglich Tiere mit
mindestens 120 Tage p.p. in die Studie aufgenommen wurden. Es ist denkbar, dass
mitunter aufgrund von Subfertilitdt abgegangene Tiere beprobt wurden, die auch
ohne nachweisbare Endometritis verdnderte endometriale Expressionsmuster

aufweisen konnen (WAGENER et al., 2017b).

3. Beeinflussen subklinische Endometritiden die Fruchtbar-
keit?
Obgleich die Auswirkungen subklinischer Endometritiden auf die Fruchtbarkeit
von Rindern keine zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit darstellten,
wurden relevante Fruchtbarkeitsparameter zwischen Kiihen mit und ohne SE
ausgewertet. Ein Tier der Gruppe SE(cyto) wurde aufgrund des wiederholten
Auftretens Zystischer Ovarfollikel und achtmaliger erfolgloser KB vor der
Etablierung einer neuen Trachtigkeit gemerzt und daher nicht in die Auswertung
der Fruchtbarkeitskennzahlen aufgenommen. Dabei wurde keine Beeinflussung
von Besamungsaufwand, Gilist- und Verzogerungszeit durch zytologisch oder

histologisch nachweisbare SE festgestellt. Zu diesen Resultaten kamen auch
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PLONTZKE et al. (2010) und PRUNNER et al. (2014a). Dagegen wiesen eine
Vielzahl von Autoren eine teils massive Beeintrichtigung verschiedener
Fruchtbarkeitskennzahlen nach: Tiere mit SE =zeigten im Vergleich zu
gebdrmuttergesunden Tieren um 18 % bis 70 % reduzierte Erstbesamungserfolge
und um 25 bis 88 Tage verldngerte Giistzeiten (KASIMANICKAM et al., 2004;
GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008; BARANSKI et al., 2012;
PASCOTTINI et al., 2017b). Eine mogliche Erkldrung fiir diese abweichenden
Ergebnisse ist, dass bei einigen Autoren vaginoskopisch detektierbare KE nicht
zum Ausschluss fiihrte (GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008), sodass die
additiven Effekte von KE und SE auf die Fruchtbarkeit gemessen wurden. Die
wahrscheinlichere Begriindung ist allerdings, dass in der vorliegenden Unter-
suchung die erste kiinstliche Besamung (KB) im Mittel 35 Tage (Min.: 2 Tage,
Max.: 86 Tage) nach der Beprobung der Versuchstiere erfolgte. In dieser Zeit
konnten vorhandene subklinische Entziindungen abheilen, sodass sie keinen
Einfluss mehr auf den Besamungserfolg nahmen. Die Diagnose der SE im Rahmen
der KB liefert demnach die aussagekriftigsten Ergebnisse zu ihrem direkten Effekt
auf die Fruchtbarkeit und wird mittels Cytotape praktiziert (vgl. 11.2.2.1.). Damit
wurde eine Reduktion der Konzeptionsrate bei Tieren mit SE zum Zeitpunkt der
KB um 31% im Vergleich zu gebarmuttergesunden Tieren nachgewiesen

(PASCOTTINI et al., 2017b).

4. Fazit: Eignung von Uterussekret zur Diagnose der
subklinischen Endometritis beim Rind

Die eingangs aufgestellten Hypothesen, die die Grundlage der vorliegenden Arbeit

bildeten, werden nun abschlieBend besprochen.

Das neu entwickelte Probenentnahmegerit zur Uterussekretgewinnung ist am Tier

anwendbar.

Das von HILLMER (2018) entwickelte Probenentnahmegerét wurde erstmalig in
vivo eingesetzt und prasentierte sich als geeignet fiir die aufeinanderfolgende
Gewinnung von Uterussekret (US) sowie zytologischen, histologischen und bakte-
riologischen Endometrium-Proben beim Rind. Die US-Entnahme mit Merocel-
Schwiammchen stellte dabei eine nichtinvasive Methode dar, die von den Tieren
sehr gut toleriert wurde und bei allen vorgestellten Kiihen zum Erhalt auswertbarer

Proben fiihrte. Die Fertilitdt der Versuchstiere blieb durch die Beprobung
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nachweislich unbeeinflusst. Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion zur
Antibiogrammpflicht in der Tiermedizin (BMEL, 2018) macht die Moglichkeit der
kombinierten Gewinnung von US und bakteriologischen Proben mit Hilfe der
Merocel-Schwiammchen die Untersuchung auch jenseits der SE-Diagnostik

interessant.

Geeignete diagnostische Marker fiir subklinische Endometritis lassen sich im

Uterussekret identifizieren.

Der quantitative Nachweis entziindlicher Botenstoffe im US stellt einen
vielversprechenden Ansatz zur Diagnose der subklinischen Endometritis (SE) dar.
Die vergleichsweise geringen Mengen zu gewinnenden US erfordern einen Test,
der trotz niedriger Probenvolumina zuverldssige Ergebnisse liefert. Hierfiir erwies
sich die AlphalLISA-Technik als geeignet. Die proinflammatorischen Zytokine
IL1B, IL8 und IL17A présentierten sich als potenzielle diagnostische Marker fiir
SE. Sie konnten einen Ausgangspunkt fiir zukiinftige Forschungsprojekte dar-
stellen, um einen cowside-Test zur Diagnose der SE anhand von US zu entwickeln.

Zusatzlich ist die Eignung von IL10 fiir die Diagnose der SE weiter zu evaluieren.

Die Untersuchung von Uterussekret ermoglicht die Detektion zytologisch wie

histologisch diagnostizierter subklinischer Endometritiden gleichermalien.

Tiere mit nur zytologisch nachweisbarer SE zeigten im Vergleich mit gebarmutter-
gesunden Tieren eine signifikante Modulation des US hinsichtlich verschiedener
Zytokine. Dagegen wiesen Tiere mit nur histologisch nachweisbarer SE keine
verdnderte Komposition des US bzgl. der untersuchten Parameter auf. Ob diesen
chronisch-entziindlichen Verdanderungen des Endometriums allerdings eine Bedeu-
tung in der bovinen Reproduktionspathologie zuzuordnen ist, wurde bislang nicht
geklart. Die Untersuchung von US ist demnach als Alternative zur Endometrium-
Zytologie zu betrachten. Als vorteilhaft gegeniiber der zytologischen Untersuchung
wird die objektive und quantitative Bestimmung entziindungsrelevanter Analyten
im US unabhingig vom Erfahrungsschatz des Untersuchers eingeschitzt. Grenz-
werte an IL1B, IL8 und IL17A sowie ggf. an IL10 im US, deren Uberschreiten zur
Diagnose ,zytologische Endometritis® fiihrt, sowie die Sensitivitdt und Spezifitit
der Untersuchung gilt es anhand groBerer Tierzahlen zu bestimmen. Dariiber hinaus
ist zu evaluieren, ob im Gegensatz zur zytologischen Diagnostik einheitliche Grenz-

werte unabhdngig vom Untersuchungszeitraum anwendbar sind.
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Uterussekret stellt ein aussichtsreiches Medium fiir die Forschung zur

subklinischen Endometritis beim Rind dar.

Die Analyse von US gewihrt einen detaillierten Einblick in das uterine Milieu
sowie eventuell vorliegende entziindliche Geschehen. Neben der Eignung fiir die
SE-Diagnostik ist ein Beitrag der Untersuchung zur Kldrung des
Pathomechanismus von SE auf molekularer Ebene denkbar. Der Einsatz von US in
der Proteomanalytik konnte ein wichtiger Baustein zur Identifizierung weiterer, fiir
die Pathogenese und Chronifizierung der SE relevanter Biomarker sein. Moglich
ist auch eine Differenzierung innerhalb der zytologisch nachweisbaren Endometri-
tiden anhand des Musters der im US regulierten Analyten. Zusitzlich ist der Einsatz

von US zur Uberpriifung der Effektivitit neuer Therapieansitze moglich.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Anika Luzia Helfrich

Uterussekret zur Diagnose der subklinischen Endometritis beim Rind

Die subklinische Endometritis (SE) des Rindes ist eine Entziindung der
Gebdrmutterschleimhaut, die ohne klinische Symptomatik ablduft. Infolge der
Beeintriachtigung der Fertilitdt betroffener Kiihe verursacht sie teils erhebliche
O0konomische Schiaden in landwirtschaftlichen Betrieben. Fiir die Diagnose der SE
besteht aktuell kein allgemein akzeptierter Goldstandard. Zytologische und
histopathologische Untersuchungen des Endometriums finden Anwendung, zeigten
aber in vergleichenden Auswertungen wiederholt eine geringe Ubereinstimmung.
Das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Eignung von Uterussekret
(US) als neues Medium fiir die Diagnose der SE beim Rind zu bewerten. In einem
Vorléduferprojekt war zu diesem Zweck ein neues Probenentnahmegerit entwickelt
und an Schlachtorganen evaluiert worden, das nach einmaliger Zervixpassage die
aufeinanderfolgende Gewinnung von US sowie zytologischen und histologischen
Endometrium-Proben erlaubt. Zur Sekretgewinnung werden dabei Merocel-
Schwiammchen eingesetzt, die hinsichtlich der Aufnahme und Wiederabgabe

