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SAMENVATTING

De zona pellucida is een tijdelijke mantel die tijdens de folliculogenese wordt gevormd. Het wordt voor
het eerst gezien in de primaire follikels of in de secundaire follikels, naargelang de diersoort. De zona
pellucida blijft, na de bevruchting, maar tijdelijk rond het embryo aanwezig: namelijk tot het blastocyst
stadium.

De zona pellucida is opgebouwd uit verschillende glycoproteinen, verschillend naargelang de
diersoort. Bij de muis zijn dit mZP1, mZP2 en mZP3. Na polymerisatie van de glycoproteinen worden
er filamenten gevormd. mZP2 en mZP3 vormen lange filamenten die door middel van mZP1 aan
elkaar verbonden worden. Hierdoor wordt er een 3D-structuur gevormd en komt de zona pellucida tot
stand.

De zona pellucida glycoproteinen hebben overeenkomstige kenmerken wat betreft hun structuur,
waaronder een zona pellucida-domein. Dit domein gaat de polymerisatie van proteinen tot fibrillen
regelen. Sommigen hebben ook nog een trefoil-domein wat mogelijks proteolytische degradatie zal
tegengaan.

Het oppervlak van de zona pellucida kan worden opgedeeld in een buitenste, sponsachtige laag en
een binnenste, compacte gladde laag. Afhankelijk van de maturiteit van de o6cyt is het oppervliak
meer of minder compact.

De zona pellucida heeft verschillende belangrijke functies en is daardoor méér dan een fysieke
barriére tussen eicel en buitenwereld.

Tijdens de folliculogenese houdt ze de communicatie van de granulosacellen met de o6cyt in stand.
Rond de bevruchting zorgt ze voor herkenning en binding van sperma doordat ze een sperma-
receptor bevat. Bij de muis gebeurt de primaire binding aan mZP3, de secundaire binding aan mZP2.
Deze spermabinding zorgt voor het in gang zetten van de acrosoomreactie, waarbij de zona pellucida
doorbroken wordt en bevruchting kan plaatsvinden. Na de bevruchting vindt de zona-hardening plaats:
de structuur van de zona pellucida verandert, waardoor polyspermie verhinderd wordt.

Na de bevruchting zorgt ze voor bescherming van het preimplantatie-embryo; door haar tijdelijke
aanwezigheid en doordat ze interageert met oviductines, waardoor een beschermlaag gecreéerd
wordt. Ook zorgt ze voor oriéntatie van de blastocyst-as door haar ellipsoidale structuur. De zona
pellucida is dus noodzakelijk voor een normale vroeg-embryonale ontwikkeling.

In de praktijk is de zona pellucida belangrijk bij embryotransplantatie. De zona pellucida kan namelijk
drager van infectie worden, wanneer bacterién of virussen zich hier sterk aan vasthechten. Dit kan
voor overdracht van infecties zorgen. Met verschillende wasprocedures wordt getracht dit zoveel
mogelijk te voorkomen.

Ook kan juist de afwezigheid van de zona pellucida voordelen bieden in de praktijk. Zo kan er tijdelijke
onvruchtbaarheid of sterilisatie worden opgewekt bij dieren door het gebruik van antistoffen gericht
tegen antigenen van de zona pellucida.

Al bij al is de zona pellucida dus een zeer belangrijke structuur en zeker méér dan een fysieke barriere
tussen eicel en buitenwereld.

Key words: Zona pellucida — Zona pellucida glycoproteinen — Zona pellucida structuur — Zona
pellucida functies- Zona pellucida als drager van infectie en als anticonceptie.



INLEIDING

De zona pellucida (ZP) is een gespecialiseerde structuur die de eicellen van de zoogdieren en het
vroege embryo omsluit (Wassarman en Litscher, 2008). Het is een speciale structuur, met veel
belangrijke functies, die dienst doet als een soort tijdelijke mantel. De ZP wordt gevormd tijdens de
follikelontwikkeling in de primaire follikels bij de mens en de muis (Himelstein-Braw et al., 1976;
Oakberg, 1979) en bij het rund pas in de secundaire follikels (Braw-Tal en Yossefi, 1997). De ZP is
maar zeer kort aanwezig, tot net voor de implantatie van het embryo (Wassarman en Litscher, 2008).
En toch is de ZP zeer belangrijk, ook al is ze maar zo kort aanwezig.

De vraag die centraal staat in deze literatuurstudie is: De zona pellucida, meer dan een fysieke
barriére tussen de eicel en de buitenwereld? Dit is de belangrijkste, alles overkoepelende vraag
waarop een antwoord zal worden gegeven. Natuurlijk zijn er nog vele andere vragen die gesteld
kunnen worden. Waaruit is de ZP opgebouwd en hoe wordt het gevormd? Is de structuur hetzelfde bij
de verschillende diersoorten? En wat zijn de precieze functies? Is de ZP belangrijk voor zowel de eicel
als het embryo? En als de ZP niet aanwezig is of is veranderd, wat gebeurt er dan? Op deze vragen
zal een antwoord worden gegeven in de verschillende hoofdstukken die aan bod komen.

Vooraleer over te gaan tot de structuur en de functies van de ZP zullen in hoofdstuk 1 de voornaamste
zaken over de eicel worden uitgelegd. Omdat de ZP al gevormd wordt in de follikels zal eerst uitgelegd
worden hoe een eicel is opgebouwd. Verder komen aan bod: het embryonale ontstaan van de ovaria
en de follikels, de verschillende soorten follikels en de hormonale regeling ervan.

In het 2° hoofdstuk zal dieper in gegaan worden op de ZP. Achtereenvolgens wordt de vorming, de
opbouw en de structuur van de ZP besproken. Hierbij worden enkele diersoortverschillen aangehaald.
Daarna worden de functies van de ZP uitgelegd, waarbij er gekeken wordt naar de functies bij de
folliculogenese, rond de bevruchting en bij het embryo. Tot slot worden de verschillende praktische
toepassingen van de ZP besproken.

AFKORTINGENLIJST

AR = Acrosoom reactie

CFCs = Consensus furine splitsingssite
CTS = C-terminale subdomein

CTP = C-terminale propeptide

FSH = Follikel stimulerend hormoon
hCG= Humaan choriongonadotrofine
LH = Luteiniserend hormoon

NTS = N-terminale subdomein

SEM = Scanning electron microscopy
SS = N-terminale signaal sequentie
TFD = Trefoil-domein

TMD = Transmembraan domein

ZP = Zona pellucida

ZPD = Zona pellucida domein

ZPG’s = Zona pellucida glycoproteinen



LITERATUURSTUDIE

1. DE EICEL

1.1. ONTWIKKELING VAN DE GONADEN

De ontwikkeling van de gonaden in het embryo start met de vorming van een genitale kam, een soort
zwelling. Dit gebeurt bij het rund rond week 4 van de dracht. De gonaden die hierbij gevormd worden
ontstaan in de nabijheid van de nier, de zogenoemde mesonephros, namelijk aan de ventro-mediale
zijde (Noden en de Lahunta, 1985; Riisse en Sinowatz, 1991).

De genitale kam bevat in eerste instantie nog geen primordiale stamcellen (Noden en de Lahunta,
1985; Risse en Sinowatz, 1991). Deze stamcellen zitten namelijk nog in de dooierzak van het embryo.
Ongeveer vanaf week 5 van de dracht gaan deze stamcellen met amoeboide bewegingen migreren
langs de wand van de dikke darm naar de genitale kam (Byskov, 1986; Riisse en Sinowatz, 1991). Ze
vinden hun juiste weg doordat de genitale kam chemotactische signalen uitstuurt (Oktem en Oktay,
2008a). Tijdens deze migratie delen de primordiale stamcellen gestaag via mitose.

De genitale kam wordt geinfiltreerd door het coelomische epitheel en door cellen van de mesonephros.
Dit gebeurt ongeveer op zeven weken van de dracht en dit geeft aanleiding tot de vorming van
zogenaamde snoeren of ‘cords’. Deze ‘cords’ kunnen ingedeeld worden op basis van de afkomst van
de cellen. Zo is er een ‘primitive medullar cord’, die is ontstaan uit de cellen van de nier en ook een
‘sex cord’, gevormd door het epitheel van de coeloomholte (Byskov, 1986; Smitz en Cortvrindt, 2002).
In deze ‘primary sex cords’ worden de primordiale stamcellen gevestigd, die vanaf nu odgonia worden
genoemd (Byskov, 1986; Kaipia en Hsueh, 1997; Oktem en Oktay, 2008a).

De odgonia vormen groepen of clusters en vangen verschillende celdelingen aan. De
cytoplasmascheiding is op dit moment nog onvolledig waardoor de o6gonia nog door middel van
cytoplasmabruggen aan elkaar vastzitten (Pepling en Spradling, 1998). Vervolgens worden primaire
odcyten gevormd door de aanvang van de meiose. Deze wordt echter snel stopgezet in het diploteen
stadium. Primordiale follikels worden gevormd door de groepen te scheiden van elkaar en de
cytoplasmabruggen te verbreken. Er ontstaan nu individuele o6cyten, omgeven door een laag van
(pre)granulosa cellen. Hieromheen komt nog een basale lamina en de primordiale follikels worden
ingebed in de perifere cortex van de ovaria (Merchant-Larios en Chimal-Monroy, 1989; Aerts en Bols,
2010).

De primordiale follikels die aanwezig zijn in de ovaria vormen een reserve aan toekomstige eicellen en
bepalen de reproductie capaciteit. Er kunnen er namelijk geen meer bijgemaakt worden, aangezien ze
niet prolifereren en de overgang tot primaire follikel onomkeerbaar is (Kezele en Skinner, 2003). Het
exacte tijdstip waarop deze reserve wordt vastgesteld is diersoortafhankelijk. Bij de primaten, de
herkauwers en de meeste andere huisdieren wordt de definitieve groep vastgesteld tijdens het foetale
leven, nog voor de geboorte. Bij knaagdieren daarentegen vindt dit pas kort na de geboorte plaats
(Marion en Gier, 1971; Hirshfield, 1991a; Fortune et al., 1998; Smitz en Cortvrindt, 2002).

1.2. FOLLICULOGENESE

De folliculogenese ofwel follikelontwikkeling start bij het begin van de geslachtsrijpe periode. Groepjes
follikels gaan groeien en vangen hun ontwikkeling aan. Vele van deze follikels sterven af door middel
van atresie en uiteindelijk blijft er één follikel over, de dominante follikel, die zal ovuleren. In de
schorszone (de cortex) van het ovaria zijn er dus steeds follikels van verschillende ontwikkelingsstadia
te vinden. Hieronder worden de verschillende stadia apart overlopen (Junqueira en Carneiro, 2007).



1.2.1. Verschillende ontwikkelingsstadia

1.2.1.1. Primordiale follikels

Deze follikels vormen de reserve waaruit nieuwe follikels worden geselecteerd om de groei en
ontwikkeling aan te vangen. Ze bestaan uit een niet groeiende, primaire odcyt die omgeven is door
granulosa cellen. De granulosa cellen zijn afgeplat en vormen één laag rond de odcyt. Dit is
weergegeven in figuur 1A. De primaire odcyt bevindt zich nog steeds in de meiose, gepauzeerd in het
diploteenstadium (Gougeon, 1996; Braw-Tal en Yossefi, 1997; Junqueira en Carneiro, 2007; Woodruff
en Shea, 2007).

1.2.1.2. Primaire follikels

Deze follikels hebben de groei en ontwikkeling aangevangen. De odcyt wordt groter, terwijl zijn kern in
het diploteen stadium blijft. De granulosa cellen worden kubisch in plaats van afgeplat, maar blijven in
€én laag rond de odcyt liggen (Fig. 1B). Dit alles wordt nog omsloten door een basale lamina
(Gougeon, 1996; Braw-Tal en Yossefi, 1997; Junqueira en Carneiro, 2007; Woodruff en Shea, 2007).
Bij de mens en de muis wordt in dit stadium ook de ZP gevormd (Zie 2.2.1.). Rond de o6cyt wordt al
een volledige ring zichtbaar (Himelstein-Braw et al., 1976; Oakberg, 1979).

Fig. 1: Structuur van de primordiale en primaire follikel (uit
Rasquin, 2010).

A = primordiale follikel

B = primaire follikel

1 = primaire o6cyt

2 = granulosacellen

1.2.1.3. Secundaire of preantrale follikels

In deze fase ontstaan er meerdere lagen van kubische granulosa cellen rondom de groeiende
primaire o6cyt (Gougeon, 1996; Braw-Tal en Yossefi, 1997; Junqueira en Carneiro, 2007; Woodruff en
Shea, 2007).

Uit het interstitiéle stroma (het bind- of steunweefsel) zijn theca cellen afgeleid, die in de primaire
follikels zichtbaar zijn als individuele cellen op de basale lamina (Hirshfield, 1991b). De theca cellen
vormen vanaf dit stadium een duidelijke laag, die later wordt omgevormd in een theca interna en een
theca externa (Gougeon, 1996; Braw-Tal en Yossefi, 1997; Junqueira en Carneiro, 2007; Fig. 3). In
hoofdstuk 1.2.2. worden de functies van deze cellen uitgelegd.

Bij het rund wordt de ZP in deze fase gevormd (Zie 2.2.1.), geinduceerd door de groei van de o6cyt
(Braw-Tal en Yossefi, 1997). De structuur van de secundaire follikel, met zijn verschillende lagen, is
weergegeven in de onderstaande figuur (Fig. 2).

Fig. 2: Structuur van de secundaire follikel (uit Rasquin, 2010).
1 = primaire odcyt

2 = zona pellucida

3 = granulosacellen

4 = thecacellen




1.2.1.4. Tertiaire, vesiculaire of antrale follikels

Bij deze follikels ontstaat er een duidelijke holte. Allereerst worden er kleine beetjes heldere vioeistof
tussen de granulosacellen opgestapeld. Dit vloeit uiteindelijk samen tot één grote holte gevuld met het
follikelvocht, dit wordt dan de follikelholte ofwel antrum genoemd (Gougeon, 1996; Smitz en Cortvrindt,
2002; Junqueira en Carneiro, 2007; Woodruff en Shea, 2007). We zien nu de cumulus o6phorus
ontstaan; de o6cyt omgeven door granulosacellen, die samen uitpuilen als een ‘schiereiland’ in de
follikelholte (Junqueira en Carneiro, 2007). In de onderstaande figuur (Fig. 3) is de structuur van de
tertiaire follikel weergegeven.

Fig. 3: Structuur van de tertiaire follikel (naar Rasquin,

2010).

1= secundaire odcyt 5= theca externa

2= zona pellucida 6= follikelvocht

3= granulosacellen 7= granulosacellen (corona radiata)
’; 4= theca interna 8= scheidingslaag tussen thecacellen

en granulosacellen
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1.2.1.5. Rijpe of Graafse follikel

Dit is de follikel die klaar is voor de ovulatie. Het is een groot, doorschijnend blaasje, dat vaak aan de
oppervlakte van het ovarium uitpuilt (Junqueira en Carneiro, 2007). De granulosacellen (Fig. 3) staan
met de o6cyt in verbinding doorheen de ZP (Zie 2.4.2.; Riisse, 1983). Na de ovulatie vormen ze een
corona radiata, een soort stralenkrans rond de odcyt (Russe, 1983; Junqueira en Carneiro, 2007). Dit
is zichtbaar op de onderstaande figuur (Fig. 4).

