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{Direktor: OVR Prof. Dr. med. vet. habil. R. IrpEN)

Trichtigkeitsdiagnose beim Panzernashorn (Rhinoceros
unicornis) anhand von Progesteronbestimmungen im Speichel

Von Beryp Kvckerkory & Horcer H. DataE, Berlin

Mit 3 Abbildungen

Bei der Suche nach Erfahrungen und Instrumentarien, mit deren Hilfe gehaltene
Tiere bestmdglich versorgt und vor allem zur vollen Eigenreproduktion gebracht werden
kénnen, miissen grundsitzlich neue Wege begangen werden (31). Es bietet sich an,
fiir die Zootierhaltung auf den Erfahrungsvorlauf der Nutztierforschung anfzubauen,
aber es ist dabei stets auch zu beachten, daB in der Tiergartenpraxis spezifische Bedin-
gungen bestehen, die eigens Forschungen notwendig machen (8).

Der wichtige Bereich hormonphysiologischer Konstrollen an reproduktionsfihigen
Haltungsgruppen ist gewohnlich verschlossen durch die Notwendigkeit, direkte Mani-
pulationen am Wildbicr zu vermeiden. Die neuen Techniken der Hormonanalyse, etwa
aus Milch oder anderen nichtinvasiv erreichbaren Substraten wie Kot, Urin oder Spei-
chel (u.a. 13, 15, 22, 32), sind daher lohnende Untersuchungsobjekte. Einige Erkennt-
nisse wurden bereits an Zootieren gewonnen (1, 2, 9, 10, 23, 25, 26). Die Verwendung

- von Speichel als Substrat hormonanalysischer Untersuchungen bictet dabei einige Vor-

teile gegeniiber Kot- und Urinanalysen, gute Handhabbarkeit der Versuchstiere voraus-
gesebzt. Erste Erfahrungen mit grofien Siugeticren (Nashorner, Elefanten, ZwergfluB-
pferd) liegen vor (6, 7, 9); sie sind ermutigend und fordern zur Ergiinzung heraus.
Die nachfolgende Darstellung mége der weiteren Anwendung einige biologische und
technische Erkenntnisse hinzufiigen.

Im Tierpark Berlin lebt ein Paar erwachsener Panzernashorner (Rhinoceros uni-
cornis). Das weibliche Tier ,, Kumari kam im Jahr seiner Geburt (1967) in den Tierpark
und ist bei einer Lebenserwartung von etwa 40 Jahren doch schon im fortgeschrittenen
Alter. Nach langer Vergesellschaftung mit dem Bullen (geboren 1969, im Tierpark
seit 1971) kam es am 28. VI. 1984 zu einer erfolgreichen Verpaarung. Das daraus resul-
tierende Kalb wurde am 23. IX. 1985 nach einer Tragzeit von 453 Tagen vollstiindig
entwickelb, aber tot geboren. Auf Grund dieser unklaren Reproduksionsprobleme wurde
»Kumari® in ein Screeningprogramm zur Fertilititsdiagnostik einbezogen. Mittels der
Bestimmung der Progesteron-Konzentration im Speichel (SP4) sollte versucht werden,
Oestruszyklen und Trichtigkeitsphasen zu charakterisieren.

Im Hinblick auf offene methodische Fragen wurden in cinigen Abschnitten des
Untersuchungszeitraumes erginzend die Konzentrationen von Estradiol im Kot sowie
an 3 Tagen um den Geburtstermin Progesteron in der Milch analysiert. Stichprobenartig
erfolgte ein Vergleich von unbehandeltem und enzymasisch hydrolysiertem Speichel
hinsichtlich der SP4.
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Material und Methoden

Die Untersuchungen erstreckten sich iiber einen Zeitraum von 3 Jahren (Februar
1987 bis Januar 1990). Mit Unterstiitzung der Tierpfleger erfolgte die Probennahme
im Abstand von 1—6 Tagen (Speichel) bzw. sporadisch in der Phase einer wahrschein-
lichen Triichtigkeit (Kot). Bedirgt durch technische Schwierigkeiten im Pflegerbereich
war von Mitte August bis Mitte Oktober 1989 keine Probengewinnung méglich.

Bei der Speichelgewinnung und -aufarbeitung wurde analog dem fiir das Haut-
sekret von ZwergfluBpferden beschrichenen Verfahren vorgegangen (9).

In Vorbereitung der enzymatischen Hydrolyse wurden 400 ul Speichel bei 50°C eingetrocknet,
anschlieBend im gleichen Volumen Phosphatpuffer (pH 5,0) aufgenommen. Nach Zugabe von 5 ul
B-Glucuronidase/Arylsulfatase (BogHRINGER Mannheim) folgte eine Inkubation iiber 12 Stunden
bei 87°C. Die weitere Verarbeitung entsprach der unbehandelter Proben.