verschiedener Immunmarker gut charakterisiert sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Instrumentarium erstmals in vivo
am Tier eingesetzt. Insgesamt 108 Kiihe eines landwirtschaftlichen Betriebs
wurden nach Abschluss des Puerperiums (43 — 62 Tage p.p.) gynidkologisch
untersucht und anschlieBend beprobt. Die geringen Mengen zu gewinnenden
Uterussekrets (Median 91 mg pro Tier) erforderten Labortests, die trotz kleiner
Probenmengen zuverldssige Ergebnisse liefern. Zur Bestimmung seines
chemotaktischen Potenzials auf PMN wurde US in einem PMN-Chemotaxis-Assay
eingesetzt und die relative Transmigrationsrate im Vergleich zu einer Positiv-
kontrolle bestimmt. Der quantitative Nachweis pro- und antiinflammatorischer
Zytokine (IL1B, IL6, IL8, IL17A, IL10) erfolgte mittels AlphalLISA-Technik,
welche die Energielibertragung zwischen sog. Donor- und Akzeptor-Beads nach
AntikOrper-vermittelter Bindung des Analyten in der Probe als fluorometrisch
messbares Signal nutzt. Ein Wiegeverfahren erlaubte die Ermittlung des

individuellen Verdiinnungsfaktors der US-Proben, der durch Zugabe definierter
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Mengen Extraktionspuffer vor der Schwidmmchen-Zentrifugation zustande kam
und die rechnerische absolute Bestimmung der IL-Konzentrationen in reinem US
ermoOglichte. Die Kontamination der US-Proben mit Blut wurde anhand einer
Standardkurve photometrisch quantifiziert sowie rechnerisch korrigiert und stellte
fir die Beurteilung der hier untersuchten Zytokine nachweislich keine
Beeintrachtigung dar. Zur Auswertung der mit Haema-Schnellfarbung gefarbten
zytologischen Priaparate wurde der Anteil von PMN an 300 kernhaltigen Zellen
ausgezdhlt und ein Grenzwert von 5 % fiir die Diagnose der SE angewandt. Die
histopathologische Untersuchung der formalinfixierten Endometrium-Bioptate
geschah nach Vorkommen, Charakter und Grad entziindlicher Verdnderungen. An
RNAlater-fixierten Endometrium-Bioptaten wurde durch Reverse Transkriptase
quantitative real-time PCR (RT-qPCR) die Genexpression von IL1B, IL6, ILS,
IL10, TNFa sowie der Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2) und des
antimikrobiellen Peptids S100A9 untersucht. Zusétzlich wurden je Tier zwei
bakteriologische Proben aus dem Uterus gewonnen, die flir 48 Stunden auf Blutagar
kultiviert und bei positivem Befund mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie

weiter charakterisiert wurden.

Die Probenentnahme erwies sich bei allen vorgestellten Tieren als gut durchfiihrbar
und nahm keinen Einfluss auf die Fruchtbarkeit der Kiihe. Anhand der klinischen,
zytologischen und histopathologischen Untersuchungsergebnisse wurden die Tiere
entsprechend ihrer Gebarmuttergesundheit eingeteilt: 83 Tiere wurden als gebar-
muttergesund eingestuft (E.NEG). 21 Tiere zeigten eine SE, wobei eine geringe
Ubereinstimmung der zytologischen und histologischen Resultate deutlich wurde.
Diese wurde im Verlauf der weiteren Arbeit durch die differenzierte Betrachtung
von Tieren mit zytologisch und histologisch nachweisbarer SE (SE(cyto+histo),
n = 1), Tieren mit nur zytologisch nachweisbarer SE (SE(cyto), n = 7) und Tieren
mit nur histologisch nachweisbarer SE (SE(histo), n = 13) beriicksichtigt. Vier
Tiere wiesen eine klinische Endometritis (KE) auf und wurden gemeinsam mit dem
einzigen Tier der Gruppe SE(cyto+histo) von der Auswertung ausgeschlossen.
GemiB dieser Gruppeneinteilung wurden Parameter des US sowie die endometriale

Expression entziindungsrelevanter Gene vergleichend ausgewertet.

SE(histo) zeigte fiir keinen der untersuchten Parameter in US und endometrialer
Genexpression Unterschiede zur Gruppe gebarmuttergesunder Tiere. Demnach

bedingen allein histologisch nachweisbare, chronische Entziindungen des
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Endometriums keine Modulation des uterinen Milieus sowie der endometrialen
Genexpression hinsichtlich der untersuchten Analyten. Dagegen wurde bei
SE(cyto) im Vergleich zu E.NEG eine signifikante Hochregulation der pro-
inflammatorischen Zytokine IL1B, IL8 und IL17A auf Proteinebene im US
festgestellt, die fiir IL1B und IL8 auch auf Ebene der endometrialen Genexpression
nachzuvollziehen war. Fiir IL6 waren weder auf Protein- noch auf Genexpressions-
level Unterschiede zwischen E.NEG und SE(cyto) festzustellen. Das anti-
inflammatorische Zytokin IL10 zeigte sich bei SE(cyto) im US tendenziell hoher
konzentriert und im Endometrium signifikant stirker exprimiert als bei gebér-
muttergesunden Kontrolltieren. Fiir die mRNA-Expression von TNFa, PTGS2 und
S100A9 wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen E.NEG
und SE(cyto) dokumentiert. Die dargestellte Beeinflussung des uterinen Milieus
durch zytologisch detektierbare SE birgt Potenzial fiir die Diagnostik. Die Zytokine
IL1B, IL8 und IL17A stellen dabei potenzielle diagnostische Marker fiir
zytologisch nachweisbare SE im US dar. Die Bedeutung des regulatorischen
Botenstoffs IL10 fiir die Chronifizierung endometrialer Entziindungen und seine

Eignung fiir die SE-Diagnostik gilt es weiter zu evaluieren.

Die Gewinnung und Untersuchung von Uterussekret ist als vielversprechende
Methode fiir die Diagnose subklinischer Endometritiden beim Rind zu betrachten.
Uterussekret bietet sich sowohl zur Suche nach Biomarkern als auch zur Erfor-

schung der Pathogenese der subklinischen Endometritis an.

Die vorliegende Arbeit wurde durch den Forderverein Biookonomieforschung e. V.

(FBF) unterstiitzt.



VII. Summary 109

VII. SUMMARY

Anika Luzia Helfrich

Uterine secretion for diagnosis of subclinical endometritis in cattle

Subclinical endometritis (SE) in cattle is defined as a clinically unapparent
inflammation of the endometrium. It is reported to impair fertility in affected cows
which causes considerable economic loss in agricultural businesses. A gold
standard for diagnosis of SE has not been set. While uterine cytology and
histopathology are mainly applied as diagnostic devices, a comparative evaluation
revealed low agreement between both methods. Hence, the main objective of the
present study was to assess the capability of uterine secretion (US) as a new medium
for diagnosis of SE in dairy cows. For this purpose, a novel sampling tool had been
developed and evaluated on isolated uteri of slaughtered cows in a previous project.
After a singular passage through the cervix, the sampling tool allows for
consecutive collection of US as well as cytological and histopathological samples
of the bovine endometrium. For sampling of US a Merocel sponge is used, which

is well characterised in terms of acquiring and releasing different immune markers.

Within the present study the sampling tool was applied to animals in vivo for the
first time. In total 108 dairy cows were examined gynaecologically and
subsequently sampled after completion of the puerperium (43 to 62 days p.p.). Due
to low amounts of obtained US (median 91 mg per animal) laboratory assays which
provide reliable results despite small sample volumes were required. To evaluate
its chemotactic effect on PMN, US was analysed in a PMN-chemotaxis-assay and
the relative transmigration rate compared to a positive control was determined.
Quantitative analysis of pro- and anti-inflammatory cytokines (IL1B, 1L6, ILS,
IL17A, IL10) was conducted using AlphalLISA-technology, which is based on
fluorometrically detectable energy transmission between donor and acceptor beads
after antibody-mediated binding of the target substance. Weighing of the sponges
allowed for ascertainment of individual dilution factors of the US samples, which
originated in the addition of a predefined amount of extraction buffer before
centrifugation of the sponges. This dilution factor enabled the calculatory absolute
determination of IL-concentrations in pure US. Contamination of the US samples
with blood was quantified photometrically using a standard curve and did not

compromise the evaluation of the investigated cytokines. Cytological samples were



VII. Summary 110

stained by Diff-Quick and the proportion of PMN among 300 nucleated cells was
rated. A threshold of 5% PMN was applied for diagnosis of SE. The
histopathological assessment of formalin-fixed endometrial biopsies was
performed according to presence, character and degree of inflammatory alterations.
RNAlater-fixed endometrial biopsies served for gene expression analysis of the
cytokines IL1B, IL6, IL8, IL10 and TNFa as well as the prostaglandin-
endoperoxide synthase 2 (PTGS2) and the antimicrobial peptide ST00A9 by reverse
transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR). In addition, two
bacteriological samples were acquired from the uterus of each animal and cultivated
on blood agar for 48 hours. If a positive result was found, bacterial species were

differentiated by MALDI-TOF mass spectrometry.