Fig. 4: Corona radiata (uit Scolar Google internetreferentie,
2011).

Secondary oocyte with its
corona radiata (ovulation)

1.2.1.6. Diersoortverschillen

De ontwikkeling van de follikels bij de verschillende zoogdieren komt redelijk overeen qua morfologie,
maar er zijn wel enkele verschillen in ontwikkelingsduur.

Er is namelijk een groot verschil tussen de knaagdieren en de (grote) huisdieren. Zo duurt de
ontwikkeling, vanaf de groei-initiatie tot aan de antrale follikel, bij de eerste groep maar enkele weken,
terwijl dit bij de andere groep tot verscheidene maanden is (Smitz en Cortvrindt, 2002).



1.2.2. Hormonale invloeden

De follikelontwikkeling wordt geinhibeerd in het embryo en vangt pas na de geboorte aan. Dit komt
doordat er tijdens de zwangerschap hoge concentraties steroiden van de moeder en van het embryo
aanwezig zijn, namelijk progesteron en oestradiol. Na de geboorte dalen deze echter snel, waardoor
de inhibitie wegvalt en de ontwikkeling begint (Kezele en Skinner, 2003). Pre-implantatie embryo’s
kunnen verschillende steroide hormonen produceren, waaronder androgenen, progesteron en
verschillende oestrogenen (Loza Arredondo, 1994). Follikelstimulerend hormoon (FSH) en
Luteiniserend hormoon (LH) zijn gonadotrope hormonen die door de hypofysevoorkwab worden
gemaakt. Zij stimuleren beiden de follikelgroei, en LH zorgt daarenboven nog voor de ovulatie.

De eerste fase van de follikelontwikkeling is echter onafhankelijk van deze factoren. De groei van
primordiale tot primaire follikel staat namelijk onder de controle van verschillende ovariéle factoren
(Smitz en Cortvrindt, 2002). Hierna volgt dan een fase waarbij de follikels wel afhankelijk zijn van de
gonadotrophines, ook wel recrutering genoemd.

De follikelontwikkeling is globaal in te delen in 4 grote stappen: De recrutering of het aanwerven van
nieuwe follikels, de selectie, dominantie en atresie.

Recrutering:
Uit de reserve, gevormd door de primordiale follikels, worden een groepje follikels gerecruteerd. Dit

gebeurt tegen het einde van de luteale fase (de fase waarin er een corpus luteum aanwezig is),
wanneer de FSH concentratie stijgt (Burvenich, 2008). In de luteale fase wordt namelijk de vrijstelling
van LH en FSH geinhibeerd door progesteron, dat gesecreteerd wordt door het corpus luteum.
Wanneer het corpus luteum regresseert, valt de inhibitie weg en wordt er een stijging van de
gonadotrophines gezien. Nu kan er een groep, ofwel een golf, van follikels gerecruteerd worden die
dan de groei aanvatten. Dit wordt ook wel de ‘Wave theory’ genoemd (Baird et al., 1975; Burvenich,
2008).

Selectie:

De follikels groeien en ontwikkelen zich en starten met het produceren van oestradiol (Burvenich,
2008). Deze productie ontstaat als volgt:

Tijdens de ontwikkeling worden de FSH-receptoren zichtbaar op de granulosacellen (Oktay et al.,
1997) en de LH-receptoren op de theca cellen (Sokka et al., 1996; O’Shaughnessy et al., 1997). De
theca cellen gaan differenti€ren en prolifereren door LH-stimulatie, en produceren ook
androstenedione (Zhang et al., 2001; Junqueira en Carneiro, 2007). Dit gaat naar de granulosacellen
(Magoffin en Erickson, 1994; Junqueira en Carneiro, 2007) die het gaat omzetten in oestradiol, onder
invloed van FSH (Richards et al., 1987; Junqueira en Carneiro, 2007). Dit oestradiol heeft volgens
Emmen en medewerkers (2005) verscheidene functies. Het stimuleert de vorming van het antrum en
de LH-receptor expressie, daarnaast is het ook nodig voor de groei van de follikels en om de atresie te
verhinderen.

Oestradiol heeft een negatief-feedback effect op FSH waardoor de concentratie hiervan gaat dalen.
Het gevolg hiervan is het ontstaan van een dominante follikel en de atresie van de anderen (Baird et
al., 1975; Burvenich, 2008).

Dominantie:

Uit de vele follikels die de groei en ontwikkeling hebben aangevat, blijft er uiteindelijk maar eentje over,
de dominante follikel. Dit is de follikel die uiteindelijk, na verdere groei en differentiatie, zal ovuleren.

De koe, mens en het paard zijn diersoorten met normaal maar één nakomeling, daar vindt dit



mechanisme van monofolliculaire groei dus plaats. Bij andere diersoorten blijven er meerdere follikels
over, zodat een meervoudige ovulatie plaatsvindt en er meerdere nakomelingen in een dracht
mogelijk zijn, bijvoorbeeld bij het varken.

Door de FSH daling (zoals hierboven vermeld) zou je verwachten dat de dominante follikel niet meer
kan groeien. Dit is echter niet zo, de lage concentratie FSH is voldoende (Burvenich, 2008).

Het blijkt namelijk dat deze lage concentratie voldoende is om de follikelgroei te onderhouden eens
deze gestart is, maar onvoldoende voor recrutering van de follikels (Zeleznik en Kubik, 1986). Dat de
dominante follikelontwikkeling toch kan doorgaan komt waarschijnlijk door verschillende zaken.
Enerzijds doordat op de granulosacellen receptoren voor LH ontstaan en anderzijds door de grotere
doorstroming van bloed door de follikel (Zeleznik, 1993).

Atresie:

Van de vele follikels die hun groei hebben aangevat, blijven er maar weinig over. Tijdens alle stadia
van de ontwikkeling (Hirshfield, 1991a) sterven er follikels af door middel van atresie. Dit alles gebeurt
heel gecodrdineerd, namelijk door apoptose, een proces dat strikt gecontroleerd wordt door
verschillende hormonen (Hsueh et al., 1994). De belangrijkste aanleiding tot atresie is een tekort aan
FSH, wat nodig is voor de groei en ontwikkeling.

Buiten wat hierboven besproken is zijn er nog andere factoren (zoals hormonen, groeifactoren etc.)
betrokken bij de regulatie in de follikelontwikkeling, de onderlinge communicatie tussen de soorten
cellen, de vorming van een dominante follikel en de atresie. Dit behoort echter niet tot het onderwerp
van deze scriptie.



2. DE ZONA PELLUCIDA

2.1. INLEIDING

De eicellen van de zoogdieren, evenals de vroege embryo’s, worden omgeven door een
gespecialiseerde mantel of matrix, de zona pellucida (ZP) genoemd. Deze naam is oorspronkelijk
afkomstig van het Latijn en betekent ‘gordel’ (zona) en ‘transparant’ (pellucida), ofwel
‘transparante/doorzichtige gordel (Wassarman en Litscher, 2008).

Een gespecialiseerde mantel, zoals de ZP, komt bij eicellen van alle vertebraten voor. Ze worden bij
de verschillende diergroepen echter verschillend aangeduid, namelijk als de ‘vitelline envelop’ bij
kikkers, het ‘chorion’ bij vissen, het ‘perivitelline membrane’ bij de vogels en als ‘ZP’ bij de zoogdieren.
Deze hebben allen een gelijkaardige structuur met gemeenschappelijke domeinen, bewaard gebleven
in de evolutie gedurende miljoenen jaren. Ook hebben ze tijdens de bevruchting en de pre-
implantatieontwikkeling overeenkomstige functies (Rankin en Dean, 2000).

2.2. HET ONTSTAAN EN HET VERDWIIJNEN VAN DE ZONA PELLUCIDA

2.2.1. Het ontstaan van de zona pellucida

Tijdens de folliculogenese wordt de ZP gevormd. Dit gebeurt naargelang de diersoort op verschillende
tijdstippen. Zoals hiervoor vermeld, wordt de ZP bij de mens en de muis het eerst zichtbaar in de
primaire follikels (Himelstein-Braw et al., 1976; Oakberg, 1979). Bij het rund gebeurt dit echter pas in
de secundaire follikels, geinduceerd door de groei van de odcyt (Braw-Tal en Yossefi, 1997).
Wanneer de o6cyt begint te groeien worden er geleidelijk ZP-glycoproteinen (ZPG’s) (Zie 2.3.1.)
gemaakt en afgezet tussen de granulosacellen en de o6cyt (Wolgemuth et al., 1984; Lee en Dunbar,
1993). Hierdoor ontstaat er een gelijktijdige toename van de diameter van de groeiende o6cyt en een
toename in de zona dikte (Wassarman en Albertini, 1994; Wasserman, 2008). In de onderstaande
figuur (Fig. 5) is deze gelijktijdige toename weergegeven. Deze figuur laat ook het expressie-niveau
zien van mZP3 mRNA, met een stijging tijdens de o6cyten-groei en een piek bij de volgroeide eicellen
(Zie verder bij 2.3.1.2.). Wanneer de o6cyten niet bevrucht werden, werd er een sterke daling gezien
(Roller et al., 1989).
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Fig. 5: Schematische voorstelling van de o6cyt-groei en niveau van mZP3 mRNA in de o6cyten en

eicellen bij de muis (uit Wassarman, 2008).
GV=germinale vesikel.

Over de synthese-plaats van de ZPG’s zijn veel tegenstrijdigheden te vinden in de literatuur. De
granulosacellen, de groeiende o6cyten of beiden samen worden gezien als producenten van de
glycoproteinen. Hieronder zullen de tegenstrijdigheden uitgelegd worden.

In muizen vindt de synthese enkel in de o6cyten plaats (Wassarman en Kinloch, 1992; Epifano et al.,
1995b). Daarentegen zijn er ook ZP-proteinen en/of ZP-mRNA gevonden in de granulosacellen bij


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2528931/figure/fig2/

andere diersoorten zoals de mens, het varken, de koe en het konijn (Dunbar en Wolgemuth, 1984;
Wolgemuth et al., 1984; Maresh et al., 1990; Lee en Dunbar, 1993; Dunbar et al., 1994; Grootenhuis
et al., 1996; Kolle et al., 1998).

In het artikel van Familiari en medewerkers (2006) wordt echter, naar aanleiding van resultaten bij
muizen, apen en mensen, gezegd dat de granulosacellen geen ZPG’s maken en de verschillende
(positieve) uitkomsten te wijten zijn aan verschillen tijdens de testen, zoals verkeerde fixatietechnieken.

2.2.2. Het verdwijnen van de zona pellucida

De ZP ontstaat tijdens de folliculogenese en is nog steeds aanwezig bij de bevruchte eicel. Tijdens de
pre-implantatieperiode wordt het ontwikkelende embryo omgeven door de ZP. Dit blijft zo tot aan het
blastocyst stadium. Dan ‘kipt’ het embryo uit de ZP en kan zich gaan inplanten in wand van de
baarmoeder (Rankin en Dean, 2000). Het ontwikkelende embryo met zijn omgevende ZP is
weergegeven in figuur 6. De rol van de ZP bij het embryo wordt verder uitgelegd in 2.4.4.
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Fig. 6: De zona pellucida bij het ontwikkelende embryo (uit Bedzhov, 2009).

De ZP is dus maar zeer kort aanwezig, namelijk vanaf de eicelontwikkeling tot net voor de implantatie
van het embryo. Bij een muis komt dit overeen met een periode van ongeveer 4 weken (Wassarman
en Litscher, 2008).

2.3. DE OPBOUW EN DE STRUCTUUR VAN DE ZONA PELLUCIDA

2.3.1. De zona pellucida-glycoproteinen (ZPG’s)

De ZP is opgebouwd uit verschillende proteinen en uit studies is gebleken dat het hoofdzakelijk gaat
om gesulfateerde glycoproteinen (Bleil en Wassarman, 1980a; Wassarman et al., 1984). Er zijn inter-
species verschillen (Wassarman, 1990a; Aviles et al., 1994; Green, 1997; Topper et al., 1997), maar
hierna zal voornamelijk worden ingegaan op de opbouw van de ZP van de muis, aangezien hier de
meeste studies op gebeurd zijn.

2.3.1.1. Structuur van de ZPG’s

2.3.1.1.1. Diersoortverschillen

De ZP bij de muis bestaat uit drie glycoproteinen, met een proteinemassa van ongeveer 3.5 ng, en is
ongeveer 6.2 um dik (Bleil en Wassarman, 1980a; Wassarman, 1988, 1999, 2008). De glycoproteinen
worden mZP1, mZP2 en mZP3 genoemd, waarbij de m staat voor muis (Wassarman, 1988). Het
grootste deel van de massa van de ZP wordt gevormd door ZP2 en ZP3 (Bleil et al., 1981), met een
moleculaire massa van ~120 kDa en ~83 kDa (Bleil en Wassarman, 1980a). Deze 2 ZPG’s gedragen



zich op een SDS-PAGE als monomeren. Daarentegen gedraagt ZP1 (~200 kDa) zich als een dimeer,
bestaande uit polypeptiden verbonden door disulfiden (Bleil et al., 1981).

In tegenstelling tot bij de muis, bestaat de ZP bij de mens niet uit 3 glycoproteinen, maar uit 4. Dit zijn
hZP1 (~100 kDa), hZP2 (~75 kDa), hZP3 (~55 kDa) en hZP4 (~65 kDa) (Bauskin et al., 1999; Lefievre
et al., 2004).

De glycoproteinen bij het varken zijn: pZP1, pZP2, pZP3a, pZP3B en pZP4 (Hedrick en Wardrip, 1987;
Hasegawa et al., 1994).

Door de grote overeenkomsten met het varken hebben de glycoproteinen bij het rund een
gelijkaardige benaming gekregen, nl bZP1, bZP2, bZP3-a, bZP3-3 en bZP4. Hierbij zijn bZP2 en bZP4
fragmenten van bZP1 (Noguchi et al., 1994; Topper et al., 1997). In bevruchte eicellen wordt de
peptidebinding verbroken tussen de 2 delen van het 76 kDa ERC-digest, wat overeenkomt met bZP1
(Noguchi et al., 1994). Hieruit werd geconcludeerd dat bZP2 en bZP4 afkomstig zijn van bZP1 (Topper
et al., 1997). Dit komt overeen met de situatie bij het varken, waar pZP1 door reductie van de
disulfide-bruggen gedeeltelijk wordt gesplitst in pZP2 en pZP4 (Hasegawa et al., 1994).

De ZP van buideldieren (marsupials) hebben ZPA, een equivalent aan de mzZP2, ZPB (~-mZP1) en
ZPC (-mZP3) (Mate en McCartney, 1998; Haines et al., 1999; McCartney en Mate, 1999).