Die SP4 wurde mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt (9). Im Verlauf der Untersuchungen
ergab sich eine wesentliche Vercinfachung der Prozedur durch Weglassen des Extraktionsschrittes.
Voraussetzung dafiir war allerdings eine zweite Zentrifugation des Speichels nach dem Auftauen
(8500 g, 15 min). Der glasklare Uberstand wurde direkt im RIA eingesetzt.

Kotproben wurden 48 h bei 37°C getrocknet, zerkleinert und nach dem Verfahren von BaM-
BERG & MOsTL (2) fiir den RIA aufbereitet. Fiir den eigentlichen Estradiol-RIA kam ein kommerziell
verfiigbares Testbesteck zur Bestimmung von Estradiol im Serum (Fa. Isocommerz Berlin-Buch)
zum Einsatz, das sich nach entsprechenden Vorversuchen als fiir unsere Zwecke geeignet erwiesen
hatte. Die Kreuzreaktivitit des Antiserums lag fiir Estron bei 3,8%, fiir Estriol bei 0,489, sowie fiir
weitere Gestagene und Androgene <0,1%,.

An den Tagen —11 und —4 a.p. sowie +1 p.p. war es méglich, einige Milliliter ab-
tropfende Milch aufzufangen. Die Progesteron-Konzentrationen in diese Proben wurden
freundlicherweise von Frau E. BirgeLBAcH (Humboldt-Universitit zu Berlin, Sektion
Tierproduktion und Veterinirmedizin) im Rahmen routinemiBiger Milchanalysen mit
einem Enzymimmunoassay bestimmt.

Ergebnisse

1. Fertilitits- und Trichtigkeitsdiagnostik

Im Ergebnis liegt das Verlaufsprofil fiir die SP4 iiber eine Phase normaler ovarieller
Titigkeit und eine vollstindige Trichtigkeit vor (Abb. 1).

Im Zeitraum von Februar 1987 bis September 1988 konnte dmal arttypisches
Brunstverhalten mit ,,Quietschen®‘, Spritzharnen, gegenseitigem Treiben usw. beob-
achtet werden, wobei die Tiere am 23. IV. 1987 und 16. IX. 1988 kopulierten. Keine
dieser Phasen sexueller Aktivitit reflektierte sich in den Werten der SP4 (Abb. 1A).
Auffillig war lediglich eine Erhéhung des Progesteron-Niveaus im Sommer 1988.

Aus der zweiten Kopulation resultierte eine Trichtigkeit, die nach 471 Tagen
(459— 489 Tage sind die Norm) mit der Geburt eines minnlichen Kalbes endete. Erst
nach etwa 7 Monaten p.c. begann die SP4 deutlich anzusteigen und erreichte Werte,
die bis 14fach iiber dem durchschnittlichen Progesteron-Niveau lagen. 10 Wochen dar-
auf fiel die SP4 drastisch, gefolgb von einem allmihlichen Anstieg iiber mehrere Wochen.
Im letzten Viertel der Graviditit schlieBlich wurden Spitzenwerte von 25000 pmol/l
SP4 und dariiber gemessen (Abb. 1 B). Mit Einsctzen der Laktation etwa 20 Tage a.p.
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Abb. 1. Verlaufsprofil der Progesteron-Konzentration im Speichel beim Panzernashorn-2
» Kumari* von Februar 1987 bis Januar 1990. A — Phase normaler ovarieller Zyklen; B —
eine sich anschliefende Trichtigkeit.

Brunstverhalten (Oestrus: Oe) einschlicBlich Kopulation (K) werden durch das Verlaufs.
bild nicht reflektiert (A). Ab 7. Monat der Triichtigkeit steigen die Werte auf ein Vielfaches
des Basisniveaus, besonders im letzten Viertel (B). Kurz vor der Geburt (G) nimmt die
Estradiol-Konzentration im Kot bei gleichzeitiger Abnahme der Progesteron-Konzentra-
tion im Speichel zu. L: beobachtetes Einsetzen der Laktation.

hegann eine gleichméBige Abnahme der SP4 bis auf das Basisniveau zum Zeitpunkb
der Geburt. Nahezu zeitgleich wurde ein Anstieg der Estradiol-Konzentration im Kot
registriert (Abb. 1B). '

Die an den Tagen —11, —4 a.p. und 1 P-p. gemessenen Konzentrationen von
Progesteron in der Mileh (9,9, 2,8 und 1,5 nmol/l) entsprechen in ihrer Tendenz —
soweit die Stichproben Aussagen zulassen — der SP4.