The sampling was feasible in all presented cows and did not affect their fertility.
Considering clinical, cytological and histopathological results, animals were
assigned to groups according to their uterine health status: 83 animals displayed no
signs of endometritis (E.NEG). 21 animals were diagnosed with SE, but cytological
and histological results revealed low agreement. This was accounted for by
differentiating animals with SE into animals with cytologically and histologically
detectable SE (SE(cyto+histo), n = 1), animals with only cytologically detectable
SE (SE(cyto), n = 7) and animals with only histologically detectable SE (SE(histo),
n=13). Four animals showed signs of clinical endometritis and together with the
only animal with SE(cyto+histo) were excluded from further analysis. According
to this group assignment, parameters of US and endometrial expression of

inflammatory genes were analysed comparatively.

In comparison to E.NEG, SE(histo) showed no differences in the analysed
parameters in US and endometrial gene expression. This finding indicates, that
merely histologically detectable chronic inflammation of the endometrium does not
modulate the uterine environment as well as the endometrial gene expression
concerning the investigated analytes. In contrast, SE(cyto) depicted a significant
upregulation of pro-inflammatory cytokines IL1B, IL8 and IL17A on protein level
in US compared to E.NEG. This upregulation was confirmed on endometrial gene
expression level for IL1B and IL8. No significant differences for IL6 neither on
product nor on gene expression level were found between SE(cyto) and E.NEG.
The anti-inflammatory cytokine IL10 tended to be higher concentrated in US and

was significantly higher expressed in endometrial biopsies of SE(cyto) compared



VII. Summary 111

to E.NEG. For mRNA-expression of TNFa, PTGS2 and S100A9, no significant
differences were found between SE(cyto) and E.NEG. The demonstrated influence
of cytologically detected SE on the uterine environment implies potential for
diagnostics. The cytokines IL1B, IL8 and IL17A represent potential diagnostic
markers for cytologically detectable SE in US. Avenues for further research include
the role of the regulatory mediator IL10 in chronification of endometrial

inflammation and its value for diagnosis of SE.

The sampling and evaluation of uterine secretion is considered a promising method
for diagnosis of subclinical endometritis in cattle. Uterine secretion lends itself to
the identification of biomarkers as well as the investigation of the pathogenesis of

bovine subclinical endometritis.
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IX. ANHANG

1. PMN-Grenzwerte und SE-Pravalenz in verschiedenen
Studien

Tabelle 13: PMN-Grenzwerte zur zytologischen SE-Diagnostik.

PMN- SE-
Referenz Methode Tage p.p. Grenzwert Privalenz
2033 S18 % 35,1 %
-PVD s
KASIMANICKAM et al. (2004) CB s 510 % 340 %
GILBERT et al. (2005) LVL 40 — 60 5% 53,0 %
BARLUND et al. (2008) CB 28 — 41 58 % 11,1 %
21 58,5 % 66,7 %
GALVAO et al. (2009) LVL 35 56,5 % 38,2 %
49 549 37,2 %
KAUFMANN et al. (2009) CB™P  4hp.KB 15 % 13,4 %
52,7 %
-PVD _ S? o s
SALASEL et al. (2010) LVL 150 — 230 3% bl RB
32-38 56 % 9,4 %
-PVD s
DUBUC et al. (2010a) CB 35 49, 7%
PLONTZKE et al. (2010) CB*  18-38 5% 38,0 %
28 9% 30,0 %
-PVD s
MCDOUGALL et al. (2011) CB P S0 230 %
MADOZ et al. (2013) CB*°  21-62 55.% 17,0 %
PASCOTTINI et al. (2016¢) CT Farsen 51 % 7.9 %
zur KB

PMN: polymorphkernige Leukozyten, Verwendung fiir ,neutrophile Granulozyten‘; SE:
subklinische Endometritis; Methode: Methode zur Gewinnung zytologischer Endometrium-
Proben; CB: Cytobrush; LVL: Low-volume-uterine-lavage; CT: Cytotape; Tage p.p.: Zeitpunkt
der Probenentnahme in Tagen postpartum; KB: kiinstliche Besamung; RB: Repeat Breeder
(klinisch gesunde, zyklische Kiihe mit mindestens drei erfolglosen Besamungen seit der letzten
Kalbung); PVP: Ausschluss von PVD durch duBere Adspektion und vaginale Untersuchung; S:
statistisch ermittelter PMN-Grenzwert

2. Gerite, Material und Reagenzien

2.1. Gerite

2.1.1. Gerite fiir verschiedene Untersuchungen

Autoklav D-65 Systec, Linden
Eismaschine RF0266A The Manitowoc Company,

Manitowoc (USA)
Elektronische Pipette HandyStep, Brand, Wertheim
einstellbar (1 pl — 50 ml)
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Kiihlschrank (+6 °C) mit Gefrierfach
Kiihlschrank (+6 °C) mit Gefrierfach

Microplate Reader CLARIOstar,
Photometer mit Laseraufriistung fiir
AlphaScreen/AlphaLISA/AlphaPlex

NanoPhotometer Pearl, ab 0,3 ul
Probenvolumen

Pipetten einstellbar und zugehorige
Pipettenspitzen

Reinstwassersystem GenPure
Schiittler MS1 Minishaker
Tischzentrifuge Biofuge pico, bis 14.000 xg

2.1.2.

Autoklav Selectomat Compact

Gefrierzelle (-20 °C)
Gefrierzelle Iridium 800 (-80 °C)

Gluematic HeilBklebepistole 3002 und
zugehorige Cristal-Sticks

Kiihlzentrifuge Rotixa 50 RS

Préazisionswaage SBC22 mit Gehiuse,
Wigegenauigkeit 0,01 mg

Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2

Ultraschallgerdt Esaote MyLabOne,

6 — 10 MHz Linearsonde fiir transrektale
Untersuchung (SV3513 VET), Software
MyLabDesk

2.1.3.

Automatisches Himatologiegerit Sysmex
pocH-1001V Diff

Brutschrank HeracellVios 160
Fluoreszenz-Durchflusszytometer Accuri C6
Pipette 0,1 - 2,5 pl und PCR-Spitzen

BIOCERT 0,1 — 20 pl, steril

Pipettierhilfe accu-jet und Serumpipetten

Bosch, Stuttgart
Liebherr, Bulle (Schweiz)
BMG Labtech, Ortenberg

Implen, Miinchen

Brand, Wertheim

TKA, Niederelbert
IKA, Staufen

Heraeus, Hanau

Geriite fiir Probengewinnung und -asservierung

Miinchner Medizin Mechanik
GmbH, Planegg

Kirsch, Willstatt-Sand

Angelantoni Lifescience, Massa
Martana (Italien)

Steinel, Herzebrock-Clarholz

Hettich, Tuttlingen

Scaltec Instruments,
Heiligenstadt

Bioair, Euroclone Division, Pero
(Italien)

Esaote, Koln

Geriite fiir Untersuchung des Uterussekrets

Sysmex Corporation, Kobe
(Japan)

Thermo Fisher Scientific,
Miinchen

Becton Dickinson, Drogheda
(Irland)

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim
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Riittler fiir Mikrotiterplatten MTS 4

Zentrifuge Universal 32R mit Einsétzen

2.1.4.
Counter AC-15

Kamera Leica Microsystems

Mikroskop Aristoplan

2.1.5. Gerdite fiir molekularbiologische U

Experion Automated Electrophoresis
Systems mit Priming Station, Vortex Station
IT und Automated Electrophoresis Station

Heizblock und Schiittler fiir Mikroplatten
BioShake iQ

Thermocycler TOptical mit zugehoriger
Software

Workstation DNA/RNA UV-Cleaner Box

Zentrifuge myFUGE Mini fiir 0,2 ml
Reaktionsgefilie

Homogenisator SpeedMill Plus

Zentrifuge Universal 320R fiir 96 Well
Platte

IKA, Staufen
Hettich, Tuttlingen

Geriite fiir zytologische Untersuchung

Karl Hecht KG, Sontheim
Leica, Wetzlar

Leitz, Stuttgart

ntersuchung

Bio-Rad, Hercules (USA)

Analytik Jena AG, Jena

Biometra an Analytik Company,
Gottingen

Biosan, Riga (Lettland)
Biozym, Hessisch Oldendorf

Analytik Jena AG, Jena
Hettich, Tuttlingen

2.1.6.

Brutschrank Incucell

Bunsenbrenner mit automatischer Ziindung
Gasprofi 2SCS mit Butan-Flasche

2.2 Material und Reagenzien

2.2.1. Material fiir Probeentnahmeger:iit

Biopsiezange mit Doppelloffel, AD 3,0 mm,
Liange 650 mm, Sonderanfertigung

Dontodent Interdental-Biirstchen, 2,5 mm —
4.5 mm

Edelstahlrohre 4,0 mm x 0,25 mm und
5,0 mm x 0,75 mm, Lange 650 mm,
wiederholt kalt nachgezogen

Einmalskalpelle

Kirschner-Draht als Mandrin, Durchmesser
3,2 mm, Linge 700 mm, beidseits rund

Gerite fiir bakteriologische Untersuchung

Miinchner Medizin Mechanik
GmbH, Planegg

WLD-Tec, Gottingen

Bema Medical, Stuttgart

DontoDent, DM-Drogeriemarkt,
Karlsruhe

Sawade, Gottmadingen

Braun, Tuttlingen

MK Medical, Emmingen-
Liptingen
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Kunststoffrohre, 2,0 mm x 0,8 mm und
3,2 mm x 2,2 mm

Merocel CF 120, Streifen mit 2 mm x
4 mm x 205 mm

Stellring 3 mm x 7 mm

Sterile Operationshandschuhe Sempermed
supreme

Steriking Sterilisationsverpackungen
unterschiedlicher Groflen

Tupfer steril, mit Aluminiumstab und
Viscose

2.2.2.