2.3.1.1.2. Algemeenheden

De ZPG’s van verschillende diersoorten hebben overeenkomstige kenmerken wat betreft hun
structuur. Zo hebben ze;

- een zona pellucida-domein (ZPD)

- een N-terminale signaal sequentie (SS)

- een C-terminale propeptide (CTP) met een consensus furine splitsing site (CFCS)

- een transmembraan domein (TMD)

- van het N-terminale subdomein (NTS) van de ZPD zijn er vaak vele kopieén

- in sommige gevallen een trefoil domein (TFD) (klaverblad-domein; Jovine et al., 2002a; Jovine et al.,
2005; Callebaut et al., 2007). De structuur en de overeenkomstige domeinen van de verschillende
ZPG'’s zijn overzichtelijk weergegeven in de onderstaande figuur (Fig. 7).
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2.3.1.1.2.1. Zona pellucida-domein (ZPD)

Het ZPD is een belangrijk domein dat in alle ZPG’s voorkomt. Het maakt zelfs het grootste deel uit van
mZP3, namelijk >80% van het polypeptide. Het domein bevat 8 gecondenseerde Cys-residuen en is
ongeveer 260 aminozuren lang. De ZP1- en ZP2-domeinen gelijken veel op elkaar (Jovine et al.,
2002a; Jovine et al., 2005). Disulfide-bruggen die gevormd worden tussen de Cys-residuen zijn
verantwoordelijk voor de 3D-opvouwing van het domein (Kirschhofer et al., 1998; Verhoeven et al.,
1998; Moreno-Pelayo et al., 2001; Jovine et al., 2002b; Boja et al., 2003; Yonezawa en Nakano, 2003;
Darie et al., 2004).

Het domein bestaat uit 2 subdomeinen, het C-terminale subdomein (CTS) en het NTS, die beiden 4
Cys-residuen bevatten (Jovine et al., 2004; Jovine et al., 2005; Llorca et al., 2007). De polymerisatie
van proteinen tot fibrillen wordt geregeld door ZPD (Legan et al., 1997; Jovine et al., 2002b),
voornamelijk door het NTS met zijn Cys-residuen (Jovine et al., 2007). De polymerisatie is een zeer
belangrijk proces. Mutaties in het domein zijn niet wenselijk en kunnen leiden tot kanker,
onvruchtbaarheid en doofheid (Legan et al., 1997).

2.3.1.1.2.2. Trefoil-domein (TED)

Dit domein bestaat uit proteinen, gekenmerkt door 6 cysteines. Door disulfide-bruggen wordt er een
typische 3-lus structuur gemaakt. De zogenoemde trefoil-factors, vertegenwoordigers van de trefoil-
proteine familie, vormen tussen deze peptidenlussen een hydrofobe groeve. Verondersteld wordt dat
dit een mogelijke bindingsplaats is (Petersen et al., 1996; Polshakov et al., 1997; Lemercinier et al.,
2001; Thim en May, 2005), o.a. voor zijketens van aromatische aminozuren en oligosacchariden
(Gajhede et al., 1993; Petersen et al., 1996; Polshakov et al., 1997).

Het TFD komt voor bij leden van de ZP1- en ZP4-familie (Conner en Hughes, 2003; Spargo en Hope,
2003) en het zou mogelijks proteolytische degradatie tegengaan (Bork, 1993; Gajhede et al., 1993).
Uit studies blijkt dat de trefoil-factors resistent zijn tegen vertering door protease (Thim en May, 2005)
en het feline TFD is ook resistent tegen trypsine (Braun et al., 2009).

ZP1 in de muis bevat een TFD en gaat de verschillende filamenten aan elkaar ‘cross-linken’
(Wassarman en Litscher, 1995; zie verder bij 2.3.1.3.). Mogelijks speelt het TFD een rol in deze
koppeling (Braun et al., 2009).

In de gastrointestinale tractus komen ook trefoil-factoren voor. Deze gaan interageren met mucines
(Kindon et al., 1995). In het oviduct worden oviductines gesecreteerd. Dit zijn mucine-achtige
proteinen die interageren met de ZP. Hierdoor wordt er een beschermende laag gevormd rond de
oOcyte en het embryo (Malette et al., 1995). Het TFD gaat mogelijks interageren met deze oviductines
(Braun et al., 2009).

2.3.1.2. Codering, aanmaak en synthese van de ZPG’s

De genen, die coderen voor de ZPG’s, zijn single copy genen en liggen verspreid over verschillende
chromosomen. Bij de muis zijn dit chromosomen 19, 7 en 5, voor respectievelijk mZP1-3, bij de mens
chromosomen 11,16, 7 en 1 voor hZP1-4 (Liang en Dean, 1993; Epifano et al., 1995a; Hughes en
Barratt, 1999). Afstamming van een gemeenschappelijk voorouder-gen wordt verondersteld door de
aanwezigheid van meerdere gelijkaardige regio’s en domeinen bij de ZPG’s (Wassarman, 2008). Via
mZP3 mRNA expressie-analyse werd een stijging gezien tijdens de o6cyten-groei, met een piek bij de
volgroeide eicellen (Fig. 5). Dit kwam overeen met een stijging van de proteine-synthese. Wanneer de
odcyten niet bevrucht werden, werd er een sterke daling gezien (Roller et al., 1989).
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De ZPG’s worden als precursor vrijgesteld. Ze bevatten dan nog een SS en een CTP. Wanneer deze
precursor van het Endoplasmatisch reticulum naar het Golgi-apparaat wordt getransporteerd, wordt de
SS verwijderd (Wassarman, 2008). In een secretorische vesikel wordt de rest verpakt en
getransporteerd door het plasma van de o6cyt. Bij de plasmamembraan wordt vervolgens de CTP
afgesplitst door het CFCS (Litscher et al., 1999; Williams en Wassarman, 2001; Qi et al., 2002; Zhao
et al., 2002). De glycoproteinen worden vervolgens in de groeiende ZP geincorporeerd, in het
binnenste oppervlak. Hierdoor groeit de ZP van binnenuit en zijn de oudste proteinen te vinden in de
buitenste laag (Qi et al., 2002).

2.3.1.3. Polymerisatie

De verschillende ZPG’s gaan polymeriseren en vormen filamenten, die aan elkaar verbonden worden
en de ZP vormen. De lange filamenten bestaan uit polymeren van mZP2 en mZP3 (Greve en
Wassarman, 1985). mZP1 gaat de filamenten aan elkaar ‘cross-linken’ en vormt zo een 3D structuur
(Wassarman en Litscher, 1995).

Er zijn verschillende onderzoeken uitgevoerd door Rankin en medewerkers (1999) om de effecten van
de noodzakelijkheid van de ZPG'’s te onderzoeken. Zij hebben muizen-o6cyten gecreéerd die een
type ZPG missen (knock-out muizen) en gekeken naar het effect op de structuur van de ZP. De
volgende bevindingen kwamen uit deze studies:

* Bij afwezigheid van ZP1 (ZP1-/-) wordt er nog altijd een ZP gevormd, maar deze is dunner dan
normaal. De vrouwelijke muizen zijn nog vruchtbaar, maar produceren kleinere nesten (dus een daling
van de fertiliteit), doordat ook de ZP-structuur wat is aangetast (Rankin et al., 1999). De aanwezigheid
van ZP2 en ZP3 is voldoende om een ZP te vormen, maar door de afwezigheid van ZP1 is er een
insufficiénte cross-linking tussen de filamenten. Dit resulteert in grote porién in de ZP (Dean, 2007). In
figuur 8 is weergegeven dat de ZP bij ZP1-nul muizen veranderd is in vergelijking met de normale
muizenstam.

* Bij ZP2-/- muizen wordt er een dunne ZP gevormd, door de synthese van ZP1 en ZP3. De
afwezigheid leidt tot een slechtere folliculaire ontwikkeling en een daling van het aantal gedvuleerde
eicellen (Rankin et al., 2001).

* Bij muizen zonder ZP3 zien we dat er helemaal geen ZP wordt gevormd (Fig. 8). ZP1 en ZP2
worden wel gemaakt, maar deze zijn niet voldoende om een goede ZP te vormen. De afwezigheid van
de ZP resulteert in onvruchtbaarheid (Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996). Rankin en medewerkers
(1998) hebben experimenten uitgevoerd waarbij humaan ZP3 werd ingefokt in de ZP3-/-
muizenstammen. Bij deze zogenaamde ‘huZP3-rescue muizen’ werd gezien dat de ZP-matrix en de
fertiliteit werd hersteld door de invoer van humaan ZP3.

Om de ZP te vormen is de aanwezigheid van ZP3 dus absoluut noodzakelijk en ZP1 is minder
belangrijk. De vorming van de verschillende ZPG’s gebeurt onafhankelijk van elkaar (Epifano et al.,
1995b).
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(a) . . .
1. Normal 2. Zp1 Null 3. Zp3 Null Fig. 8: Zona pellucida bij
normale en knock-out

muizen (uit Rankin en Dean,
2000).

(a) Geisoleerde gedvuleerde
eicellen uit normale, ZP1-nul en
ZP3-nul vrouwtjes. De zona matrix
is significant veranderd bij ZP1-nul
muizen en volledig afwezig in ZP3-
nul vrouwtjes.

(b) Histologische coupes van
eierstokweefsel (PAS-kleuring) van
de normale, ZP3-nul en huzP3-
rescue muizen. Eicellen van de
huzZP3-rescue muizen konden wel
een ZP vormen, in tegenstelling tot
de ZP3-nul eicellen.

2.3.2. Zona pellucida structuur bij de muis

De ZP kan worden opgedeeld in een buitenste en een binnenste opperviak, wanneer gekeken wordt
met scanning electron microscopy (SEM). De binnenste laag is compact en glad (Phillips en Shalgi,
1980b), terwijl de buitenste laag er wat sponsachtig uit ziet door de vele porién (Motta en Van Blerkom,
1975; Phillips en Shalgi, 1980a, 1980b; Von Weymarn et al., 1980). In figuur 9 zijn verschillende SEM-
opnamen weergegeven.

Met een specifieke kleuring kunnen verschillende concentrische lagen gezien worden (Baranska et al.,
1975). Zo hebben antrale follikels 3 , en de Graafse follikels 4 lagen (Kaufman et al., 1989). Embryo’s,
evenals onbevruchte eicellen, hebben een 2-lagige ZP (Baranska et al., 1975). Bij de bevruchte eicel
worden er 4 lagen gezien. Twee lagen hiervan lijken erg op de lagen die aanwezig zijn bij de
onbevruchte eicel. Er is dus een wijzing in structuur: namelijk van 2 lagen bij de onbevruchte eicel
naar 4 lagen bij de bevruchte eicel (Baranska et al., 1975). Dit geheel van veranderingen wordt de
zona reactie (Braden et al., 1954) ofwel de zona hardening genoemd (Rankin en Dean, 2000;
Gardner et al., 2007; zie verder bij 2.4.3.3.).

Fig. 9: SEM-opname bij de muis van de zona van een: (naar Jackowski en Dumont, 1979).
A= Onbevruchte eicel. De buitenkant van de ZP is ruw met diepe groeven.

B= Eicel rond de bevruchting. Zaadcellen waren nog steeds verbonden aan deze zona. Het oppervlak is gladder met minder
diepe groeven.

C= Bevruchte eicel 18uur na humaan choriongonadotrofine (hCG). Het oppervlak is draderig en poreus. De porién zijn 0,5-0,9
um diameter.

D= Ongeveer 11uur na bevruchting (26uur na hCG). Het oppervlak is gladder met minder duidelijke porién.
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Wanneer er gekeken wordt naar de maturiteit van de o6cyt (Calafell et al., 1992), komt een compacte
ZP overeen met atretische of immature odcyten, terwijl de rijpe eicellen een netachtige zona hebben
(Familiari et al., 1989).

De ZP kan worden ingedeeld in verschillende types. Dit is meerdere malen gebeurd. Zo werd door
Nogues en medewerkers (1988) de ZP bij de muis ingedeeld in 4 groepen, nl A, B, C, D. De structuur
van deze types is weergegeven in figuur 10.

* A: Dit type wordt enkel gezien in jonge of prepuberale vrouwtjes, meteen na de ovulatie. De ZP heeft
talrijke porién en vormt een fibreus netwerk.

* B: De zona vertoont hier kleinere porién en heeft een vlakker uitzicht. Dit type ZP komt het meeste
VOoor.

* C: De porién zijn verdwenen en het oppervlak is ruwer geworden. Dit wordt gezien voor de
degeneratie van de odcyt.

* D: Dit type ZP wordt waarschijnlijk gezien bij gedegenereerde odcyten. Het oppervlak van de zona is
vlak geworden en amorf van structuur.

Fig. 10: Verschillende types ZP,
verkregen met de SEM (uit
Nogues et al., 1988).

a= type A (fibreus, grote porién), b= twee
verschillende types B (kleinere porién) ,
c=type C( ruw, geen porién), d=type D
(amorf en vlak).

Een aantal jaren later is de ZP opnieuw ingedeeld in verschillende types, ditmaal door Calafell en
medewerkers (1992).

* Y-type: De ZP is amorf en ongestructureerd, met geen of weinig zeer kleine porién. Dit type is
geassocieerd met zeer immature otcyten en is helemaal bedekt door debris, afkomstig van de ZP zelf.
* Z-type ZP: De obcyten zijn al wat meer gerijpt (metaphase 1) en de ZP is meer gestructureerd. Het
bevat kleine ondiepe porién.

* A/B-type: Hierbij wordt er een fibreus netwerk gezien met veel grote porién. Dit type komt overeen
met volledig gerijpte eicellen, die vers gedvuleerd zijn.

* C-type ZP: Dit type is geassocieerd met de wat oudere eicellen. De ZP bevat enkele porién en heeft
een ruw oppervlak, zonder debris.

* D-type: De ZP is ongestructureerd en vlak met een amorf opperviak. Dit laatste type komt overeen
met odcyten die gedegenereerd zijn (Nogues et al., 1988; Calafell et al., 1992).
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2.4. FUNCTIES VAN DE ZONA PELLUCIDA

2.4.1. Inleiding

De ZP is zoals eerder vermeld een soort mantel die rond de eicel en rond het embryo gelegen is.
Maar is de ZP dan enkel een fysieke barriere? Of is het meer dan dat, en heeft het nog verscheidene
functies? ‘Ja’, is het korte en duidelijke antwoord op de laatste vraag. De ZP is méér dan een fysieke
barriére tussen eicel en buitenwereld. De ZP vervult meerdere rollen en taken, waardoor het een
structuur is die zeer belangrijk is en onmisbaar voor de normale ontwikkeling. Zo speelt het onder
andere een rol bij de bevruchting en de preimplantatieperiode (Wassarman, 2008). Hieronder zullen
de verschillende functies overlopen en uitgelegd worden.

2.4.2. Functies tijdens de folliculogenese

Granulosacellen kunnen tijdens de follikelontwikkeling communiceren met de odcyt en met
omgevende granulosacellen. Dit gebeurt in beide richtingen en wordt mogelijk gemaakt door ‘gap
juncties’. De odcyt krijgt informatie van de granulosacellen maar ook voedingsstoffen, wat noodzakelijk
is aangezien de follikel avasculair is. Dit komt doordat hij van de bloedvaten afgesloten is door
omsluiting door de basale lamina (zie 1.2.1.2.). De o6cyt reguleert op haar beurt de differentiatie en
proliferatie van de granulosacellen (Oktem en Oktay, 2008b).

Wanneer de ZP is gevormd, ondersteunt ze deze communicatie en houdt ze in stand. De
communicatie via de gap juncties blijft bestaan (Senbon et al., 2003) en er komen cytoplasmatische
‘bruggen’ doorheen de ZP, die zorgen voor de communicatie van de granulosacellen naar de otcyt
(Risse, 1983).