2. Vergleich von Extraktions- und direktem RIA

Im Unterschied zum Extraktions-RIA wurde beim direkten RIA der Speichel nach
dem Einfrieren und sorgfiltiger zweiter Zentrifugation ohne weitere Vorbehandlung
im Test eingesetzt. So behandelter Speichel verliert seine Viskositit und ist frei von Ver-
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unreinigangen (12, 13). Die Eignung des direkben Verfahrens fiir unsere Zwecke erwies
sich in 2 Vorversuchen: Proben aufcinander folgender Tage bzw. eine zufillige Auswahl

von Proben (jeweils n

tate gege:

Direkter R/4

10) wurden mit beiden Verfahren analysiert und die Resul-
iibergestellt. In beiden IFillen korrelierten die Ergebnisse gut miteinander

\\ Direkter A

\
\
\
\
}

Sxtraktions - Pk

o

1000

Qo

"
O
-

500

!

300

- 1
1600

2000

{
2500 pmotfi

-
1500

Extraktions - RIA

Abb. 2, Vergleich der MeBwerte von Extraktions-RIA und direktem RIA. Es wurden
Speichelproben an 10 aufeinander folgenden Tagen (A) bzw. eine zufillige Auswahl (B)
hinsichtlich ihrer Progesteron-Konzentration mit heiden Verfahren verglichen.

r — Korrelationskoeffizient; in B ist die Regressionsgerade eingetragen.
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(r=0,89 bzw. r = 0,95, Abb. 2A, B). Zur gleichen Einschitzung kamen bereits
BouRrQUE et al. (3) bei dhnlichen Untersuchungen im humanen Speichel. Die Wieder-
findungsraten von zugesetztem ,kaltem* Progesteron (750 bzw. 1500 pmol/l, jeweils
n = 5) lagen in beiden Verfahren zwischen 83,9 und 104,89,

3. Enzymatische Hydrolyse

In hydrolysierten Speichelproben wurden gegeniiber unbehandeltem Substras 1,8fach
hohere Konzentrationen an nachweisbarem SP4 gefunden. Beide Werte waren mib
r = 0,97 gub korreliert (Abb. 3).
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Abb. 3. Gegeniiberstellung der Progesteron-MeBwerte von 8 unbehandelten @l und en-

zymatisch hydrolysierten Speichelproben. Im hydrolysierten Substrat wurde im Mittel
die 1,8fache Menge Progesteron gemessen.

Diskussion

Die angewendete Technik erweist sich als geeignet und erbrings iibereinstimmende
Resultate mit den bisher hekannten Tatsachen zur Charakterisierung des ovariellen
Zyklus beim Panzernashorn. Derartige Daten sowie eine Trichtigkeitsdiagnose liegen
anhand von Estronsulfat- bzw. Pregnandiol-3-Glucuronid-(Pd()-Bestimmungen aus
dem Urin vor (16, 17, 27). Die von KasMaxX et al. (16) aufgestellte Verlaufskurve des
PdG aus dem Urin entspricht der Abfolge der SP4 in unseren Untersuchungen (Abb. 1B).
In beiden Fillen steigen die Hormonwerte ebwa 7 Monate p.c. deutlich an, gefolgt von
einer mehrwochigen Depression. Die Ursachen fiir das sbarke Absinken der SP4 zu
diesem Zeitpunkt sind unklar, scheinen aber typisch fiir diese Spezies zu sein. Extrem
hohe Konzentrationen von PdG bzw. Progesteron charakterisieren das letzte Viertel
der Graviditit. Die SP4 ist also direkt mit der Ausscheidung des PdG (als Hauptmeta-
bolit des Progesterons) iiber den Urin vergleichbar. Beide Substanzen sind zur Triich-
tigkeitsdiagnose geeignet. Auch wenn diese erst in der zweiten Hiilfte der Graviditit
mdglich wird, kann dem Tiergirtner damit ein wichtiges Hilfsmittel zur Einschitzung
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seiner Tiere sowie zur Vorbereitung auf den Nachwuchs gegeben werden. Die Darstellung
des Sexualzyklus ist nach unseren Ergebnissen mit Hilfe der SP4 nicht méglich. Fiir
diesen Zweck besser geeignet erwiesen sich neben Estronsulfat im Urin beim Panzer-
nashorn auch 17x-OH-Progesteron und 20x-OH-Gestagen aus dem Speichel des Spitz-
maulnashorns (6, 7).
Eine auffillige Anderung des Progesteron/Estrogen-Verhilbnisses zum Ende der
raviditit wurde bereits von McGarnicLr & LacHeELIN (19) fiir den Menschen und
verschiedene Sdugetiere beschrichen. Bamprre & MoOsTL (2) fanden im Kot von Prze-
walskipferd, Mhorrgazelle und Schabrackentapir extrem hohe Estrogenwerte zum Ende
der Trichtigkeit. Im Fall unseres Panzernashorns ist ein Anstieg der Estradiol-Konzen-
tration im Kot nahezu zeitgleich mit der Abnahme der SP4 zu beobachten. Diese Tat-
sache kann als bestitigendes Indiz in die Diskussion iiber die Bedeutung dieses Vor-
ganges fiir die Geburtseinleitung (4, 18) eingebracht werden.