Anatomische Pinzetten und Scheren

Aprotinin

Costar SpinX Centrifuge Tube Filters,
0,45 pm, CA-Membran, steril

Einmalkaniilen BD Microlance 3, 18G,
1% 7, 1,2x40 mm

Einmal-Untersuchungshandschuhe
Nitril Next Gen

Elektroden-Gel fiir Ultraschall-Rektalsonde
Ethanol 70 %

Formalin 4 %

Gleit-Gel mit Schutzfilm

Kunststoff-Schutziiberziige fiir Arbeitskanal
Chemises sanitaires, 61 cm

Mikro-Schraubrohrchen 2 ml Polypropylen

Papiertiicher forma-care PREMIUM
Arztekrepp

PBS-Trockensubstanz ohne Ca?*, Mg?*
Reaktionsgefiale 1,5 ml
RNAlater

Rohrchen 15 ml mit Schraubverschluss

Rohrenspekulum nach Abelein, 37 cm

Schutzhiillen fiir Ultraschall-Rektalsonde,
18mm, Vytex Natural Rubber Latex

S-Monovette 9 ml, K3 EDTA

Simprop, Harsewinkel
Medtronic, Mystic (USA)

Kipp, Sulz am Neckar
Semperit, Wien (Osterreich)

Wipak Oy, Nastola (Finnland)

Nerbe Plus, Winsen/Luhe

Material fiir klinische Untersuchung und Probenentnahme

Eickemeyer, Tuttlingen und
Roth, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Corning, Amsterdam
(Niederlande)

Becton Dickinson, Drogheda
(Irland)

Meditrade, Kiefersfelden

HenrySchein, Melville (USA)
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Selectavet, Weyarn-Holzolling
IMV, L’ Aigle (Frankreich)

Sarstedt, Niimbrecht
Dr. Schumacher, Malsfeld

Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

WDT, Garbsen
Rrt Richter Rubber, Hannover

Sarstedt, Niimbrecht
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Veterinary Gloves

2.2.3.

2.2.3.1.

Albumin Fraction V from bovine serum
Easycoll, Dichte 1,077 g/ml

Maus-anti-bovin-CD11b-FITC, monoklonal,
0,Img/ml

Neuro Probe AP48, 48-Well Micro
Chemotaxis Chamber mit zugehdrigen
Polycarbonat-Membranen, 3 um Poren,
25 x 80 mm

Recombinant Human IL-8, 25 pg
Zentrifugenrohrchen 50 ml

Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM):Ham’s Nutrient
Mixture F-12 (Ham‘s-F12) =1:1

2.2.3.2.

AlphaLISA Detection Kits, 100 Assay
Points, fiir IL1B, IL6, ILS, IL17A, IL10

Abdichtungsfolie TopSeal-A Plus
AlphaPlate-384, light grey, pinch bar design

Lichtgeschiitzte Reaktionsgefal3e, 1,5 ml,
amber

Lichtgeschiitzte Reaktionsgefaf3e, Eppendorf
Tubes 5 ml, amber

HenrySchein, Melville (USA)

Material und Reagenzien fiir Probenuntersuchung

Material und Reagenzien fiir PMN-Chemotaxis-Assay

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Bio-Rad AbD Serotec,
Puchheim

Neuro Probe, Gaithersburg
(USA)

PeproTech, Rocky Hill (USA)
VWR, Ismaning

Biochrom, Berlin

Material und Reagenzien fiir AlphaLISA-Untersuchung

PerkinElmer, Rodgau

PerkinElmer, Rodgau
PerkinElmer, Rodgau
Roth, Karlsruhe

Eppedorf AG, Hamburg

2.2.3.3. Material und Reagenzien fiir zytologische Untersuchung

Haema-Schnellfirbung mit
gebrauchsfertigen Reagenzien

Immersionsol

Objekttrager

Labor+Technik Eberhard
Lehmann GmbH, Berlin

Merck, Darmstadt

Heinz Herenz, Hamburg

2.2.3.4. Material und Reagenzien fiir molekularbiologische Untersuchung

Ethanol, 96 %
DNA-Exitus-Plus und RNse-Exitus Plus

Experion RNA Analysis Kit und RNA
StdSens Chip

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Bio-Rad, Hercules (USA)



IX. Anhang

137

Innu SPEED Lysetubes P mit 2,4 — 2,8 mm
Keramik-Beads

Kiihlrack IsoFreeze PCR Cooler

Oligo-dT-15-Primer (500png/ml), ANTP-Mix
(100mM), M-MLV Reverse Transkriptase
H(-) Point Mutant (200u/pl), M-MLV RT
5x Buffer, RNasin Ribonuclease Inhibitor
(400u/pul)

PCR-Pipettenspitzen BIOCERT,
verschiedene Grofen, DNA-, RNase-frei,
steril

PCR-Reaktionsgefdlle Soft Tubes, 0,2ml,
RNAse-, DNAse- und DNA-frei, steril

Primer (IL1B, IL6, IL10, PTGS2)
Primer (IL8, S100A9, TNFa)

RNA Mini Kit

SensiFAST SYBR No-ROX Kit fiir PCR

Transparente 96 Well Platten Frame Star,
non-skirted, low profile und qPCR Adhesive
Clear Seals

Wasser, Nuklease-frei, steril-filtriert

2.2.3.5.

Cryobank Tubes, gemischt
Columbia Schafblut-Agar
Parafilm PM-966

3. Puffer und Losungen

Analytik Jena AG, Jena

Scientific Specialties, Lodi
(USA)

Promega, Madison (USA)

Brand, Wertheim

Biozym, Hessisch Oldendorf

Biomers.net, Ulm

Eurofins Genomics, Ebersberg
Bio&Sell, Feucht

Bioline, Luckenwalde

4titude, Berlin

Roth, Karlsruhe

Material fiir bakteriologische Untersuchung

Mast Diagnostica, Reinfeld
Oxoid, Wesel
Bemis Company, Neenah (USA)

Alle Losungen, die lyophilisiert oder als Pulver geliefert wurden, wurden gemaf

Herstellerangaben aufgeldst, verwendet und gelagert.

3.1.

3.1.1.
Phosphate-buffered Saline (PBS)

9,55 g PBS-Trockensubstanz

in 1000 ml Aqua dest. 16sen, Lagerung bei 4 °C

Extraktionspuffer fiir Uterussekret

Puffer und Losungen fiir Untersuchung des Uterussekrets
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Aprotinin (10mg/ml)

10 mg Aprotinin-Pulver mit 1 ml H2O mischen
einfrieren bei -20 °C in Aliquots von 50 pl

Extraktionspuffer fiir Uterussekret

10 ul Aprotinin (10 mg/ml) mit 990 ul PBS mischen
ergibt Aprotininkonzentration 100 pg/ml

3.1.2.  Puffer und Losungen fiir PMN-Chemotaxis-Assay
PBS doppelt konzentriert (2xPBS)

19,1 g PBS-Trockensubstanz in 1000 ml Aqua dest. 16sen

Rekombinantes, humanes 118, Gebrauchslosung (100 ng/ml)

25 pg Trockensubstanz in 2500 pl Aqua dest. mit 0,5 % Bovinem Serumalbumin
16sen und als Stocklosung (1000 ng/ml) in Aliquots bei -20 °C einfrieren

vor dem Einsatz im Transmigrationstest die Stockldsung 1:10 mit

Zellkulturmedium verdiinnen

Maus-anti-bovin-CD1 1b-FITC-Antikorper-Gebrauchslosung (0,01 mg/ml)

30 pl anti-CD11b-FITC-Antikorper (0,1 mg/ml) mit 270 ul PBS mischen
pro 50 ul Probe je 5 ul der Gebrauchslosung zugeben

Reinigung Durchflusszytometer

Das Durchflusszytometer wird nach jeder Messeinheit mit sterilfiltriertem Aqua

dest. und FACS Clean gespiilt.

3.1.3. Puffer und Losungen fiir AlphaLISA-Untersuchung
Die Durchfiihrung der AlphalLISA-Untersuchungen geschah nach Hersteller-
angaben. Beispielhaft wird im Folgenden das Protokoll fiir den IL1B-AlphaLISA

beschrieben.

3.1.3.1. Protokoll fiir IL1B-AlphaLISA
Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll fiir 2 ul Probenvolumen. Die

Losungen wurden erst unmittelbar vor ihrer Verwendung hergestellt.
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Verdiinnung der Reagenzien

1X Assaypuffer

10 ml 10X AlphaLISA Immunoassay Puffer + 90 ml H>O (Verdiinnung 1:10)

Standard-Verdinnungen

Der lyophilisierte IL1B-Standard (0,3 pg) wird zunéchst in 100 ul H.O
aufgenommen (Konzentration 3 pg/ml) und im Anschluss nach dem

vorgegebenen Protokoll verdiinnt.