2.4.3. Functies rond de bevruchting

Net voor en na de bevruchting speelt de ZP een belangrijke rol. Het zorgt voor de herkenning van de
eicel door het sperma, de spermabinding en de initiatie van de acrosoom reactie. Na de bevruchting
verandert de structuur van de ZP, waardoor polyspermie verhinderd wordt (Rankin en Dean, 2000).
Deze functies worden hieronder apart overlopen.

2.4.3.1. Penetratie door de cumuluscellen en spermabinding

Sperma dat in de vrouwelijke voortplantingstractus is gedeponeerd heeft nog een moeilijke weg te
gaan vooraleer er bevruchting kan plaatsvinden. Allereerst moet het sperma capacitatie ondergaan

om bevruchtingskrachtig te worden, daarnaast moet het nog verschillende barriéres doorbreken om tot
de eicel te komen (Wolpert et al., 2002). Met capacitatie wordt het geheel van gebeurtenissen bedoeld
die gaan inwerken op de zaadcellen. Hierdoor wordt het sperma aangepast en krijgt het zijn vermogen
om te bevruchten (Visconti et al., 1998).

De eerste barriére die de spermatozoa tegen komen zijn de cumuluscellen rondom de gedvuleerde
odcyt (Zie 1.2.1.5. bij Fig. 4; Wolpert et al., 2002).

Deze laag wordt doordrongen door een combinatie van hypermoaotiliteit (Yanagimachi, 1994) en de
werking van het enzyme hyaluronidase (Lin et al., 1994; Wolpert et al., 2002), dat zich bevindt op de
spermakop (Wolpert et al., 2002). Dit is weergegeven in figuur 12.1.

Eenmaal deze laag doorbroken is, is de volgende barriére aan de beurt: de ZP. De ZP bevat een
‘sperma receptor’, die de spermacellen herkent en bindt. Bij de muis gebeurt de primaire binding aan
mZP3 (Bleil en Wassarman, 1980b; Bleil en Wassarman, 1986; Wassarman, 1990b; Mortillo en
Wassarman, 1991). Later, na de acrosoomreactie (AR), vindt er een secundaire binding plaats aan
mZP2 (East et al., 1984, 1985; Bleil et al., 1988).

Dit is echter niet bij alle diersoorten hetzelfde. In bijlage 1 zijn de verschillende functies van de ZP-
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proteinen bij de verschillende diersoorten weergegeven. Zo wordt er gezien dat bij het konijn het
sperma niet enkel bindt aan ZP3, maar ook aan ZP1 (Yamasaki et al., 1995). Bij het varken gebeurt dit
aan hetero-complexen van ZP1 en ZP3 (Yurewicz et al., 1998).

De exacte locatie en structuur van de regio van het ZP3 waarop het sperma bindt, door Wassarman
en Litscher (2008) ook wel ‘sperma combining-site’ genoemd, is nog niet helemaal duidelijk. ZP3-
oligosacchariden, evenals ZP3-polypeptiden, blijken een rol te spelen. Het oligosaccharide wordt
waarschijnlijk herkend en gebonden door het sperma, terwijl het polypeptide een rol zou spelen in de
inductie van de AR (zie 2.4.3.2.; Wassarman, 1990b) en de species-specifieke binding van sperma
aan de eicel (Wassarman en Litscher, 2008).

Niet al het sperma wordt gebonden, enkel sperma met een intact acrosoom kan binden (Bleil en
Wassarman, 1980b; Bleil en Wassarman, 1986; Wassarman, 1990b; Mortillo en Wassarman, 1991).
De binding aan mZP3 vindt alleen plaats bij onbevruchte eicellen, bij bevruchte eicellen of embryo’s
gaat dit niet door. Dit komt doordat de spermareceptor door de zona-hardening (zie 2.4.3.3.) is
gewijzigd. Hierdoor wordt het niet meer herkend door het sperma en vindt er geen binding plaats
(Wassarman et al., 1999).

2.4.3.2. De acrosoomreactie (AR)

Wanneer het sperma gebonden is aan de ZP moet hij deze laag nog penetreren. Hierbij komt zijn
acrosoom van pas, een grote secretorische vesikel die enzymen bevat. Deze vesikel is gelegen in de
kop van de spermatozoa, over de nucleus (Yanagimachi, 1994; Wassarman, 1999; Wolpert et al.,
2002). In de onderstaande figuur (Fig. 11) is dit weergegeven.

Fig. 11: Schematische voorstelling van een humane spermacel (uit Wolpert et al., 2002).
Het acrosoom bevat enzymen

om de beschermende lagen acrosomal midpiece plasma membrane

rondom de eicel te verteren. Het vesicle

plasmamembraan, op de kop

van de spermacel, bevat
verschillende gespecialiseerde
proteinen die binden aan de eicel.

De spermacel beweegt zich voort nucleus  mitochondria flagellum
met zijn flagel. De energie die L i i ‘
hiervoor nodig is wordt gemaakt Head Tail

door de mitochondrién.

Wanneer acrosoom-intact sperma bindt aan ZP3 wordt de AR in gang gezet (Bleil en Wassarman,
1983; Darszon et al., 1996; Florman et al., 1998; Wolpert et al., 2002). In figuur 12.2 en 12.3 is dit
schematisch weergegeven. Door middel van exocytose wordt de inhoud van het acrosoom
(waaronder het protease acrosine) vrijgesteld. Ook (-N-acetylglucosaminidase komt vrij en gaat
oligosaccharide-zijketens van de ZPG’s afbreken. Door deze enzymen wordt de ZP doorbroken en
kan de plasmamembraan van de eicel bereikt worden door het sperma. Op het spermaoppervlak
worden door de AR proteinen blootgelegd. Deze proteinen zijn nodig voor de binding en de fusie met
de plasmamembraan van de eicel. Hierna kan de bevruchting plaatsvinden (Wolpert et al., 2002; Fig.
12).

Maar hoe kan het sperma door de ZP heen, terwijl de ZP nog aanwezig is bij het embryo? Deze
structuur is namelijk zeer belangrijk voor zowel steun als bescherming voor het embryo. Het sperma
moet dus door de ZP penetreren en het gelijktijdig toch nog intact houden (Prasad et al., 2000). Bij het
varken zijn er verschillende studies uitgevoerd door Dunbar en medewerkers (1985) en Dunbar en
Bundman (1987), waarbij de ZP werd behandeld met enzymen. Bij deze studies werd het volgende
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gevonden:

- ZP1 ondergaat gedeeltelijke proteolyse.

- ZP3 blijft intact.

- ZP2 en ZP4 (beide tot de ZP2-familie behorend) ondergaan volledige proteolyse.

Dit is een sterke aanwijzing dat tijdens de bevruchting de structuur van de ZP zoveel mogelijk intact
wordt gehouden door ZP1 en ZP3, terwijl de spermapenetratie mogelijk wordt gemaakt door de
proteolytische splitsing van het ZP2-proteine (Dunbar et al., 1985; Dunbar en Bundman, 1987).

2 B

Binding of g Fig. 12: Verschillende stappen van de
Cro: . . . .
ol i g bevruchting van een zoogdieren-eicel (uit

Wolpert et al., 2002).

1: De spermacel doorbreekt de laag van cumuluscellen
en bindt vervolgens aan de ZP.

2: Binding aan ZP3 initieert de acrosoom reactie.

3: Bij de AR komen enzymen vrij die de ZP gaan
afbreken. Hierdoor kan het sperma penetreren doorheen
de ZP.

4: Sperma bindt aan het plasmamembraan van de eicel
en fuseert hiermee.

5: Door de fusie wordt de eicel geactiveerd, wat leidt tot
vrijstelling van corticale granules, waarna de
spermanucleus de eicel kan binnengaan.

cumulus cell layer

acrosomal vesicle
2zona pellucida

folicle cell \

Sperm nucleus
enters

egg cytoplasm through

zona pellucida

Fusion of
plasma
membranes
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2.4.3.3. Zona pellucida-hardening

Het is van belang dat er maar één spermatozoa de eicel bevrucht. Hiervoor biedt de ZP een uitkomst.
Net na de bevruchting verandert de structuur van de ZP waardoor gebonden spermatozoa niet meer
kunnen penetreren en vrije spermatozoa niet meer kunnen binden aan de ZP (Rankin en Dean, 2000;
Gardner et al., 2007). Dit proces wordt de ‘zona reactie’ (Braden et al., 1954) of de ‘ZP-hardening’
genoemd en draagt bij tot het voorkomen van polyspermie (Rankin en Dean, 2000; Gardner et al.,
2007). Met zona-hardening wordt zowel de daling in sperma-binding en -penetratie bedoeld, als ook
de verlengde tijd om de ZP enzymatisch af te breken (Dodson et al., 1989).

De structuurverandering van de ZP wordt veroorzaakt door de vrijstelling van corticale granules en
hun inhoud, kort na de fusie van het sperma met de eicel (zie figuur 12.5; Rankin en Dean, 2000;
Wolpert et al., 2002; Gardner et al., 2007). Hierbij wordt mZP3 veranderd, van een actieve naar een
inactieve receptor (Wassarman, 2005), waardoor het niet meer herkend wordt door het sperma
(Wassarman et al., 1999). Het is nog onduidelijk hoe dit in zijn werk gaat (Wassarman, 2005).

2.4.4. Functies bij het embryo

2.4.4.1. Bescherming van het embryo

Na de bevruchting blijft de ZP nog een tijd bestaan en is aanwezig rond het embryo gedurende de
preimplantatieperiode. Deze aanwezigheid zorgt voor bescherming van het embryo tijdens zijn tocht
door het oviduct. Dit gebeurt als volgt:

In het oviduct worden oviductines gesecreteerd. Dit zijn mucine-achtige proteinen die interageren met
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de ZP. Hierdoor wordt er een beschermende laag gevormd rond de o6cyt en het embryo (Malette et
al., 1995).

Muizenembryo’s waarbij de ZP is verwijderd voor het vier-cellige stadia blijken zich niet te kunnen
inplanten in de uteruswand. In plaats van implantatie hechten ze zich vast aan het epitheel van het
oviduct. Ze kunnen niet delen en sterven uiteindelijk af (Bronson en McLaren, 1970; Modlinski, 1970).

2.4.4.2. Oriéntatie van de blastocyst-as

Tijdens de embryonale ontwikkeling speelt de ZP ook nog een andere rol.

De embryonale-as van de blastocyst, ook wel embryonale-abembryonale-as of blastocyst-as genoemd,
en het eerste splitsingsvlak zijn bijna loodrecht (Gardner, 2001; Piotrowska en Zernicka-Goetz, 2001,
Piotrowska et al., 2001; Fujimori et al., 2003; Piotrowska-Nitsche en Zernicka-Goetz, 2005; Gardner,
2007). Hier is waarschijnlijk de ZP verantwoordelijk voor, alhoewel hierover nog onduidelijkheid
bestaat.

De ZP heeft een ellipsoidale structuur die behouden blijft tot het vroege blastocyst-stadium (Kurotaki
et al., 2007). Waarschijnlijk wordt er door deze speciale vorm een asymmetrische druk gecreéerd
waardoor de blastocyst-as georiénteerd wordt (Motosugi et al., 2005). De oriéntatie van de eerste
celdeling zou hier ook door worden beinvioed (Alarcon en Marikawa, 2003; Motosugi et al., 2005).

2.5. DE ZONA PELLUCIDA ALS DRAGER VAN INFECTIE EN ALS ANTICONCEPTIE

2.5.1. De zona pellucida als drager van infectie

De ZP is over het algemeen een goede barriére tegenover pathogenen, maar het is niet altijd effectief.
Het kan toch gebeuren dat er infectie plaatsvindt met bacterién of virussen. Zo zijn er pathogenen die
zo sterk vasthechten aan de ZP dat ze niet verwijderd kunnen worden met de wasprocedures (Singh,
1987; Rohde et al., 1990; Otoi et al., 1992, 1993). Hiertoe behoren bacterién zoals Escherischia coli,
Brucella ovis, Mycobacterium paratuberculosis, Streptococci en Mycoplasma spp. (Singh, 1987,
Rohde et al., 1990; Otoi et al., 1992, 1993) en virussen zoals het Porcine parvovirus (Wrathall en
Mengeling, 1979a, 1979b) en het African swine fever virus (Singh et al., 1984). Overzichten hiervan
worden in de verschillende bijlagen (2 t/m 5) weergegeven.

Embryotransplantatie wordt hedendaags steeds meer toegepast. Dit is echter een techniek die niet
zonder gevaar is, doordat de zona-barriere niet altijd effectief is. Zo kunnen er met het embryo ook
pathogenen overgebracht worden. De interactie tussen het embryo en het pathogeen kan op
verschillende manieren plaatsvinden:

* Op het moment van de bevruchting is het pathogeen al in de eicel aanwezig.

* Tijdens de bevruchting komt het pathogeen in de eicel, bijvoorbeeld door hechting aan het sperma,
en kan later het embryo infecteren.

* Het pathogeen kan zich inbedden in of zich hechten aan het oppervilak van de ZP of kan zelfs door
de ZP passeren.

* Ook kan het pathogeen het embryo bereiken na schade aan de ZP door bijvoorbeeld manipulatie
(Hare, 1984).

Bij de laatste twee mogelijkheden wordt het embryo geinfecteerd na het uitkippen (Apelo en
Kanagawa, 1989). Op de besmetting door binding aan of penetratie door de ZP wordt hieronder
verder ingegaan.

Een virus kan volgens Bolin en medewerkers (1983), na onderzoek op varkensembryo’s, op
verschillende manieren gaan interageren met de ZP:
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* Het virus gaat interageren met het cel-debris wat met de ZP geassocieerd is.

* Het virus bindt op receptoren die aanwezig zijn op de ZP.

* Het virus raakt vast in de porién of de spermatracten op de ZP.

Wanneer een virus bindt op de receptoren kan de ZP dus een drager van infectie worden (Van Soom
et al., 2010). Dit is echter niet wenselijk en men tracht dan ook de pathogenen te verwijderen.

Dit gebeurt door middel van de zogenaamde ‘wasprocedures’, waarbij de ZP-intacte embryo’s worden
gewassen (Bolin et al., 1982; Stringfellow, 1998). Dit is echter niet effectief voor alle virussen, daarom
kan een extra behandeling met het enzyme trypsine nog noodzakelijk zijn, waarbij de virussen
geinactiveerd of verwijderd worden (Singh et al., 1982a; Stringfellow, 1990). Volgens Van Soom en
medewerkers (2010) zou trypsine volgens een aantal mechanismen kunnen werken. Trypsine zou
namelijk:

* de conformatie van de virale receptoren op de ZP kunnen veranderen.

* bepaalde proteinen in de virale envelop kunnen verteren. Hierdoor zou de aanhechting of binding
aan de ZP voorkomen kunnen worden.

Verder kan gebruik gemaakt worden van antibiotica in het medium (Stringfellow en Seidel, 1990; Otoi
et al., 1992; Riddell et al., 1994), aangezien trypsine niet werkt tegen bacterién (Riddell et al., 1994).
Ook het gebruik van fotosensitieve stoffen, ultraviolet licht en organische halamines is onderzocht
geweest. Het gebruik hiervan is echter beperkt door de smalle marge tussen embryocide en
antimicrobiéle activiteit (Bielanski en Hare, 1991; Bielanski et al., 1992).