Unterschiedliche Ansichten bestehen zu der Frage, in welcher Form Steroide im
Speichel vorkommen kénnen. Nach Rian-Faunmy et al. (28), WALKER et al. (30), Zorx
et al. (33) u.a. reflektieren die Konzentrationen von Steroiden im Speichel deren unge-
bundene Fraktion im Plasma. So wurden zum Beispiel im Speichel des Menschen zwi-
schen 41,4 und 53,7%, freies Progesteron gefunden. FErcuson (12) verneint eine Bin-
dung von Steroiden an Speichelproteine, Evans (11) schlieBt dagegen die Existenz sol-
cher Komplexe nicht aus.

Unsere Untersuchungen hinsichtlich der enzymatischen Hydrolysierbarkeit des
Substrates verweisen auf die tatsichlich vorliegende Konjugabion von etwa 459, des
Speichelprogesterons. Die Spezifika des verwendeten Enzymgemisches machen das
Vorliegen von Glncuroniden bzw. Steroid/Proteinkomplexen (iiber Glucuronsiurereste)
wahrscheinlich. Transportmechanismen innerhalb der Speicheldriisen sind nach VINING
et al. (29) auch fiir solche groBen Molekiile vorhanden.

Zusammenfassend sei darauf verwiesen, daf Hormonhestimmungen in Sekreten und
Exkreten eine mégliche Alternative zu den klassischen Methoden der Fertilitdbs- und
Triichtigkeitsdiagnostik darstellen, wobei deren Eignung und Aussagekraft von Fall zu
Fall, d. h. von Art zu Art, neu gepriift werden mufl (17, 23, 27). Es geht bei der Forschung
in Zoologischen Giirten nicht nur um eine Dokumentation reproduksiver Ereignisse,
vielmehr sollten Sammlungen normativer Profile, basierend auf Bekanntem, angelegt
werden und zur Beurteilung des reproduktiven Status zur Verfiigung stehen.

Danksagung

Die Autoren bedanken sich herzlich bei den Tierpflegern des Dickhiiuter-Revieres des Tierparks
Berlin und den technischen Assistentinnen Mariox BigriNe und Katrry PascisiioNka fiir umfang-
reiche Mitarbeit.

Zusammenfassung

Die Progesteron-Konzentration im Speichel (SP4) eines weiblichen Panzernashorns ( Rhinoceros
unicornis) wurde hinsichtlich ihrer diagnostischen Aussagefihigkeit zu Qestruszyklus und Trichtig-
keit untersucht. Erst ab 7. Monat p.c. war die Graviditit am deutlich erhéhten SP4-Spiegel sicher
nachweisbar. Aussagen zum OQestruszyklus waren dagegen nicht méglich. Wie Einzelproben von
Milch vor und nach der Geburt ergaben, kann auch daraus Progesteron bestimmt und vergleichbar
bewertet werden.
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Starker Abfall von Progesteron (im Speichel) und Ansteigen von Estradiol (im Kot) kurz vor der
Geburt sind eindeutige Anzeichen. Sic unterstiitzen auch die These, nach der den Estrogenen bei der
Geburtsauslésung eine wesentliche Bedeutung zukommt. Vergleiche von unbehandelten und enzyma-
tisch hydrolysierten Speichelproben lassen cine teilweise Konjugation des Progesterons in diesem
Substrat vermuten.

Summary

During 3 years including a full gestation period, the course of salivary progesterone (SP4) profile
of a female Indian rhino was studied to test its diagnostic aptitude for oestrus and pregnancy detec-
tion. First a distinct rise of SP4 from month 7 after mating indicated clearly pregnancy; specification
of oestrus cycles was not possible on this basis yet. Just before birth, progesteronc (in saliva) dropped
whereas estradiol (in facces) increased. This tendency could be confirmed from casual perinatal milk
progesterone analyses.

A comparison of direct SP4 measurement with hydrolyzed samples gave clues for the oceur-
rence of partially conjugated progesterone in saliva.
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