5X Anti-IL1B-Akzeptor-Beads (50 pg/ml, Verdinnung 1:100)

60 pl Smg/ml AlphaLISA Anti-IL1B-Akzeptor-Beads + 5940 pl Assaypuffer

5X biotinylierter Antikorper (5 nM, Verdinnung 1:100)

60 pul 500 nM biotinylierter Anti-IL1B-Antikorper + 5940 pl Assapuffer

2X Streptavidin(SA)-Donor-Beads (80 png/ml, Verdiinnung 1:62.5)

Nur unter Abdunkelung zu verwenden

200 ul 5 mg/ml SA-Donor-Beads + 12300 ul Assaypuffer
Pipettierschema

= 2 ul/Well Probe bzw. Standard + 4 ul/Well Anti-IL1B-Akzeptor-Beads
=>» Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur

= Zugabe von 4 pl/Well biotinyliertem Anti-IL1B-Antikorper
=>» Inkubation fiir 60 min bei Raumtemperatur

= Zugabe von 10 ul/Well SA-Donor-Beads
=>» Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln

* Photometrische Messung bei 615 nm nach Anregung mit 680 nm

3.1.3.2. Untersuchung anderer Analyten mittels AlphaLISA

Der Nachweis von IL17A mittels AlphaLISA erfolgte analog zu IL1B im 3-Schritt-
Protokoll. Fiir IL6 und IL8 fand nach Herstellerangaben ein 2-Schritt-Protokoll
Anwendung: Anti-1L6/8-Akzeptor-Beads und biotinylierter Anti-IL6/8-Antikorper
wurden als Mix zur Probe bzw. zum Standard gegeben. Fiir IL10 fand das Protokoll
fiir 5 pl Probenvolumen im 2-Schritt-Protokoll Anwendung. Die Reagenzien

wurden dabei wie folgt eingesetzt:
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= 5 ul/Well Probe bzw. Standard
= 20 ul/Well Mix aus Anti-IL10-Akzeptor-Beads und Anti-IL10-Antikorpern
= 25 ul/Well SA-Donor-Beads

Je Assay wurden 12 Verdiinnungsstufen des Standards eingesetzt (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14: Niedrigste und hochste Standardpunkte der Standardkurven
verschiedener Analyten in den AlphaLISA-Untersuchungen.

niedrigster Standardpunkt hochster Standardpunkt
IL1B 1 pg/ml 300.000 pg/ml
IL6 5,6 pg/ml 1.000.000 pg/ml
ILS8 0,3 pg/ml 100.000 pg/ml
IL17A 3 pg/ml 1.000.000 pg/ml
IL10 1 pg/ml 300.000 pg/ml
IL: Interleukin
3.2. Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Untersuchung

Waschlosungen fiir RNA-Extraktion

Nach Herstellerangaben in 96 % Ethanol 16sen

Mastermix fiir cDNA-Synthese (je Probe)

5 ul Puffer

1,25 pl ANTP

0,5 ul Reverse Transkriptase
0,625 ul RNasin

6,625 pul Nuklease-freies Wasser

Mastermix fiir PCR (je Probe)

10 pl SensiFast SYBR Mix

0,8 pul forward Primer (10 uM)
0,8 pl reverse Primer (10 uM)
7,4 ul Nuklease-freies Wasser

Primer-Verdiinnung

Primer-Lyophilisate individuell nach Molekulargewicht in Nuklease-freiem

Wasser auf 100 uM einstellen

vor Verwendung in der qPCR mit Nuklease-freiem Wasser auf 10 uM verdiinnen
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4. Primer-Spezifikationen

Tabelle 15: Primer-Sequenzen fiir die RT-qPCR.

Produkt-Linge

Gen Primersequenz (5°— 3°) und -liinge Gen-Linge (Position im Gen) Tm GC % Referenz Acc. No.
wim STCCCOCCONCTIONE) s e o 25 TINS s
L6 TCTGCGATCITITGOTICAGGAT ) MO8 19ser-s el Mgt N
e SCOTIMOWMOCTCON® s e 3 24 NG e
o SIOCTIMCIACIGIIO) s mmewe  gn G0 MR e
e WCTCIOCCIOTIOCATTIONO e seouea 0 80 AN
pras WOCTCCCCIOIOCTONED e oo 35 50 Ot e
S100A9 for GGCTAGGGCACTATGACAC(19) 651 179 (173 — 351) 57,3 57,9 LIND et al. NM 001046328

rev GGCCACCAGCATAATGAAC(19) 56,7 53,6 (2015)

Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR); for: forward-Primer; rev: reverse-Primer; Tm: Schmelztemperatur des Primers in °C; GC %: Gehalt der Primer
an den Basen Guanin und Cytosin in %; Acc. No.: Zugangsnummer zur Nukleotid-Sequenz in der National Center for Biotechnology Information (NCBI)-Datenbank



IX. Anhang 142

S. Anamnese- und Untersuchungsprotokolle

Vorbericht Einzeltier Datum: Probennummer:

Identitit und Leistung

Kennnummer: Ohrmarke: DE09 Name:
Rasse: LJFv [1Bv []RB[]Kreuzung__x__  [] andere: Gruppe:
Laktationsnummer: aktuelle Leistung: Korpergewicht:

letzte Kalbung

Kalbedatum: aktuell Tage p. p.: 1. Brunst p. p.:

Anzahl Kilber: Geschlecht: [] méannlich [] weiblich

Vitalitit: []lebend [ ] Totgeburt [ ] Abort

Geburtshilfe: [] ohne Hilfe [] normal/mit leichter Hilfe [ ] erschwert [ ] Schwergeburt [] wehenschwiche

Stoffwechselst()mngen: [] keine [ ] Milchfieber [ ] Ketose [ ] Labmagenverlagerung [ ] andere:
Puerperalsté')rungen: [] keine ] Nachgeburtsverhalten [ ] puerperale Metritis  [_] Klinische Metritis
D andere:

Behandlung seit Kalbung: [J keine [ Behandlung:

Erstlingsuntersuchung

Datum:
Vaginale US: Portioform:Z R V S Zervixoffnung: 0 1 2 3 4 5
Schleimhaut: A B C D E Feuchtigkeit: I II III IV V
Fliissigkeit: [] keine [] Schleim sauber [ ] Eiter [ ] Harn [_] Schleim blutig
Rektale US:  linkes Ovar  OvargroBe: [] Erbse [ ] Bohne [] Haselnuss [ ] Walnuss [ ] Hiihnerei
Funktionsgebilde: [_] keine [_] Follikel [_] Theka-Zyste [ ] Lutein-Zyste [ ] CL
rechtes Ovar  OvargroBe: [] erbse [ ] Bohne [_] Haselnuss [ ] Walnuss [_] Hiihnerei
Funktionsgebilde: [ keine [] Follikel [ ] Theka-Zyste [ ] Lutein-zyste [ ] CL

Diagnose; D obB D klinische Endometritis D Pyometra D Theka-Zyste D Lutein-Zyste
D Urovagina I:] andere:
Therapie: systemisch [ keine [] Erstrumateim. [ ] Receptaliv. [ | Ovogestiv. [ ] andere:
lokal E] keine I:] Eucacomp i.ut. [] Metricure i.ut.
Kontrolluntersuchung
Datum:
Vaginale US: Portioform:Z R V S Zervixoffnung: 0 1 2 3 4 5
Schleimhaut: A B C D E Feuchtigkeit: I 1II III IV V

Flissigkeit: [] keine [] Schleim sauber [ ] Eiter [ | Harn  [] Schleim blutig
Rektale US:  linkes Ovar Ovargrofe: [] Erbse [] Bohne [ ] Haselnuss [ ] Walnuss [ ] Hiihnerei
Funktionsgebﬂde; [ ] keine [] Follikel [_] Theka-Zyste ] Lutein-Zyste [JcL

rechtes Ovar  Ovargrofe: [] Erbse [ ] Bohne [_] Haselnuss [_] Walnuss [_] Hiihnerei
Funktionsgebilde: [] keine [] Follikel [ ] Theka-Zyste [ ] Lutein-Zyste [ ] CL
Diagnose; [ ] obB (] Klinische Endometritis [_] Pyometra ] Theka-Zyste ] Lutein-Zyste
I:] Urovagina I:] andere:
Therapie: systemisch [ keine [] Erstrumateim. [ ] Receptaliv. [ ] Ovogestiv. [ ] andere:
lokal [] keine [] Eucacompiut. [ ] Metricure i.ut.

Abbildung 20: Anamnese-Protokoll zu den Versuchstieren.

FV: Fleckvieh; BV: Braunvieh; RB: Rotbunte; Z: zapfenformig; R: rosettenférmig; V: breit
verlaufend; S: schlaff-lappig iiberhdngend; 0: geschlossen; 1: strohhalmstark gedftnet; 2:
bleistiftstark gedffnet; 3/4/5: 1-/2-/3-fingerstark geo6ffnet; A: blass; B: blassrosa; C:
hyperdmisch; D: krankhafte Rotung; I: trocken; II: wenig feucht; III: maBig feucht; IV: sehr
feucht; V: Fliissigkeitsansammlung
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Anlage 7 zu 1.2.10

,Score Sheet” - Abbruchkriterien

Kriterien fiir den Abbruch des Versuchsvorhabens ,Diagnose der subklinischen
Endometritis beim Rind*

Im Versuch werden ausschliefilich Tiere verwendet, die frei von augenscheinlichen Symptomen
einer klinischen Allgemeinerkrankung sind. Tiere mit Allgemeinsymptomen werden vom
Versuch ausgeschlossen. Hierfiir wird folgender Score verwendet:

Kriterium Score 0 |[Score 1 Score 2

a) Korperkondition BCS >2,5 BCS< 2,5

b) klinische Allgemeinuntersuchung
Atemfrequenz (/min) 24-40 |<24oder>40
Pulsfrequenz (/min) 65-90 [<65o0der>90

Schleimhautfarbe blassrosa|rosarot oder blassgelb |gelb, rot, grau, blau
c) innere Korpertemperatur (°C) <395 39,5-40,5 > 40,5
d) Festliegen nein ja
e) Storungen in Verhalten/Haltung/ [nein ja

Gang (Ataxie, Epilepsie, Drangen)

Bei einem kumulativen Score von > 1 wird das Tier nicht in den Versuch aufgenommen und dem
betreuenden Tierarzt vorgestellt.