Na al de voorgaande handelingen kan het toch nog zijn dat er pathogenen zijn die niet verwijderd
kunnen worden en aanwezig blijven aan de ZP. Er zijn dus verschillende situaties mogelijk:

* Pathogeen penetreert door de ZP (Apelo en Kanagawa, 1989). Dit is 0.a. zo voor het Sendai virus
(Tuffrey et al., 1972) en het Encephalomyocarditis virus (Gwatkin, 1967; Bijlage 2).

* Pathogeen hecht vast aan de ZP en kan verwijderd worden door wassen (Apelo en Kanagawa,
1989). Bijvoorbeeld Bovine leukemie virus (Hare et al., 1985) en het Infectieuze bovine rhinotracheitis
virus (Singh et al, 1982b; Bijlage 4).

* Pathogeen hecht vast aan de ZP en kan niet verwijderd worden door de wasprocedures (Apelo en
Kanagawa, 1989), zoals het African swine fever virus (Singh et al., 1984; Bijlage 5).

Zoals uitgelegd in 2.3.1.1.1. zijn er heel wat diersoortverschillen in de structuur en de samenstelling
van de ZP. Hierdoor zullen er tevens verschillen zijn bij de verschillende diersoorten in welke
pathogenen zullen penetreren of zich zullen vasthechten aan de ZP, alsook hoe sterk deze binding zal
zijn (Hansen, 1992). In bijlagen 2 t/m 5 staan tabellen waarin overzichten worden gegeven o.a. welke
pathogenen de ZP kunnen penetreren, welke pathogenen de ZP niet kunnen penetreren, het effect
van de wasprocedures op de verschillende pathogenen en de specifieke pathogenen bij de
verschillende diersoorten.

2.5.2. De zona pellucida als anticonceptie

In het verloop van deze literatuurstudie is het duidelijk geworden dat de ZP een structuur is met veel
verschillende en belangrijke functies, onmisbaar voor een normale embryonale ontwikkeling.
Belangrijk hierbij is de aanwezigheid en intactheid van de ZP. Maar, ook juist inhibitie van bepaalde
functies of een structuurverandering van de ZP kan zo zijn voordelen hebben voor de mens. Zo kan er
tijdelijke onvruchtbaarheid of sterilisatie worden opgewekt bij dieren door het gebruik van antistoffen
gericht tegen antigenen van de ZP (Prasad et al., 1999).

Deze anticonceptie kan veroorzaakt worden door antistoffen tegen de ZP-proteinen. Hierdoor kan er
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een directe immunologische inhibitie ontstaan van zowel de spermabinding als de penetratie (Wood et
al., 1981), maar ook kan de normale follikelontwikkeling worden beinvioed (Dunbar, 1990). Door
immunisatie kan namelijk een immuunrespons ontstaan (Wood et al., 1981; Skinner et al., 1984; Mahi-
Brown et al., 1988; Dunbar et al., 1989; Lee et al., 1992; Rhim et al., 1992) of de interactie tussen de
granulosacellen en de odcyt kan worden geremd, aangezien de antistoffen doorheen het follikelvocht
kunnen (Skinner en Dunbar, 1986). Naar de anti-ZP antistoffen en de identificatie van de specifieke
epitopen werd veel onderzoek gedaan (Prasad et al., 1999).

De resultaten van immunisatie zijn uiteenlopend, een overzicht hiervan wordt weergegeven in bijlage 1.
Zo werd er een onregelmatige en broze ZP gezien wanneer muizen actief werden geimmuniseerd met
hamster ZP, terwijl er toch normale ovulatie optrad (Gwatkin et al., 1977). Bij studies van Wood en
medewerkers (1981), waar hetero-immunisatie met varkens-ZP bij konijnen werd uitgevoerd, trad er
echter geen normale ovulatie op. De ovaria’s waren kleiner en lichter en bleken weinig of geen rijpe
follikels te bevatten. Normale eicellen of embryo’s werden niet teruggevonden, wel cel-massa’s bij
spoelingen van de oviduct. Vermoed werd dat dit abnormale eicellen waren (Wood et al., 1981).

De resultaten zijn grosso modo in te delen in 2 groepen:

- Immunisatie waarbij pathologieén en veranderingen van de ovaria worden gezien (Sacco et al., 1991;
Jones et al., 1992; Rhim et al., 1992; VandeVoort et al., 1995; Aitken et al., 1996), zoals o.a. het geval
is bij immunisatie met ZP3 (Bijlage 1).

- Studies waarbij de spermabinding en de fertiliteit geremd wordt zonder de follikelontwikkeling aan te
tasten (Millar et al., 1989; Aitken et al., 1990; Sacco et al., 1991; Jones et al., 1992; VandeVoort et al.,
1995). Dit wordt o0.a. gezien bij immunisatie met ZP1 (Bijlage 1).

In bijlage 1 zijn de verschillende effecten van ZP-immunisatie bij de verschillende ZP-proteinen
weergegeven.

ALGEMEEN BESLUIT

Aangezien er veel studies gebeurd zijn op muizen is er in de literatuur vooral informatie te vinden over
de ZP bij deze diersoort. Maar ook steeds meer informatie over andere diersoorten is beschikbaar,
zoals het varken of de mens, waardoor species-verschillen aan het licht komen.

Er is al veel bekend over de ZP, maar toch zijn er nog veel dingen die onderzocht moeten worden of
onduidelijk zijn. Zo zijn er bijvoorbeeld veel tegenstrijdigheden te vinden in de literatuur over de
synthese-plaats van de ZPG’s. Ook zijn er nog onduidelijkheden over de exacte invloed van de ZP op
de oriéntatie van de blastocyst-as en hoe de receptor-inactivatie tijdens de zona-hardening precies in
Zijn werk gaat.

Maar zoals duidelijk is geworden in deze literatuurstudie is de ZP dus duidelijk méér dan een fysieke
barriére tussen eicel en buitenwereld, met belangrijke functies zoals:

- Onderhouding van de communicatie tussen de granulosacellen en o6cyt tijdens de folliculogenese.
- Herkenning en binding van het sperma.

- Initiatie van de AR.

- De zona-hardening, ter verhindering van polyspermie.

- Bescherming van het preimplantatie-embryo.

- Oriéntatie van de blastocyst-as.
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BIJLAGEN

ZP  ZPprotein Function Sperm receptoractivity  Effect of ZP immunization References
1
fanily nativeZP recombinant  native recombinant
ZP1  Mouse ZP1 Crosslinks ZP2 - - - - Greve and Wassarman [1985)]
and ZP3
Rabbit Sperm receptor + + Normal follicular ~ Inhibition of sperm Yamasaki et al. [1995]
55%D development binding/normal Vande Voort et al. [1995]
follicular development ~ Prasad et al. [1996b]
Pig Primary sperm + ND Normal follicular  ND Sacco et al. [1989]
ZPIwWZPB?  receplor development Yurewicz et al. [1993b]
Joneset al. [1992]
Human Sperm receptor ND ND ND ND Vande Voort et al. [1995]
ZPB? (inferred)
P2 Mouse ZP2 Secondarysperm - - ND ND Bleil et al. [1988]
Teceptor
Rabbit ZP2 ND ND Ovarian pathology/no ~ Vande Voort et al. [1995]
inhibition of sperm
binding
PigZp1/ Secondarysperm - - Alteredovarian ~ ND Tsubamoto et al. [1996]
ZPYZPA receptor cyclicity Dunbar et al. [1989)
HumanZP2/ ND
IPA
Py Mouse ZP3 Primary sperm + + Infertile/normal ovary; infertile ovarian Millar et al. [1989)
receptor oophoritis (inbred strain) when immunized Lo and Tung[1993]
with peptide
Rabbit ZP3 Sperm binding + ND Ovarian ND Yamasaki et al. [1995]
pathology Leeetal. [1992]
Pig Sperm binding + ND Infertile/ovarian ~ ND Yurewicz et al. [1993, 1998]
IPPIZPC? pathology Jones et al. [1992]
Patterson et al. [1992]
Human Sperm binding ND + ND Infertile/ovarian Van Duin ¢t al, [1994]
ZP3/ZPC? pathology Barrat and Hornby {1995

Aitken et al. [1996]

Bijlagel: Functies van de leden van de ZP-eiwitfamilies (uit Prasad et al., 2000).

ND= niet bepaald.

1= ZP families zijn gebaseerd op de ZP nomenclature bij de muis.
2= Nomenclature zoals voorgesteld bij Harris et al. (1994).

Classification Size
Pathogen . . Remarks Reference
(family) (diameter)
Bovine viral Togaviridae 50~65nm  Injection into the uterine horns  Archbald et al.,
diarrhea virus caused degeneration of bovine 1979"
embryos
Encephalomyocarditis Picornaviridae 20~30nm  Penetrated theZPand replica- Gwatkin, 1967%°
virus ted in the 2—cell and morula-
(Mengo virus) stage mouse embryos
Sendai virus Paramyxoviridae 100~300nm Demonstrated in morula of Tuffrey et al.,

infected mouse embryo

1972%%

Bijlage 2: Pathogenen die de ZP penetreren (uit Apelo en Kanagawa, 1989).
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Classification

Size

Pathogen . . Remarks Reference
& (family) (diameter)
Bovine parvovirus Parvoviridae 20 nm  No replication in zona-free Bowen, 1979'"
bovine embryos
Moloney sarcoma virus  Retroviridae 100~120 nm  Virus did not penetrate the Baranska et al.,
ZP of mouse embryo 1971%
Murine cytomegalo virus Herpesviridae 100 nm  Particles beneath the ZP but  Neighbour, 1978%*
no replication in mouse
embryos
Newcastle disease Paramyxoviridae 70~180 nm  No infection of the zona- Glass et al., 1974*"
virus intact mouse embryos
Porcine parvo Parvoviridae 20 nm  No infection of porcine Wrathall and
virus embryos Mengeling, 1979a°¢
Pseudorabies virus Herpesviridae 100~150 bm  Noinfection of porcine zona- Bolin et al., 1979
intact embryos
Simian vacuolating Papovaviridae 45mm  Inner cell mass remained  Baranska et al.,

virus

free of the virus in mouse

1971

embryos

éijlage 3: Pathogenen die de ZP niet kunnen penetreren (uit Apelo en Kanagawa, 1989).

Pathogen

Effect

Reference

Bovine leukemia virus

Bluetongue virus
Infectious bovine
rhinotracheitis

virus

Bovine viral diarrhea

virus

Foot and mouth disease
virus

Brucella abortus

Akabane virus

Hemophilus somnus

Chiamydia psitiacci

Zona—intact embryos from infected donors
when properly washed do not transmit the
virus

Assays and virus isolation were negative

Zona-intact embryos exposed to IBRV
when washed and trypsin—treated do not

transmit the disease

Infectious virus was not isolated from
any of the embryos exposed to BVDV

Zona-intact embryos from infected donors
when washed do not transmit the virus

Zona-intact infected embryos that are
washed do not. transmit the disease

Zona-intact embryos unlikely to transmit
the disease

Zona-intact infected embryos, antibiotic—
treated and washed will not transmit the
disease

No effect on embryo development when
agent exposed via semen

Hare et al., 1985%%

Bowen et al., 1983'"

Singh et al., 1982b*"

Singh et al., 1982a*¢

McVicar et al., 1986

Stringfellow et al.,

1984*"

Singh et al., 1982a*¢

Kaneene et al., 1986°"

Bowen et al., 1978a'¥

Bijlage 4: Pathogenen bij rundvee (uit Apelo en Kanagawa, 1989).
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Pathogen Effect Reference

SWINE

African swine fever Virus adhered to the ZP Singh et al., 1984%%
Foot and mouth disease = Embryos exposed in vitro, 2~3% Singh et al., 1986
virus carried the virus
Porcine parvovirus Virus adhered to the ZP Wrathall and Mengeling,
1979a"
Hog cholera virus No disease transmission Dulac and Singh, 1988
Pseudorabies virus Disease transmission occurred in some Bolin et al., 1982%
recipients
Swine vesicular disease Virus adhered to the ZP Singh and Thomas,
virus 1987a*"
Vesicular stomatitis
virus Virus adhered to the ZP Singh and Thomas,
1987b*¥

SHEEP and GOATS

Bluetongue virus Recipients became viremic Gilbert et al., 1987%*
Caprine arthritis-

No virus recovery from offspring delive- Wolfe et al., 1987**
encephalitis virus

red from infected does

Bijlage 5: Pathogenen bij varkens, schapen en geiten (uit Apelo en Kanagawa, 1989).
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1. STAGE GEZELSCHAPSDIEREN
1.1. LOGBOEK STAGE GEZELSCHAPSDIEREN

Logboek stage gezelschapsdieren
Datum stage: 19 juli t/m 23 juli 2010

Voor akkoord: De stagemeester
Datum Uur Aard consultatie Opmerkingen
19jul. 10 8 uur Doorverwezen -Femurfractuur &

patiénten/foto’s
bekijken, opgenomen
patiénten nalopen

heupluxatie
-HD

-Patiént verdacht van
Pemphigus vulgaris

9 uur Behandeling
navelbreuk hond: Alg.
OZ en voorbereiding
narcose

Blijkt ook erge
longontsteking met
koorts te hebben—>BAL
(zie 10 uur)

9.30 Algemeen OZ en
voorbereiding op
sterilisatie hond

(zie 11.30)

9.40 Bloedafname voor
progesterontest Hond
(mogelijke dracht)

-Voorbereiding narcose
(katheter Ed)

-BAL

-Behandeling
navelbreuk

9.45 Vaccinatie hond Kennelhoest
10.uur Operatie: Navelbreuk Complicaties tijdens
hond BAL door erge

slijmopgeving

11 uur Consultatie maligne
lymfoma hond

11.30 Operatie: Sterilisatie
hond
13 uur Operatie: Uitvoering

TTA bij hond met
voorste kruisband
ruptuur

13.45 Operatie: Arthroscopie
schouder en elleboog

hond

Verschillende
fragmenten verwijderd




15.00

Vaccinatie en Alg. OZ
hond

Rabiés

15.30 Aangereden hond: Besloten tot operatie
RX->Salter Harris
fractuur Tibia
16 uur Hond verdacht van
Pemphigus Vulgaris:
-Bioptname mond/neus
-BloedOz
16.45-17.15 Keizersnede
Datum Uur Aard consultatie Opmerkingen
20 jul. 10 8 uur Hond met last aan de -reflexen normaal
achterhand
-bloedOZ gedaan
8.30 Opname-patient: -Erge longontsteking
-RX longen -koorts
9 uur Opname-patienten
bekijken
9.30 SpermaOZ hond -Microscopisch OZ
-OZ via computer
10 uur Gebitscontrole Door humane tandarts
-Moet evt. beugel uitgevoerd
10.15 Vaginoscopie en Besloten vandaag te
Bloedafname voor bevruchten (zie 16 uur)
progesterontest hond
10.30 Doofheidstest hond BAER-test: Blijkt doof
aan beide zijden
11 uur OZ hond; laten lopen/in | Verdacht van
auto springen Myastenia Gravis
11.30 Drachtdiagnose hond Echo: 6 pups
12 uur Kat met verdikte -Punctie; geen
onderlip kwaadaardige cellen
gevonden
-Verdacht van astma
door snelle AH
12.30 Hond:
-RX->Spondylosis

-Echo—>lets in maag?




13.15 Pauze
14 uur Verwijdering Vaccinatie
hechtingen en controle | Kennelhoest
wond hond
14.30 Wondcontrole hond
14.45 Operatie Eierstoktumor ontdekt
Uterusresectie (nav
ontsteking) hond
15.30 RX long bekijken
16 uur Endoscopische Kl en
spermaOZ hond
16.30-17 uur RX elleboog hond LPC
Datum Uur Aard consultatie Opmerkingen
21 jul. 10 8 uur Opname-patienten
verzorgen/onderzoeken
8.20 UrineOZ onder Veel rbc’s
microscoop
8.30 Alg. OZ hond met LCP | Methadon
(voorbereiding
narcose)
9 uur Hond: braken/diarree,
afgevallen
9.30 Hond: RX buik
10 uur Vaccinatie kat Katziekte, niesziekte,
ontwormpil
10.15 Nagels knippen,
anaalklieren
leegmaken hond
10.30 Wondcontrole en
schoonmaak hond
11 uur Leptospirose en nagels
knippen hond
11.15 Vaccinatie kitten Kattenziekte,
niesziekte
11.30 Bloedafname voor
progesterontest,
vaginoscopie hond
12 uur Gehoorgang en

middenoor resectie
hond




13 uur

Pauze

13.30 Vaccinatie kitten
13.45 RX bekijken
14 uur Vaccinatie hond Cocktall
14.15 Uitleg
14.45 Bloedafname voor
progesterontest,
vaginoscopie,
swapname, hond
15 uur Uitleg praktijk
15.15 Oogwond bekijken Fluoresceine-test
hond
15.30 Vaccinatie hond Kennelhoest en kleine
cocktail
16 uur RX buik hond Blijkt niet verstopt
16.30-18 uur Euthanasie, Autopsie
en leren hechten, hond
Datum Uur Aard consultatie Opmerkingen
22 jul. 10 8 uur Opname-patienten
bekijken/verzorgen
8.45 Alg. OZ verschillende Methadon als
patiénten voorbereiding narcose
9 uur Oorinspectie hond Pseudomonas
9.15 Operatie hond:
Neusgaten verwijden
9.30 Operatie hond:
Sterilisatie
9.50 Operatie hond: Cherry-eye
Ooglidklier verwijderen
10 uur Aanleg katheter hond
10.30 Operatie hond: -Tandsteen verwijdert

Myringotomie (gaatje
maken in
trommelvlies),
wegnamen
slijmvlieswoekeringen
muil, gebitscontrole

- Tanden trekken

12.15

Vaccinatie hond

Grote cocktail




12.30

Voedselallergie en
oorontsteking hond

13 uur Pauze
13.45 Wondcontrole TTA
hond
14 uur Wondcontrole TTA
hond
14.15 Hartecho hond Persisterende Ductus
Arteriosus (PDA)
15.30 Vaginoscopie en Echo
baarmoeder en
eierstokken hond
16.15-16.30 Knobbel/gezwel en
wondjes huid hond
Datum Uur Aard consultatie Opmerkingen
23 jul. 10 8 uur Opnamepatiénten Infuus aansluiten
bekijken
9.30 Hond: Looptest en
reflexen achterpoot
10 uur Hond: Kennelhoest, cocktalil
-Vaccinatie
-00gOZ (juveniele
folliculitis)
10.15 -Echo dracht hond
-Echo
baarmoederontsteking
hond
10.45 Vaccinatie hond Kennelhoest, Rabiés,
cocktail
11 uur Gebitsreiniging hond Verwijdering tandsteen
en tand trekken
11.20 Hond die blijft braken Cerenia tegen centraal
braken
11.30 Hond: Oorontsteking Oor kijken, spoelen,
zalven
11.45 Overleg opnamepatiént
12.45 Pauze
13.30 -Hartecho hond

-ECG
-Vaginoscopie




14.15 Honden: Parvo
-Echo drachtdiagnose
-Vaccinatie
-Nagels knippen
14.45 Hond: -Urine: veel struviet,

-Urineopvangen en
UrineOZ

-Echo blaas-prostaat-
nieren

rbc’s, sperma
-Prostaatcyste
-Veel gas in darmen

16 uur-17 uur

Operatie: Gebroken
poot hond

Voor akkoord:

de Stagemeester




1.2. CASUISTIEK GEZELSCHAPSDIEREN

Voor mijn casus heb ik niet echt een eerstelijns-patiént, omdat de kliniek vooral doorverwezen
patiénten behandelt en het zeer moeilijk werd een totaal plaatje van een patiént te verkrijgen.

Anamnese en Algemeen Onderzoek

Signalement:
Diersoort: Hond

Ras: Galgo
Geslacht: Mannelijk
Leeftijd: 1,5 jaar
Gewicht: 20 - 25KG

Reden van doorverwijzing:

Deze hond heeft ontstoken slijmvliezen en een opgezette keel waardoor hij wat kwijlt. Nu is de
aandoening uitgebreid naar de neus. Hij heeft last van een vieze snotneus en de mucosa is aangetast.
De hond is wat verzwakt en afgevallen aangezien hij door de ontsteking niet zo goed wil eten.

De hond braakt niet, heeft weinig maar een normale ontlasting. Hij heeft ook geen koorts.

De hond is een jaar geleden in het buitenland (Frankrijk) geweest.

De eigen dierenarts is een behandeling gestart met AB en Prednison.

Probleemlijst:

Hieronder geef ik alle belangrijke symptomen weer.
-Stomatitis

-Anorexie, vermagerd

-Verzwakt

-Aantasting neus

Reeds ingestelde behandeling:

- 2x daags 1 ampul augmentin IV (=amoxyciline clavulaanzuur)

- 1x daags 1 tablet prednison 20 mg PO (bij stoppen prednison blijkt de ontsteking erger te
worden en is er terugval met uitbreiding naar de neus)

- Ulcogant 3dd 5 ml PO (dit omdat oesophagitis wordt vermoed)

- Zantac 2x daags 1 ml IV (dit omdat oesophagitis wordt vermoed)

- Infuus (Ringer lactaat) 4 zakken per dag

Naar aanleiding van de uitbreiding naar de neus wordt er gedacht aan Pemphigus of Lupus. Dit is een
auto-immuunziekte waarop het lichaam zichzelf gaat aanvallen.
Hierop word dan ook de diagnose toegespitst.

Diagnose:

-BloedOZ: Deze wordt in de kliniek zelf gedaan Het is een gewoon bloedOZ (lever, nier,
ontstekingscellen), hier is echter niets uit gekomen. Daarna wordt er nog bloed afgenomen en
opgestuurd naar het laboratorium voor een grondige analyse.



- Snaptest: Er wordt een snaptest gedaan om te kijken of de patiént een ziekte heeft opgelopen toen
hij in het buitenland was. Er wordt getest op: Borrelia, Anaplocephala, Ehrlichia. De uitkomst is
negatief. Leishmania word aangevraagd.

- Bioptname orale en nasale mucosa: Er worden verschillende biopten genomen van de wonden in de
mond (onder andere aan de binnenkant lip) en van de neus (binnenkant en van de neusspiegel).
Hierna worden de wonden goed gehecht. Biopten worden in Formol gedaan en opgestuurd naar het
laboratorium. Hierop word dan cytologisch en histologisch onderzoek gedaan.

- UrineOZ: Er wordt urine opgevangen en opgestuurd naar het laboratorium om eiwit te bepalen. Dit
wordt gedaan om de nierfunctie te bepalen. Als er namelijk AG/AS complexen zijn kunnen deze vast
komen te zitten in de nier, waardoor geleidelijk de nierfunctie uit kan vallen.

Differentiaal Diagnose:

-Stomatitis/ Oesophagitis door insectenbeet
Dit is echter onwaarschijnlijk omdat de behandeling niet aanslaat en omdat er nog
verdere uitbreiding is opgetreden.

- Opname vreemde stof
Dit zo kunnen, maar de eigenaars hebben niets gezien en de andere hond die erbij
loopt vertoont geen symptomen.

-Pemphigus
Dit is een auto-immuunziekte die onderverdeeld word in 4 categorieén: Vulgaris,

Erythematosus, Vegetans, Foliaceus)
Naar aanleiding van de symptomen wordt er gedacht aan P. vulgaris. Hierbij word

aangetast: *Mondholte
*Mucocutane overgangen (lip- neus- oogleden- vulva- preputium- anale
regio)
*Huid
De symptomen hierbij zijn: koorts
anorexia
lethargisch
pijn

Deze vorm heeft een zeer slechte prognose (Willemse, 1991).
Dit komt vrij goed overeen met de bovenvermelde symptomen van de patiént,
uitgezonderd de koorts.

- Leishmania
Deze parasitaire ziekte wordt overgebracht door de zogenaamde 'sandflies'. Hiervoor werd
preventief behandeld door de eigenaars, dus dit is niet erg waarschijnlijk
Ook zou bij deze ziekte de behandeling met prednison de symptomen hebben
verergerd.

-Systemische lupus erythematosus (SLE)
Dit is een auto-immuunziekte.
Laesies: oren- lippen- neus- planum nasale- orale muceuze membranen




Verder heb je hierbij nog dikke gewrichten en koorts (Willemse, 1991).
Aangezien de patiént geen dikke gewrichten heeft is deze ziekte niet erg
waarschijnlijk.

- Erythema multiforme EM) — Toxic epidermal necrolysis (TEN)
Dit is een immuungemedieerde ziekte met een onderliggende systemische ziekte zoals
hepatitis, systemische infectie, tumor, geneesmiddelen.
EM is de minder erge vorm van TEN. Het geeft aandoeningen van de huid en
slijmvliezen.
In de meerderheid van de gevallen is de oorzaak onbekend
Symptomen EM: Voornamelijk de muceuze membranen zijn betrokken

TEN: Koorts, anorexie, muceuze membranen. Ook andere
orgaansystemen zijn betrokken
Prognose is gereserveerd, vooral als de onderliggende ziekte niet
word gevonden. 50% mortaliteit (Willemse, 1991).

Tabel 1. Kenmerken van EM en SJS/TEN (uit Bouwes Bavinck et al., 2005).

EM SJS/TEN
HuidafwijkingenTypische schietschijflaesies of verheven Vlakke atypische schietschijflaesies,
atypische schietschijflaesies ‘spots’ (roodpaarse nauwelijks

palpabele plaques), blaren

Distributie Voorkeur voor distale delen van Voorkeur voor de romp
de extremiteiten; romp slechts en meer proximale delen van
in geringe mate aangedaan de extremiteiten
Slijmvliesafwijkingen Lippen en mondslijmvlies Lippen en mondslijmvlies
vaak aangedaan vrijwel altijd aangedaan
Uitgebreidheid Meestal minder dan SJS tot 10% aangedaan
10% lichaamsopperviak SJS-TEN overlap 10-30%

TEN meer dan 30%

Etiologie Meestal viraal (herpesvirus, Meestal medicamenteus
Mycoplasma pneumoniae) (sulfonamiden,
antibiotica, antiepileptica, allopurinol)

Prognose Uitstekend Hoge morbiditeit en mortaliteit, sterk
afhankelijk van uitgebreidheid.

Therapie Symptoombestrijding Symptoombestrijding, omgekeerd
geisoleerd verplegen, goede
vochtbalans, experimenteel:
intraveneuze immunoglobulines,
dexamethasonpulstherapie.



Uitslag laboratorium:

Urineonderzoek: Er zijn veel ontstekingscellen in de urine gevonden. Dit kan o.a. kloppen met
Pemphigus omdat de slijmvliezen van de urinewegen aangetast kunnen zijn.

Leishmania-test: Negatief

Bioptname:

Uit de biopten is gebleken dat de hond Erythema multiforme heeft.

Nu word de onderliggende oorzaak opgespoord.

De hond heeft qua medicijngebruik enkel een ontwormings- pil gekregen wat hij ook al eerder heeft
gebruikt.

Verdere diagnose voor oorzaak Erythema multiforme:

- RX Thorax: Geen bijzonderheden

- Echo hart: Geen endocarditis

- Echo buik: Geen hijzonderheden

- Lymfeknoop aangeprikt: Ln popliteus beeld van maligne lymfoom
Dit wordt naar een laboratorium opgestuurd voor definitieve diagnose en typering,
aangezien dit de onderliggende oorzaak kan zijn van de Erythema.
Uitslag: Geen lymfoma

-ANA (antinucleaire antistoffen): Negatief

—>Er is dus geen onderliggende oorzaak gevonden.
Behandeling:

-Prednison: om de afweer en dus de reactie op het eigen lichaam te onderdrukken. De dosis zal
langzaam afgebouwd worden.
-AB: wordt niet meer gegeven aangezien de letsels zijn genezen.

Mogelijkheden en beperkingen van het werken onder praktijkomstandigheden:

Het werken onder praktijkomstandigheden heeft als grote voordeel dat je de patiént goed kunt
opvolgen. De patiént word opgenomen en je kunt de hele dag kijken hoe het ermee gaat en of er
veranderingen/verbeteringen zijn. Ook kun je snel ingrijpen of de medicatie veranderen als het de
foute kant op dreigt te gaan met de patiént. Dit is een groot voordeel, aangezien het vaak moeilijk is
om een goede en volledige uitleg van de eigenaar te krijgen.

Een nadeel is dat je diagnostisch beperkt bent. Natuurlijk kun je zelf verschillende testen uitvoeren,
maar grotendeels moet je materiaal opsturen naar het laboratorium en moet je een tijd wachten
voordat je de uitslag krijgt. Deze uitslag kan voor sommige patiénten te laat komen en ondertussen
moet je vaak toch al een behandeling instellen, ook al weet je bijvoorbeeld niet of een bacterie
resistent is tegen de door jou gebruikte AB.

Referenties:

1. Willemse T. (1991). Clinical dermatology of dogs and cats: a guide to diagnosis and therapy. Lea en
Febiger (publisher), Philadelphia (USA).

2. Bouwes Bavinck J.N., Lai A Fat E.J., Kardaun S.H., Kabel J., Diemont W. (2005). Klinisch beeld en
oorzaken van erythema exsudativum multiforme, Stevens-Johnson-syndroom en toxische epidermale
necrolyse, Nederlands tijdschrift voor dermatologie & venereologie, vol 15, p. 12-14.
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1.3. ANALYSE VAN STRUCTUUR EN MANAGEMENT PRAKTIJK GEZELSCHAPSDIEREN

De kliniek is een groepspraktijk die bestaat uit een maatschap van 3 dierenartsen met 2 extra
dierenartsen in loondienst en nog 6 dierenarts-assistenten. Het is een eerste- en vooral een
tweedelijns praktijk met patiénten uit heel Nederland en ook uit Belgié/Duitsland.

Eerst was het een groepspraktijk met 1 eigenaar en sinds kort is het een maatschap geworden met 3
eigenaren. Ze zijn van 8 tot 20 uur open.

De eigenaren werken minimaal 40 uur in de week, de andere dierenartsen hebben een parttime baan.
Elk hebben ze hun eigen vaste dag waarop ze na werktijd oproepbaar zijn. Dan beantwoorden ze de
telefoon en doen avond- en nachtdiensten. De weekenden worden onderling verdeeld. De nachtoppas:
dit ligt er natuurlijk aan hoeveel opnamepatiénten er zijn en welke verzorging ze nodig hebben.

Een van de eigenaars maakt de roosters. De weekenddiensten worden per half jaar gepland en de
weekroosters ongeveer 2 maanden voorulit.