Tiere, bei denen wihrend der Untersuchung die Diagnose ,klinische Endometritis“ gestellt wird,
werden im Anschluss an die Probenentnahme dem Tierhalter sowie dem betreuenden Tierarzt
Dr. Horst-Dieter Reichenbach gemeldet und von diesen entsprechend der betriebsspezifischen
Vorgehensweise therapiert. Alle weiteren Abweichungen, die im Rahmen der Untersuchung
auffallen (z. B. Ovarialzysten, Azyklie), werden ebenfalls unverziiglich mitgeteilt, um eine
schnellstmogliche Therapie zu gewéhrleisten.

Als weiteres Abbruchkriterium gilt eine heftige Widersetzlichkeit von Versuchstieren, durch die
eine Gefahr fiir Mensch oder Tier entstehen konnte.

Abbildung 21: ,,Score Sheet“ — Abbruchkriterien (Anlage 7 zum Tierver-
suchsantrag).

BCS: Body-Condition-Score
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Untersuchungsbefunde

Identitat

Vaginale Untersuchung

Rektale Untersuchung

Portio

Uterus

Ovarien

Kennnummer
Name

oM

Rasse

BCS

Form

Offnung

Schleimhaut

Feuchtigkeit

Flussigkeit

Grofe

Kontraktilitdt

Symmetrie

Links

Rechts

ZyKluss
tand

klin.
Diagnose

Abbildung 22: Protokoll zur gyniikologischen Untersuchung der Versuchstiere im Betrieb.
OM: Ohrmarke; BCS: Body-Condition-Score
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Eltn.g? Endometritis: . Gemischtzellige Endometritis: Lymphoplasmazelluliire Endometritis:
dominierend PMN, daneben einzelne . .. . .
mononukleire Zellen LZ und PMN und mononukleére Zellen, dominiert|dominierend mononukledre Zellen, v.a.
M(l)’ onukieare zetien, v.a. u durch PZ; mit oder ohne LF LZ und PZ; mit oder ohne LF
mononukledre Zellen mononukleédre Zellen 5
Grad PMN PMN monon“i‘;are dzlf;en’ PMN
LZ PZ LZ PZ v-a. L& un
keine <10 <8 <3 <10 <8 <3 <10
angedeutet 10-20 10-20 8-10 3-6 10-15
geringgradig 21-35 21-35 11-15 7-12 16-25 <10
>8 <5
mittelgradig 36-80 36-80 16-20 13-30 26-45
hochgradig >80 >80 >20 >30 >45

Abbildung 23: Histomorphologische Einteilung und Graduierung der Endometritiden mittels lichtmik-

Die angegebenen Zellzahlen beziehen sich auf ein Gesichtsfeld bei 400facher VergroBerung im Bereich des Stratum compactum
oder des luminalen Epithels mit Anteilen des Stratum compactum. PMN: Neutrophile Granulozyten; LZ: Lymphozyten; MP:

roskopischer Untersuchung (modifiziert nach MERBACH (2011)).

Makrophagen; PZ: Plasmazellen
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6. Ergebnistabellen und p-Werte der statistischen
Auswertung
6.1. Einfluss der Probenentnahme auf die Fruchtbarkeit

Tabelle 16: Fruchtbarkeitskennzahlen fiir im Rahmen des Tierversuchs
beprobte und nicht beprobte Tiere der Versuchsherde.

Anzahl KB bzw. Tage

Parameter Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert

Besamungs- nicht beprobt 1 1 2

aufwand beprobt 1 1 2 0,2553
.. . nicht beprobt 78 95 134

Giistzeit beprobt 32 96 113 0,9006

Verzogerungs-  nicht beprobt 0 0 46 02613

zeit beprobt 0 0 22 7

Die Auswertung geschah mittels Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug 0,05;
n(beprobt) = 95, n(nicht beprobt) = 45. n: Tierzahl; KB: kiinstliche Besamung

Tabelle 17: Fruchtbarkeitskennzahlen aller trachtigen Tiere der Versuchs-
herde zu Beginn und nach Ende des Versuchszeitraums.

Anzahl KB bzw. Tage

Parameter Gruppe 1. Quartil  Median 3. Quartil p-Wert
T Eeeon T
Giistzeit Eﬁiﬂn Z; gg Bf 0,9741
il o0 8

Die Auswertung geschah mittels Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug 0,05;
n(Beginn) = 110, n(Ende) = 102. n: Tierzahl; KB: kiinstliche Besamung



IX. Anhang 147

6.2. PMN-Chemotaxis von Uterussekret

Tabelle 18: PMN-Chemotaxis von Uterussekret in Abhingigkeit von
Gebarmuttergesundheit, Vorkommen endometrialer
Lymphfollikel und Zyklusstand.

rel. Transmigrationsrate in %

Auswertung Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert
Gebirmutter- E.NEG 8 28 65 0,0492!
“sundheit SE(cyto) 64 73 84 0,7976
g SE(histo) 14 25 62 0,0112%3
. LF- 11 28 62
Lymphfollikel LF+ 5 25 31 0,9093
Follikelphase 4 19 33
Zylusstand 7 o lphase 14 29 64 0-0760%

n(ENEG) =72, n(SE(cyto)) =7, n(SE(histo)) =13, n(LF-) =62, n(LF+) =10
n(Follikelpahse) = 21, n(Lutealphase) = 33. Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-
U-Test. Zu beachten sind unterschiedliche Signifikanzniveaus aufgrund des mehrfahren
paarweisen Vergleichs mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur bei der Auswertung nach
Gebarmuttergesundheit: ,+°: Tendenz (p < 0,0333 bei Gebarmuttergesundheit bzw. p < 0,1 bei
Lymphfollikel und Zyklusstand); ,**: signifikant (p < 0,0167 bei Gebarmuttergesundheit bzw.
p <0,05 bei Lymphfollikel und Zyklusstand); n: Tierzahl; E.NEG: Tiere ohne Endometritis;
SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die
nur in der Histopathologie nachweisbar ist; LF-: gebdrmuttergesunde Tiere, bei denen keine
Lymphfollikel nachweisbar sind; LF+: gebarmuttergesunde Tiere, bei denen Lymphfollikel
nachweisbar sind; ': paarweiser Vergleich von E.INEG und SE(cyto); 2: paarweiser Vergleich
von E.NEG und SE(histo); *: paarweiser Vergleich von SE(cyto) und SE(histo)
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6.3. Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret

Tabelle 19: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhiingigkeit
von der Gebirmuttergesundheit.

¢(UScalc) in pg/ml

Interleukin Gruppe n
1. Quartil Median 3. Quartil
E.NEG 72 1,0 1,0 242
IL1B SE(cyto) 7 122,2 267,7 1.197,0
SE(histo) 13 1,0 1,0 122,0
E.NEG 71 5,6 5,6 2.601,0
IL6 SE(cyto) 7 1.419,0 4.566,0 6.806,0
SE(histo) 13 5,6 5,6 136,0
E.NEG 71 625,44 1.702,0 3.007,0
IL8 SE(cyto) 7 6.212,0 8.482,0 41.260,0
SE(histo) 13 496,0 1.897,0 3.070,0
E.NEG 72 11,5 54,7 123,6
IL17A SE(cyto) 7 102,9 172,2 781,7
SE(histo) 13 66,9 113,0 150,4
ENEG 68 1,0 1,0 3.8
IL10 SE(cyto) 7 1,0 41,1 2.359,0
SE(histo) 13 1,0 1,0 66,0

Dargestellt sind die mittels AlphalLISA bestimmten Konzentrationen der Interleukine im
Uterussekret nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination. Einzelne, nach
Korrektur der Blutkontamination rechnerisch negative Werte von ¢(USclc) wurden von der
statistischen Auswertung ausgenommen und werden durch Nennung der Tierzahlen ersichtlich.
n: Tierzahl, die nach Streichung rechnerisch negativer Werte von ¢(UScar) fiir die Auswertung
verwendet wurde; ¢(UScaic): Konzentration des Analyten im Uterussekret nach rechnerischer
Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination; IL: Interleukin; E.NEG: Tiere ohne
Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere
mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar ist

Tabelle 20: Statistische Auswertung der Interleukin-Konzentrationen im
Uterussekret in Abhéangigkeit von der Gebirmuttergesundheit.