Ze maken gebruik van specifieke software, namelijk het programma Daisy.
Hiermee kun je onder andere:

- Afspraken maken
- Rekeningen maken en verzenden
- Het agendabeheer
- Patiénten opzoeken en patiéntenkaarten bekijken (Historische nota’s vd patiént)
- Interne mails sturen
- Medicijnstickers/etiketten maken
- Voorraadbeheer
- Bezoek/wachtkameroverzicht.
Hiermee wordt dus eigenlijk alles geregeld.

De Kliniek is gericht op gezelschapsdieren en heeft een heel uitgebreid aanbod voor de klant.
Dit is allemaal te vinden op hun uitgebreide website.

Buiten alle standaardverrichtingen bieden ze onder andere aan:

- Een zeer brede groep van operaties

- BAER-test voor doofheid

- Endoscopie

- Vruchtbaarheid: Op dit gebied hebben ze veel ervaring met begeleiding, hormoonbepalingen
in het bloed, vaginoscopie . Ook hebben ze een eigen Cryolab met alles wat daarbij komt
Kijken.

- Dermatologie

- Samenwerkingsverband met een humane tandarts (vullingen, beugels,
wortelkanaalbehandelingen)

- Puppyparty

- Hartechodagen

- Konijnenspreekuur

- Nieuwsbrief

- Vuurwerkangst

- Ent-oproepen
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- Slentrol-programma voor overgewicht.

Ze hebben een eigen ‘laboratorium’ met hierin:

- Spotchem: Biochemie van het bloed (serum: leverwaarden, totaal bilirubine etc.)

- Medonic: Hematologie van het bloed (wbc, rbc, ontstekingscellen % )

- Microscoop

- Kleuringen

- Centrifuge

- Immuline plus toestel = progesterontest

- Cryolab: afname van sperma, beoordeling spermakwaliteit (via speciaal computerprogramma) en
het invriezen en verzenden van sperma (vers verdund en ingevroren).

Een zeer sterk punt van de praktijk vind ik het enorme aanbod voor de cliénten. Ze krijgen veel
verschillende opties waaruit ze kunnen kiezen met de nodige begeleiding. Ook valt de wachttijd zeer
goed mee voor de operaties, die in deze kliniek aan de lopende band worden gedaan.
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2. STAGE GROTE HUISDIEREN

2.1. LOGBOEK STAGE GROTE HUISDIEREN
Datum stage: 20 september t/m 24 september 2010
Voor akkoord:

De stagemeester

Datum Uur Aard bedrijfsbezoek Opmerkingen
20 sep. 10 8.30 Uitleg stage en planning
maken
9.30 Melkveebedrijf:
-Vermoedelijke
lebmaagkanteling *Rectaal OZ

*Temp-afname
*Auscultatie (lichte
steelband effect)
*Behandeling:

Lig-steek-rol
10.30 Melkveebedrijf:
-Drachtigheiddiagnose
*Rectaal OZ
-Vaginoscopie *Verschillende koeien

nog vuil-> Tochtig
spuiten (zodat
slijmproductie stijgt en
al het vuil gaat weg)

-Kalveren onthoornen

12.30 Uitleg en rondleiding op
de praktijk zelf

13 uur Pauze

14 uur Varkensbedrijf:
-Onderzoek
klauwproblemen
-Euthanasie
verschillende

eugen/biggen
zeugen/bigg *Kreupel, navelbreuk

16.30 Manege:
-Vaccinatie paarden *Tetanus en Influenza

*Kleine cocktail
-Vaccinatie hond

17 uur Einde
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Datum Uur Aard bedrijfsbezoek Opmerkingen
21 sept.-10 8.30 Varkensbedrijf :
-Zeugen *Vaccineren (E. Coli en
PRRS)
*Drachtigheidsdiagnose
met echo (scannen)
*Verhoogde uitval;
nalopen vd vers.
Voeders, opvolging en
-Gespeende biggen samenstelling
*Nalopen (grootte tomen,
afwijkingen etc.)
mestvarkens en de
voeder/drinkinstallaties
*T61, intracardiaal
-Mestvarkens
-Euthanasie
verschillende varkens
-Bedrijfsanalyse en —
begeleiding met oa de
voedervoorlichter
12.30 Pauze
13.15 Varkensbedrijf:
-Zeugen *Scannen
*Rectum-resectie
-Kraamhokken
*Nalopen (grootte tomen,
afwijkingen etc.), kijken
naar de
voeder/drinkinstallaties
-Bedrijffsanalyse en -
begeleiding
16.30 Pluimveebedrijf:
-Bloedafname kippen * Uit vleugel
18.15 Einde
Datum Uur Aard bedrijfsbezoek Opmerkingen
22 sep. 10 8.30 Rondleiding/ uitleg Is onderdeel van hun
over het veterinair praktijk
paardencentrum
9.15 Melkveebedrijf:
-Vaccinatie kalveren *Pinkengriep
10 uur Pauze
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10.30 Melkveebedrijf:
-Kalf met diarree *Algemeen OZ (AH, T,
P, turgor)
*Infuus —vocht
- bicarbonaat
*NSAID’s (meloxicam)
*AB (enrofloxacine)
11.45 Huisbezoek:
-Paard met wonde
12.25 Melkveebedrijf:
-Euthanasie koe * T61, intraveneus
13 uur Melkveebedrijf:
-Koe met *Algemeen OZ
uierontsteking *Uierinfuus
*NSAID’s
14 uur Melkveebedrijf:
- Kalf met diarree
*Algemeen OZ
*Infuus -vocht
-bicarbonaat
*NSAID’s (meloxicam)
*Diatrim
15.45 Rontgen ondervoet * Beginnende artrose
paard
16.45 Einde
Datum Uur Aard bedrijfsbezoek Opmerkingen
23 sep. 10 8.30 Aanvang stage
9.45 Manege:
-Vaccinatie *Rhinovirus
-Onderzoek merrie en
veulen, verdacht van
droes
10.45 Melkveebedrijf:
-Koe met mastitis * Mg/Ca-oplossing
* Meloxicam
11.30 Uitleg/demonstratie Computerprogramma
invoer gegevens in RX-
works
12 uur In apotheek helpen
12.45 Pauze
13.30 Huisbezoek:
-Paard met *OZ aangetaste plek
Moksymptomen
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14 uur Manege:
-Veulen *Wonde bekijken
*Bandage verschonen
*Endometritis (veel vrij
vocht)
*Uterus spoelen
- Echo Merrie
15.30 Paard:
-Hoornzuil verwijderen
17.15 Einde
Datum Uur Aard bedrijfsbezoek Opmerkingen
24 sept. 10 8.30 Melkveebedrijf:
-Bedrijfsrondleiding
-Bedrijfsbegeleiding
-DrachtigheidsOZ *Rectaal OZ
11.15 In apotheek helpen
12.15 Pauze
13.00 Varkensbedrijf:
-Kraamhokken *Nalopen van de
verschillende afdelingen
(ziekte, uitval, grootte
tomen, afwijkingen etc.),
kijken naar de
voeder/drinkinstallaties
* Euthanasie
verschillende zieke dieren
met T61
-zeugen *Scannen
*Vaccineren (PRRS, E.
Coli)
*Alles nalopen (ziekte,
voeders etc.)
- Mestvarkens * Alles nalopen (ziekte,
voeders etc.)
-Bedrijfsanalyse en -
begeleiding
16.50 Einde

Voor akkoord:

de Stagemeester
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2.2. CASUISTIEK GROTE HUISDIEREN

Anamnese

Signalement:
Diersoort: Rund

Ras: Holstein/MRY
Geslacht: Vrouwelijk
Leeftijd: Vaars, ongeveer 24-26 maanden oud, 6 weken geleden gekalfd

Probleem:
De koe startte zeer slecht op na de kalving, ze kwam niet op productie. De koe is wat mager, heeft
een lage buikvulling en eet slecht.

>Vermoedelijke lebmaagkanteling.
Algemeen Onderzoek

e Ademhaling: Normaal

e Pols: 80
e Temperatuurafname: Temperatuur is 38,7 C, dit is iets lager als het optimale (38,8 C)
e Auscultatie: -Er is een Steelband-effect (“Ping-geluid”) te horen, maar zeer zacht,

onregelmatig en ook enkel aan de linkerkant. Rechts is niets te horen.
-Afwezigheid van borborygmen en pensgeluiden.

o Rectaal Onderzoek: Baarmoeder is mooi klein, de pens is slap.

o Verder is de vullingsgraad van de lebmaag zeer slap en zijn er geen penscontracties.

Uit dit onderzoek is gebleken dat de koe een lebmaagkanteling heeft, naar de linkerkant. De lebmaag
is onder de pens doorgeklapt. Er is maar zeer geringe gasvorming, waardoor de lebmaag niet onder
spanning staat en ook zeer slap is.

Hoe ontstaat een lebmaagkanteling?

Een verplaatsing van de lebmaag is een gevolg van een verminderde lediging en de ophoping van
gas in de lebmaag. Hierdoor wordt de lebmaag lichter dan de overige buikinhoud en kan hij gaan
zweven. Er ontstaat dus eerst een lebmaagdilatatie en hierdoor kan een lebmaagkanteling ontstaan.
Bij neerliggen/opstaan kan de lebmaag namelijk op een foute plaats terechtkomen. Meestal komt hij
tussen de pens en de buikwand.

Een aantal factoren spelen een rol bij het ontstaan:

o Plots veel losse ruimte in de buik, bijvoorbeeld na een partus.

e Dieet: bijvoorbeeld een te zure inhoud (door veel brok opname) of een hoge concentratie aan
vluchtige vetzuren. Dit heeft tot gevolg dat er stase is of een vertraging van de lediging van de
lebmaag, wat een dilatatie tot gevolg heeft.

e Verminderde doorstroming van de maag/darminhoud, bijvoorbeeld bij kalfsziekte (Door het
tekort aan calcium zijn er minder spiercontracties, waardoor er een dilatatie kan ontstaan.)

Vooral na het afkalven zien we vaak een combinatie van deze factoren en kan lebmaagkanteling
voorkomen (Deprez en van Loon, 2010; informatie van de dierenarts)
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Differentiaal Diagnose

Lebmaagkanteling: Dit is redelijk waarschijnlijk aangezien de koe pas gekalfd heeft, slecht eet,

mager is en er pinggeluiden te horen zijn.

Ruminitis: Dit is niet waarschijnlijk aangezien er weinig pinggeluiden te horen zijn. Bij de
ontsteking zou je namelijk over de hele flank de geluiden moeten horen, wat hier niet het
geval was.

Abces: Hierbij zijn er pinggeluiden te horen. In dit geval is het niet waarschijnlijk omdat er niets

van een zwelling te zien/voelen was (Deprez en van Loon, 2010).
Acuut scherp (= scherp voorwerp door de netmaag in de buikholte)
Hoflund-syndroom (= boek-/lebmaag verstopping) (informatie dierenarts).

Behandeling

We hebben hierbij drie opties bij een Lebmaag Links:

Operatie: Hierbij maken we het dier open. De lebmaag wordt d.m.v. draden doorheen de
lebmaag vastgezet aan de huid, op zijn oorspronkelijke plaats

Endoscopische methode

Lig-steek-rol

Hier werd er gekozen voor de zogenaamde Lig-steek-rol, die ik hieronder verder zal bespreken.

Lig-steek-rol:

Sedatie van de koe
De koe wordt met behulp van touwen op zijn zij getrokken
Scheren
De koe wordt op zijn rug getrokken
Met een trocard wordt in de lebmaag geprikt op 2 verschillende plaatsen. Meteen wordt er
geluisterd en geroken of er gas vrijkomt. Met draden wordt de lebmaag vastgemaakt aan de
huid, zodat hij weer op de oorspronkelijke plaats terechtkomt. Door de touwtjes wordt er een
lichte peritonitis veroorzaakt, wat zorgt voor een vergroeiing waardoor de lebmaag (meestal)
op zijn plaats zal blijven.
Daarna worden de touwtjes vastgezet
De koe krijgt nog:

* Glucose infuus voor energie

* Propyleenglycol: Dit is voor de gluconeogenese en het op gang brengen van

de vertering.
* Voreen: Dit is een glucocorticosteroid wat de vertering stimuleert en tevens
ontstekingsremmend werkt.
* Bovi C3: Dit is bicarbonaat om de pensfunctie te verhogen (om zo de
pensverzuring op te heffen die is ontstaan door het krijgen van
enkel brok of stilvallen van de peristaltiek.)

Verder moet er worden gezorgd voor meer structuur (hooi) in het rantsoen en minder brok.

(informatie van de dierenarts)
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Mogelijkheden en beperkingen van het werken onder bedrijfsomstandigheden

Bij de landbouwhuisdieren sector ben je meer beperkt als bij gezelschapsdieren.

In de GHD sector ga je namelijk van bedrijf tot bedrijf en moet je alle spullen, die je nodig denkt te
hebben, bij je hebben. Het kan natuurlijk voorkomen dat je een keer iets vergeet mee te nemen of dat
er geen plaats meer is in je auto. Zo kun je een kreupel paard al wel onderzoeken door hem te laten
draven/stappen, palperen etc., maar een rontgenfoto kun je niet ter plaatse maken. Deze dieren zullen
dan nog naar de praktijk toe moeten komen waar deze materialen wel ter beschikking zijn.

Ook kan het gewicht van de dieren een probleem zijn. De landbouwhuisdieren zijn namelijk veel
zwaarder. Hierdoor moet je zelf al wat sterker zijn om bepaalde onderzoeks- of behandelmethoden toe
te passen en vaak komt hulp van de boer zeer goed van pas.
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2.3. ANALYSE VAN STRUCTUUR EN MANAEMENT PRAKTIJK GROTE HUISDIEREN

Deze praktijk is een grote groepspraktijk die alle diersoorten omvat. Binnen de praktijk zijn er 15
dierenartsen. Vijf dierenartsen hiervan verlenen de zorg aan de gezelschapsdieren en de andere tien
zijn werkzaam in 1 tot 2 andere diersoorten. Van deze dierenartsen behoren er 8 tot de Maatschap en
7 zijn er in loondienst. Dit alles is verder onderverdeeld in diersoortcommissies. Zij stellen jaarplannen
op voor hun eigen diersoort en leggen verantwoording af aan de Maatschap.

Uiteraard draait de praktijk niet alleen op dierenartsen. Er zijn 27 personen werkzaam ter
ondersteuning van de dierenartsen bij hun dagelijkse werkzaamheden. Hiertoe behoren onder andere
mensen voor het apotheekbeheer, administratie, telefonistes, laboranten en paraveterinairen.

Ze hebben een afdeling voor gezelschapsdieren die bestaat uit 3 klinieken, verspreid over
verschillende locaties. Met behulp van moderne apparatuur (Digitale réntgenologie, echografie,
gasanesthesie en endoscopie) wordt er goede diergeneeskundige zorg aangeboden. Deze
dierenartsen houden zich uitsluitend bezig met gezelschapsdieren.

Naast gezelschapdieren hebben ze ook dierenartsen voor de landbouwhuisdieren, namelijk pluimvee-,
varkens- en herkauwerdierenartsen.

Dan hebben ze ook nog een paardenkliniek waar diverse operaties, onderzoeken en behandelingen,
zoals bijvoorbeeld een gebitsbehandeling, kunnen worden uitgevoerd. Een team van drie dierenartsen
met assistente verzorgt de werkzaamheden.

Daarnaast heeft men nog een eigen laboratorium. Deze vervult een zeer belangrijke rol binnen de
praktijk, maar ook daarbuiten. Ook een apotheek en sectiezaal behoren tot de praktijk.

Men maakt gebruik van specifieke software, namelijk het programma RX-works.
Hiermee kun je onder andere:

- Afspraken maken

- Rekeningen maken

- Agenda beheren

- Bedrijven en patiénten opzoeken en bedrijfsgeschiedenis/ patiéntenkaarten bekijken
(Historische nota’s van de patiént)

Voor de avond-, nacht- en weekenddiensten heeft de landbouwhuisdieren-afdeling een
samenwerkingsverband met een nabij gelegen dorpje. Er wordt een roulerend schema toegepast.
Voorlopig heeft de praktijk geen extra toekomstplannen. Dit aangezien ze net enkele fusies achter de
rug hebben en zo de afgelopen jaren zeer sterk gegroeid zijn.

Men biedt ook specifieke activiteiten aan aan het cliénteel.
Zo hebben ze;

- Een grote en uitgebreide website, waarop alles over de praktijk en medewerkers is te vinden.
Ook zijn alle diersoorten geklasseerd en is er per diersoort van alles te vinden.
Bij kat kun je bijvoorbeeld de volgende onderwerpen bekijken:
* Aanschaf
* Gedrag, opvoeding
* Verzorging
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* Vaccinatie

* Vakantie, chippen

* Voortplanting, sterilisatie en castratie

* Operaties, narcose

* Spoed

* De oudere kat

* Virusziekten

* Aanvullend onderzoek

* Euthanasie
- Voor paarden wordt er een jaarlijkse lezing gehouden
- Bij de gezelschapsdieren worden er verschillende infosessies gegeven zoals;

* Puppy-spreekuur

* Kittenparty

* Gedragsproblemen

Zwakke punten aan deze praktijk ben ik niet tegengekomen. Dit komt denk ik omdat ik vaak mee naar
de boeren was en maar een week heb meegelopen zodat ik niet alles heb gezien.

Sterke punten vind ik het grote aanbod voor de klant. Je kunt er echt met al je diersoorten terecht (wat
zeer gemakkelijk is) en daarenboven heb je per diersoort nog een zeer uitgebreid aanbod aan
informatie. Ook zijn er meerdere dierenartsen per diersoort, wat ik een zeer groot voordeel vind zodat
er altijld nog onderlinge communicatie en overleg mogelijk is bij twijfel.

Referenties:
1. Deprez P., van Loon G. (2010). Inwendige ziekten van de grote huisdieren. Cursus Faculteit
Diergeneeskunde, Gent, p. 90-95.

2. Informatie gegeven door de dierenarts.
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3. ALGEMENE REFLECTIE

Beide stages hebben me een goede indruk gegeven over hoe het er nu echt in de praktijk aan toe
gaat. Eerst zal ik mijn ervaringen en indrukken over mijn eerste stage vertellen, de
gezelschapsdierenpraktijk. Daarna de stage bij de landbouwhuisdierenpraktijk.

Gezelschapsdierenpraktijk:

Hier viel ik meteen op een zeer drukke dag binnen. Hier heb ik dan ook een grote verscheidenheid

aan operaties, consultaties en behandelingen gezien. Van simpele injecties en bloedafnames tot een
ingewikkelde operatie bij een hond met een voorste kruisband ruptuur.

Wat ik heel leuk vond is dat je zoveel dingen tegen komt die je hebt gezien in het lesmateriaal van de
voorbijgaande jaren. Op deze praktijk werden bijvoorbeeld aan de lopende band vaginoscopische
onderzoeken gedaan om te kijken of een hond gedekt kon worden. Hierdoor leer je beetje bij beetje
welke zaken en onderwerpen veel toegepast worden in de praktijk en welke meer als achtergrond-
informatie dienen.

Ook zie je in zo'n stageweek dat het niet alleen maar consultaties zijn en ‘diertjes beter maken’. Je
leert en ziet dat een groot deel van de tijd bestaat uit opgenomen patiénten bekijken, mensen nabellen,
informatie opzoeken of navragen en dergelijke.

In deze praktijk heb ik redelijk wat ervaring op gedaan. Voornamelijk kennis, en dan vooral omdat
dingen die je geleerd hebt, in de praktijk ziet. Hierdoor heb je herhaling en zie je het echt voor je
gebeuren, waardoor je alles beter onthoudt. Qua vaardigheden heb ik helaas niet zo heel veel geleerd.
Dit omdat ik niet veel zelf mocht doen.

Deze kliniek is een groepspraktijk, wat me zelf heel veel aanspreekt. Hierdoor heb je altijd de
mogelijkheid om verscheidene zaken te overleggen met een collega of te informeren als je er zelf niet
helemaal uit komt. Je kunt altijd vragen naar een 2° opinie. Dit geeft toch wat meer vertrouwen, je hebt
namelijk iets om op terug te vallen. Dit lijkt me zeer fijn, vooral als je net bent afgestudeerd en nog
veel zaken moet leren.

Nog een voordeel is dat je vaak een groter aanbod hebt voor de klanten. Zo zijn er vaak infosessies
en een groter aanbod aan zorg en operaties die uitgevoerd kunnen worden, puur omdat je met meer
mensen bent. Verder is er een betere begeleiding mogelijk van de patiénten. Ook denk ik dat je als
klant meer gerust bent omdat je weet dat je dierenarts de mogelijkheid heeft tot overleg met de
collega’s en er zo aan alles gedacht wordt, vooral wanneer het een moeilijk geval betreft.

Natuurlijk is een groepspraktijk ook fijn voor de avond-, nacht-, en weekenddiensten. Omdat je met
meer mensen bent kun je dit onder iedereen verdelen, in tegenstelling dat je zelf altijd paraat moet
staan als je een eenmanspraktijk hebt. Ook zal het gemakkelijker zijn om bijvoorbeeld vakanties te
plannen.

Landbouwhuisdierenpraktijk:

In deze praktijk heb ik een zeer goed beeld gekregen hoe de landbouwhuisdieren-sector in elkaar zit.
Ik ben meegeweest naar de boeren toe, op veel verschillende bedrijven. Zo heb ik verscheidene
soorten varkensbedrijven gezien, waaronder enkele oude en ook een gloednieuwe stal. Bij deze
laatste was alles qua hygiéne al veel verder gevorderd en moest er eerst gedoucht worden en
bedrijfskledij aangetrokken worden voordat je de stallen binnen mocht. Ook was er 1
groepshuisvesting bij voor de zeugen, waar alle zeugen vrij door elkaar liepen en er ook verschillende
‘speelballen’ waren tegen de verveling. Dit vond ik vanuit ethisch standpunt al veel prettiger om te zien
dan de kleine hokjes bij de andere bedrijven. Verder heb ik nog een pluimveebedrijf, verschillende
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melkveebedrijven en maneges gezien.

Wat me vooral verraste is het feit dat je zo lang bezig bent op een bedrijf. Ik had verwacht dat je,
inclusief reistijd, meer bedrijven op een dag zou kunnen bezoeken. Bij deze stage hebben we meestal
twee bedrijven per ochtend of middag gedaan, soms zelfs maar een als het een varkensbedrijf betrof.
Allereerst moet je naar het bedrijf toe rijden, wat soms wel een half uur of langer is, afhankelijk van de
grootte van de cliéntenkring. Op het bedrijf zelf komt er ook veel meer bij kijken dan ik verwacht had.
Natuurlijk wist ik wel dat bedrijfsbegeleiding in deze sector zeer belangrijk was, maar dat op een
varkensbedrijf echt alle hokken werden nagelopen wist ik niet. De hokken werden ‘gescreend’ het
algemeen uitzicht/grootte van de dieren en ziekte, en ook de voeder- en drenksystemen werden
nagelopen. Dit alles natuurlijk terwijl de algemene stand van zaken op het bedrijf bij de boer werd
gepeild. Verder ben je per bedrijf nog eens veel tijd kwijt omdat er, buiten dat alles moet worden
nagelopen, hygiénische maatregelingen moeten worden getroffen zoals; bedrijfschoeisel, een overall
of bedrijfskledij en eventueel een douche.

Deze zaken zijn dus wel een nadeel van deze sector en zorgen ervoor dat je minder productieve tijd
hebt.

Deze stage heeft me zeker kennis en vaardigheden bijgebracht. Ook hier weer omdat je zaken die je
geleerd hebt nu echt in de praktijk ziet en ook mag doen. Qua vaardigheden heb ik bij deze stage
meer geleerd als bij de gezelschapsdierenpraktijk. Hier lieten ze me de dingen uitgebreider zien en
ook mocht ik zelf meer doen. Zo heb ik verschillende koeien mogen opvoelen. Hier had ik best veel
moeite mee en ik voelde niet zo heel veel of beter, ik wist niet precies wat ik nu allemaal voelde.

Ook heb ik zelf bloed mogen nemen bij pluimvee (uit de vleugel), een katheter mee ingebracht bij een
kalf, IM en SC-injecties gegeven en ook nog een koe ge-euthanaseerd. Ik vond het erg interessant en
leuk dat ik dit allemaal zelf mocht doen, want het zien gebeuren is toch heel wat anders als het zelf te
moeten doen.

Net zoals de gezelschapsdierenpraktijk was ook deze praktijk een groepspraktijk. De praktijk omvat
alle diersoorten (inclusief gezelschapsdieren) en voor elke diersoort is er 1 of 2 of zelfs meerdere
dierenartsen. De voordelen van deze groepspraktijk zijn dezelfde als hierboven.

Mijn vaardigheden:

Mijn eigen praktijkvaardigheden zijn nog summier. Aangezien we op school nog niet veel
praktijkervaring opdeden, zoals zelf een infuus of een katheter aanleggen. Maar door het meerdere
malen herhalen (eventueel met begeleiding) zal ik straks de vaardigheden onthouden en helemaal
zelfstandig kunnen uitvoeren.

Ook qua kennis merk ik dat ik wat moeite heb. Het omzetten van de theoretische kennis naar

de praktijk is niet altijd gemakkelijk uit de grote hoop kennis die we de afgelopen jaren hebben
vergaard. En als je dan het antwoord hoort denk je, ‘ach ja’ . Bijvoorbeeld om een differentieaal
diagnose op te stellen of als er in de les of in de klinieken iets qua kennis gevraagd wordt.

Mijn visie:

Beide praktijken hebben veel indruk op me gemaakt en waren zeer interessant en hebben ze me veel
geleerd over hoe het er in werkelijkheid aan toegaat.

De landbouwhuisdierenstage heeft mijn vermoeden bevestigd dat ik later zeker niet in de varkens- of

pluimveesector wil werken, hoe groot de vraag naar deze dierenartsen ook is. Deze sectoren zijn me
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te ‘industrieel’. Het feit dat hier het individuele dier niet meer centraal staat, maar wel de groep en met
name de prestaties die geleverd moeten worden, trekt me niet aan. Allereerst kan ik me niet vinden
met de manier waarop deze diersoorten gehuisvest worden. Als ik in een varkens- of kippenstal kom
ben ik niet op mijn gemak. Het is niet zo dat ik deze dieren echt zielig vind, want ik weet wel dat ze het
niet zo heel slecht hebben en dat er tegenwoordig vanuit ethisch standpunt alles gedaan wordt om de
dieren beter te huisvesten. Maar toch voel ik me ongemakkelijk wanneer ik 20.000 kippen op elkaar
gepropt in een stal zie zitten. Of wanneer ik in de kraamstal sta bij een zeug met haar biggen, terwijl
ze enkel kan staan, zitten of liggen. Niet in staat om een nest voor hen te bouwen of met haar kroost
te spelen. Dan vind ik het toch veel aangenamer om een koe op de wei te zien staan. Verder vind ik
het jammer dat hier het individuele dier geen kans meer krijgt. Een kreupele big wordt onbehandeld
verbannen tot de ziekenboeg om daar zijn tijd uit te zitten om te eindigen als speenvarken. Natuurlijk
shap ik het standpunt van de boer, en ik snap heel goed dat het economisch niet rendabel is om zo’n
beest te behandelen. Maar zelf zou ik er geen vrede mee hebben. Ik heb geen 6 jaar gestudeerd om
een dier dat ik beter kan maken, te moeten afmaken om een loutere € 10, - . Om deze redenen denk
ik dat het beter is dat ik niet voor deze twee sectoren kies.

Optie paard valt ook af voor mij. Paarden vind ik mooie en leuke dieren, maar ik vind dat ik er te
weinig kennis voor heb. Ik heb wel ooit een keer paard gereden, maar daar houdt het ook bij op.
lemand die zijn hele leven al rijdt en in de paardenwereld zit heeft veel meer kennis over dit dier. Dit
zal je ook hard nodig hebben en ik denk dat je als ‘leek’ snel door de mand zal vallen en niet echt
serieus wordt genomen.

Optie Rund (en KHK) en Kleine Huisdieren spreekt mij beide aan.

Ik wil in ieder geval zeker gezelschapdieren gaan doen. Dit omdat ik vanuit thuis deze diersoorten
meer gewend ben, aangezien ik niet van een boerderij kom. Hier stap ik vertrouwd en zelfverzekerd
naar een dier toe, in tegenstelling tot een paard of varken. Natuurlijk is in deze sector het
‘aaibaarheids-gehalte’ hoog, wat ik leuk vind, maar hier staat in ieder geval het individuele dier nog
centraal. Je mag hier echt dieren behandelen en de mensen hebben er nog geld voor over om een
dier beter te maken. Dit is altijd vanuit mijn jeugd al mijn droom geweest: Dieren beter maken.
Vandaar dat ik denk dat gezelschapsdieren de goede keuze voor mij zijn.

Toch ben ik ook aan het twijfelen over rund. Ik vind koeien, schapen en geiten echt hele leuke dieren.
Omdat ik hiermee nog niet zo vertrouwd was, heb ik enkele malen bij een vriendin (die thuis een
melkveebedrijf hebben) meegeholpen bij het melken. Ook ben ik naar Noorwegen geweest om hier
2,5 week mee te helpen op een melkveebedrijf. Nu ben ik dus al meer vertrouwd met deze diersoort,
en wat ik gezien heb tijdens mijn landbouwhuisdierenstage bij rund, sprak me ook erg aan. Dit mede
omdat hier toch nog wel een beetje gekeken wordt naar het individuele dier, maar ook omdat ik heel
het concept van het contact met de boer en het in de stal zijn tussen de beesten erg leuk vind. Maar in
deze sector heb je nadeel als je vrouw bent, wat me toch wat afschrikt. Boeren kijken er nog wat
sceptisch tegenaan, waardoor je je extra moet bewijzen. En natuurlijk heb je veel kracht nodig en
doorzettingsvermogen nodig.

Om deze redenen ga ik waarschijnlijk kiezen voor gezelschapsdieren. Maar toch hoop ik later deze
twee sectoren te combineren. Misschien dat ik nog een extra jaar doe om optie rund goed te leren, of
dat ik deze vaardigheden na het afstuderen leer door met een dierenarts mee te gaan. Maar tijdens
mijn laatste stage is het me wel duidelijk geworden dat het steeds moeilijker is om deze 2 diersoorten
te combineren. Het wordt steeds meer diersoort gericht en de praktijken worden ook steeds
gespecialiseerder. Ik kan alleen maar hopen dat er voor mij later een plekje zal zijn in beide sectoren.
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