Interleukin p-Werte aus Mann-Whitney-U-Test
E.NEG/SE(cyto) E.NEG/SE(histo) SE(cyto)/SE(histo)

IL1B 0,0027** 0,7726 0,0241+

IL6 0,0638 0,5610 0,0192+

IL8 0,001 1** 1,0000 0,0112%*

IL17A 0,0052* 0,1088 0,1778

IL10 0,0324+ 0,0881 0,4717

Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug nach
Bonferroni-Korrektur 0,0167. Der Vollstandigkeit halber werden alle p-Werte ungeachtet des
Ausgangs des vorangestellten Kruskal-Wallis-Tests angegeben. IL: Interleukin; E.NEG: Tiere
ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo):
Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar ist; ,+‘: Tendenz (p < 0,0333), ,**:
signifikant (p < 0,0167); ,**“: hoch signifikant (p < 0,0033)
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Tabelle 21: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret ohne Beriick-
sichtigung der Blutkontamination in Abhiingigkeit von der
Gebarmuttergesundheit.

c(US) in pg/ml

Interleukin Gruppe n
1. Quartil Median 3. Quartil
E.NEG 81 1,0 1,0 15,5
IL1B SE(cyto) 7 119,6 240,6 1.115,0
SE(histo) 13 1,0 1,0 98,2
E.NEG 81 5,6 5,6 1.834,0
IL6 SE(cyto) 7 1.315,0 4.381,0 6.778,0
SE(histo) 13 5,6 5,6 522,0
E.NEG 81 663,7 1.450,0 2.419,0
IL8 SE(cyto) 7 5.880,0 8.308,0 33.740,0
SE(histo) 13 467,3 1.852,0 3.027,0
E.NEG 81 20,8 52,7 115,8
IL17A SE(cyto) 7 125,0 3753 670,0
SE(histo) 13 67,5 112,3 148,5
E.NEG 81 1,0 1,0 30,9
IL10 SE(cyto) 7 1,0 46,0 1.858,0
SE(histo) 13 1,0 1,0 71,0

Dargestellt sind die mittels AlphalISA bestimmten Konzentrationen der Interleukine im
Uterussekret nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor, wobei die Blutkontamination der Uterus-
sekretproben unberiicksichtigt blieb (c(US)). n: Tierzahl; c¢(US): Konzentration des jeweiligen
Analyten im Uterussekret nach rechnerischer Korrektur der mit AlphaLISA bestimmten Werte
nur um den Verdiinnungsfaktor; IL: Interleukin; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto):
Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der
Histopathologie nachweisbar ist

Tabelle 22: Statistische Auswertung der Interleukin-Konzentrationen im
Uterussekret ohne Beriicksichtigung der Blutkontamination in
Abhingigkeit von der Gebirmuttergesundheit.

Interleukin p-Werte aus Mann-Whitney-U-Test
E.NEG/SE(cyto) E.NEG/SE(histo) SE(cyto)/SE (histo)

IL1B 0,0018** 0,6384 0,0241+

IL6 0,0577 0,5209 0,0192+

IL8 0,0009** 0,9084 0,0085*

IL17A 0,0024** 0,0899 0,0960

IL10 0,0516 0,1353 0,4717

Fiir die Berechnung wurde ¢(US) anstelle von ¢(UScac) verwendet, wodurch die Blutkontami-
nation der Uterussekretproben unberiicksichtigt blieb. Die Auswertung erfolgte mittels Mann-
Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug nach Bonferroni-Korrektur 0,0167. Der Voll-
stindigkeit halber werden alle p-Werte ungeachtet des Ausgangs des vorangestellten Kruskal-
Wallis-Tests angegeben. c¢(UScac): Konzentration des jeweiligen Analyten im Uterussekret
nach rechnerischer Korrektur der mit AlphaLISA bestimmten Werte um Verdiinnungsfaktor
und Blutkontamination; ¢(US): Konzentration des jeweiligen Analyten im Uterussekret nach
rechnerischer Korrektur der mit AlphaLISA bestimmten Werte nur um den Verdiinnungsfaktor;
IL: Interleukin; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der
Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar
ist; ,+°: Tendenz (p < 0,0333); ,*“: signifikant (p < 0,0167); ,**“: hoch signifikant (p < 0,0033)
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Tabelle 23: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhingigkeit
vom Vorkommen endometrialer Lymphfollikel.

Interleukin Gruppe n Ct(UScalc) in‘pg/ml .. p-Wert
1. Quartil Median 3. Quartil
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Dargestellt sind die mittels AlphalISA bestimmten Konzentrationen der Interleukine im
Uterussekret nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination fiir
gebarmuttergesunde Kiihe ohne und mit Lymphfollikeln sowie p-Werte aus Mann-Whitney-U-
Test, Signifikanzniveau a = 0,05. Einzelne, nach Korrektur der Blutkontamiantion rechnerisch
negative Werte von ¢(UScic) wurden von der statistischen Auswertung ausgenommen und
werden durch Nennung der Tierzahlen ersichtlich. n: Tierzahl, die nach Streichung rechnerisch
negativer Werte von ¢(UScarc) fiir die Auswertung verwendet wurde; c(UScaic): Konzentration
des Analyten im Uterussekret nach rechnerischer Korrektur um Verdiinnungsfaktor und
Blutkontamination; IL: Interleukin; LF-: gebdrmuttergesunde Tiere, bei denen keine
Lymphfollikel nachweisbar sind; LF+: gebarmuttergesunde Tiere, bei denen Lymphfollikel
nachweisbar sind; ,+‘: Tendenz (p < 0,1); ,**: signifikant (p < 0,05)

Tabelle 24: Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret in Abhiingigkeit
vom ZyKklusstand.

Interleukin Gruppe n c.(UscaIC) i.n pg/ml ., p-Wert
1. Quartil Median 3. Quartil
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Dargestellt sind die mittels AlphaLISA bestimmten Konzentrationen der Interleukine im
Uterussekret nach Korrektur um Verdiinnungsfaktor und Blutkontamination fiir
gebarmuttergesunde Kiihe in Follikel- und Lutealphase sowie p-Werte aus Mann-Whitney-U-
Test, Signifikanzniveau 0=0,05. Einzelne, nach Korrektur der Blutkontamination rechnerisch
negative Werte von ¢(UScc) wurden von der statistischen Auswertung ausgenommen und
werden durch Nennung der Tierzahlen ersichtlich. n: Tierzahl, die nach Streichung rechnerisch
negativer Werte von ¢(UScar) fiir die Auswertung verwendet wurde; c(UScalic): Konzentration
des Analyten im Uterussekret nach rechnerischer Korrektur um Verdiinnungsfaktor und
Blutkontamination; IL: Interleukin; ,+‘: Tendenz (p <0,1); ,*: signifikant (p < 0,05); ,**:
hoch signifikant (p < 0,01)
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6.4. Expression entziindungsrelevanter Gene in Endometrium-Bioptaten

Tabelle 25: Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhingigkeit von der Gebarmuttergesundheit.

Genexpression in Kopien/pl

Gen Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil
E.NEG 169,0 420,5 7474
IL1B SE(cyto) 890,8 1.032,0 1.657,0
SE(histo) 204,2 329.9 6184
E.NEG 16,4 25,3 69,4
IL6 SE(cyto) 23,5 40,9 93,7
SE(histo) 11,0 34,2 44,6
E.NEG 107,9 740,9 1.722,0
IL8 SE(cyto) 2.544,0 13.910,0 32.430,0
SE(histo) 69,8 742,2 1.695,0
E.NEG 312,1 10.130,0 22.350,0
IL10 SE(cyto) 18.440,0 24.250,0 35.420,0
SE(histo) 1.250,0 13.410,0 24.690,0
E.NEG 129,1 231,8 3459
TNFa SE(cyto) 302,2 411,4 612,0
SE(histo) 158,7 285,3 528,3
E.NEG 68,4 820,9 2.683,0
PTGS2 SE(cyto) 1.383,0 1.921,0 6.884,0
SE(histo) 2455 886.,9 1.961,0
E.NEG 84,9 160,5 471,0
S100A9 SE(cyto) 261,6 405,7 600,9
SE(histo) 102,0 145,3 488,1

Dargestellt ist die durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR)
bestimmte Expression entziindungsrelevanter Gene in Endometrium-Bioptaten. Die mRNA-
Expression wurde nach Einstellen der ¢cDNA auf 200 ng/ul bestimmt. n(E.NEG) =73,
n(SE(cyto)) = 7, n(SE(histo)) = 13. n: Tierzahl; IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor
a; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2; SI00A9: antimikrobielles Peptid aus der
Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit
SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der
Histopathologie nachweisbar ist
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Tabelle 26: Statistische Auswertung der endometrialen Expression
entziindungsrelevanter Gene in Abhingigkeit von der
Gebarmuttergesundheit.

Gen p-Werte aus Mann-Whitney-U-Test
E.NEG/SE(cyto) E.NEG/SE(histo) SE(cyto)/SE(histo)
IL1B 0,0024%*%* 0,9327 0,0047*
IL6 0,3946 0,8945 0,6992
IL8 0,0022** 0,7266 0,0085*
IL10 0,0112* 0,4192 0,0557
TNFa 0,0313+ 0,1514 0,6426
PTGS2  0,0659 0,9615 0,1827
S100A9  0,2077 0,9519 0,5880

Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau betrug nach
Bonferroni-Korrektur 0,0167. Der Vollstandigkeit halber werden alle p-Werte ungeachtet des
Ausgangs des vorangestellten Kruskal-Wallis-Tests angegeben. IL: Interleukin; TNFa: Tumor-
Nekrose-Faktor a; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2; SI00A9: antimikrobielles
Peptid aus der Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine; E.NEG: Tiere ohne Endometritis;
SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die
nur in der Histopathologie nachweisbar ist; ,+: Tendenz (p <0,0333); ,*‘: signifikant
(p <0,0167); ,**: hoch signifikant (p <0,0033)

Tabelle 27: Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in
Abhingigkeit vom Vorkommen endometrialer Lymphfollikel.

Genexpression in Kopien/pl

Gen Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert
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Dargestellt ist die durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR)
bestimmte Genexpression von IL1B, IL6, IL8, IL10, TNFa, PTGS2 und S100A9 in
Endometrium-Bioptaten fiir gebdrmuttergesunde Kiithe ohne (LF-) und mit Lymphfollikeln
(LF+) sowie p-Werte aus Mann-Whitney-U-Test, Signifikanzniveau o = 0,05. Die mRNA-
Expression wurde nach FEinstellen der ¢cDNA auf 200 ng/pl bestimmt. n(LF-)=61,
n(LF+)=12. n: Tierzahl; IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor a; PTGS2:
Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2; S100A9:antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der
Kalzium-bindenden Proteine; ,+‘: Tendenz (p < 0,1)
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Tabelle 28: Endometriale Expression entziindungsrelevanter Gene in Ab-
hingigkeit vom Zyklusstand.

Genexpression in Kopien/pl

Gen Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert
e e m
IL6 iﬁﬁffﬁﬁ:fﬁe }33 322 12;1:2 0,0895+
O s B B
ILI0 [Vt 1390 142100 23500 O0288"
TNFa hibee a0 2356 3230 070!
PTGS2 Eﬁﬁﬁﬁ:::e 2??3 1.22323 ;:333:8 0,0091%*
SI0AY [ Caiohase. 909 2038 arse 5192

Dargestellt ist die durch Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR)
bestimmte Genexpression von IL1B, IL6, IL8, IL10, TNFa, PTGS2 und S100A9 in
Endometrium-Bioptaten fiir gebdrmuttergesunde Kiihe in Follikel- und Lutealphase sowie p-
Werte aus Mann-Whitney-U-Test, Signifikanzniveau o = 0,05. Die mRNA-Expression wurde
nach Einstellen der cDNA auf 200 ng/ul bestimmt. n(Follikelphase) = 21, n(Lutealphase) = 34.
n: Tierzahl; IL: Interleukin; TNFo: Tumor-Nekrose-Faktor ao; PTGS2: Prostaglandin-
Endoperoxid-Synthase 2; S100A9: antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-
bindenden Proteine; ,+*: Tendenz (p <0,1); ,**: signifikant (p < 0,05); ,***: hoch signifikant
(p<0,01)

6.5. Fruchtbarkeitskennzahlen in Abhéingigkeit von der Gebarmutter-
gesundheit und endometrialen Lymphfollikeln

Tabelle 29: Fruchtbarkeitskennzahlen in Abhéngigkeit von der Gebar-

muttergesundheit.
Anzahl KB bzw. Tage

Parameter Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert
Besamunes. E.NEG 1 1 2
P dg SE(cyto) 1 1,5 30,4670

SE(histo) 1 1 1,5

ENEG 80 96 118
Giistzeit SE(cyto) 91 104 121 0,4398

SE(histo) 82 93 99
Verzs E.NEG 0 0 22
ee.fz"ger““gs' SE(cyto) 0 8,5 42 0,6540
el SE(histo) 0 0 7

Die Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test iibergreifend fiir alle drei Gruppen an
Gebiarmuttergesundheit. Das Signifikanzniveau betrug 0,05; n(E.NEG) = 73, n(SE(cyto)) = 6,
n(SE(histo)) = 12. n: Tierzahl; KB: kiinstliche Besamung; E.NEG: Tiere ohne Endometritis;
SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die
nur in der Histopathologie nachweisbar ist
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Tabelle 30: Fruchtbarkeitskennzahlen in Abhingigkeit vom Vorkommen
endometrialer Lymphfollikel.

Anzahl KB bzw. Tage

Parameter Gruppe 1. Quartil Median 3. Quartil p-Wert
e T o
Giistzeit ii; gg 132 } }g 0.1586
it X 020 2063

Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test innerhalb der gebadrmuttergesunden
Tiere. Das Signifikanzniveau betrug 0,05; n(LF-) = 64, n(LF+) = 9. n: Tierzahl; KB: kiinstliche
Besamung; LF-: gebdarmuttergesunde Tiere, bei denen keine Lymphfollikel nachweisbar sind;
LF+: gebarmuttergesunde Tiere, bei denen Lymphfollikel nachweisbar sind

7. Ubergreifende  Darstellung der Auswertung der

Interleukin-Konzentrationen im Uterussekret und der

endometrialen Genexpression

Tabelle 31: Ubergreifende Darstellung der Auswertung in Abhiingigkeit von
der Gebarmuttergesundheit.

Analvt Auswertun IL-Konzentration Endometriale
y g im Uterussekret | Genexpression
skk skk
IL1B SE(cyto) > E.NEG
SE(cyto) > SE(histo) + | *
L6 SE(cyto) > E.NEG - -
SE(cyto) > SE(histo) + | -
L8 SE(cyto) > E.NEG *E R
SE(cyto) > SE(histo) * ) x
SE(cyto) > EXNEG *
ILI7A SE(cyto) > SE(histo)
SE(cyto) > EXNEG
ILI0 - Sp(cyto) > SE(histo)
SE(cyto) > EINEG
TNFo gp(cyio) > SE(histo)
SE(cyto) > E.NEG
PTGS2 gk (cyio) > SE(histo)
SE(cyto) > EINEG
SI00A9 gk (cyto) > SE(histo)

Dargestellt sind die Ergebnisse der statistischen Auswertung der Interleukin-Konzentrationen
im Uterussekret sowie der endometrialen Genexpression, die durch AlphalISA bzw. Reverse
Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR) bestimmt wurden. Zwischen E.NEG und
SE(histo) waren hinsichtlich der untersuchten Parameter keine Unterschiede festzustellen,
weshalb die Auswertung nicht dargestellt wird. IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor
o; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2; SI00A9: antimikrobielles Peptid aus der
Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit
SE, die nur in der Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): histologische Endo-metritis; ,-*:
statistisch kein Unterschied festzustellen (p>0,0333); ,+: Tendenz (p <0,0333); ,**:
signifikant (p < 0,0167); ,**‘: hoch signifikant (p < 0,0033); ,n. u.: nicht untersucht
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Tabelle 32: Ubergreifende Darstellung der Auswertung in Abhiingigkeit vom
Vorkommen endometrialer Lymphfollikel.

IL-Konzentration Endometriale
im Uterussekret = Genexpression

IL1B LF+ > LF- - |-

Analyt Auswertung

IL6 LF+ > LF- - -
IL8 LF+ > LF- - -
IL17A LF+ > LF- *

IL10 LF+ > LF- * -

TNFa LF+ > LF-
PTGS2 LF+>LF-
S100A9 LF+>LF-

Dargestellt sind die Ergebnisse der statistischen Auswertung der Interleukin-Konzentrationen
im Uterussekret sowie der endometrialen Genexpression, die durch AlphalLISA bzw. Reverse
Transkriptase  quantitative real-time PCR (RT-qPCR) Dbestimmt wurden, bei
gebarmuttergesunden Kiihen in Abhéngigkeit vom Vorkommen endometrialer Lymphfollikel.
IL: Interleukin, TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor o; PTGS2: Prostaglandin-Endoperoxid-
Synthase 2; SI00A9: antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine;
LF-: gebarmuttergesunde Tiere, bei denen keine Lymphfollikel nachweisbar sind; LF+:
gebarmuttergesunde Tiere, bei denen Lymphfollikel nachweisbar sind; ,-*: statistisch kein
Unterschied festzustellen (p > 0,1); ,**: signifikant (p < 0,05); ,n. u.‘: nicht untersucht

Tabelle 33: Ubergreifende Darstellung der Auswertung in Abhingigkeit vom

ZyKlusstand.
Analyt IL-Konzentration im Endometria'le
Uterussekret | Genexpression
IL1B +F) | -
16 (L) | +(F)
IL8 *¥(L) | -
T =) [
IL10 - L)
TNFa )
PTGS2 *%(L)
S100A9 -

Dargestellt sind die Ergebnisse der statistischen Auswertung der Interleukin-Konzentrationen
im Uterussekret sowie der endometrialen Genexpression, die durch AlphalLISA bzw. Reverse
Transkriptase  quantitative real-time PCR (RT-qPCR) bestimmt wurden, bei
gebarmuttergesunden Kiihen in Abhéngigkeit vom Zyklusstand. In Klammern wird jeweils die
Zyklusphase (,F‘: Follikelphase; ,L‘: Lutealphase) genannt, in der hohere Werte detektiert
wurden. IL: Interleukin; TNFa: Tumor-Nekrose-Faktor o; PTGS2: Prostaglandin-
Endoperoxid-Synthase 2; S100A9: antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Kalzium-
bindenden Proteine; E.NEG: Tiere ohne Endometritis; SE(cyto): Tiere mit SE, die nur in der
Zytologie nachweisbar ist; SE(histo): Tiere mit SE, die nur in der Histopathologie nachweisbar
ist; ,-°: statistisch kein Unterschied festzustellen (p>0,1); ,+‘: Tendenz (p <0,1); ,*“
signifikant (p < 0,05); ,***: hoch signifikant (p < 0,01); ,n. u.: nicht untersucht
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