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Einleitung

1 Einleitung

Fir eine erfolgreiche Etablierung der Trachtigkeit sind sowohl ein zeitgerechter
Transport als auch eine nutritive Versorgung der Gameten und des friihen Embryos
essentiell. Grundlage hierflr bildet die erste embryo-maternale Kommunikation
(EMK), bei der ein Signalaustausch fur die maternale Erkennung des Embryos sorgt.
Die involvierten Faktoren und Signaltransduktionswege sind jedoch bislang
ungeklart. Bekannt ist, dass Progesteron (P) im Ovidukt zu einem Verlust der
sekretorischen Aktivitat sowie zu einem Abfall der Zilienschlagfrequenz (ZSF) unter
in vitro Bedingungen fuhrt. Die stimulierende Wirkung von Hyaluronsaure (HA) auf
die ZSF in der Trachea deutet darauf hin, dass HA — ein wichtiger Bestandteil der
Eileiterflissigkeit und der Kumulusmatrix — ahnliche Effekte im Eileiter erzielen
konnte. Die Expression des Wachstumshormonrezeptors (GH-R) in den
zilientragenden Zellen der Ampulla um den Zeitpunkt der Ovulation deutet auf eine
Beteiligung des Wachstumshormons (GH) am Gametentransport hin. Daher war es
Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von P, HA und GH sowohl auf die
Partikeltranportgeschwindigkeit (PTG) und die Zilienschlagfrequenz (ZSF) als auch
auf die Synthese und Sekretion vom  Glykoproteinen und sauren
Mukopolysacchariden an ex vivo Organkulturen des Eileiters mit Hilfe eines digitalen
Videomikroskops und histochemischer Analysen zu untersuchen. Unter Verwendung
immunhistologischer Untersuchungen wurde zudem der Einfluss des friihen Embryos
(3,5-4,5 Tage) auf die P-Rezeptor Expression im bovinen Ovidukt und Uterus
charakterisiert. Die Ergebnisse der HA-, P- und GH-vermittelten Effekte sollen zu
einem besseren Verstandnis der Mechanismen, die an der Gametenmaturation und
Embryoentwicklung sowie dem zilidren Transport im Eileiter beteiligt sind, beitragen
und so ermoglichen, die Techniken der assistieten Reproduktion weiter zu

optimieren.
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2 Literatur

2.1 Funktionelle Anatomie des Eileiters

Der Eileiter bildet als paariges, schlauchférmiges Organ eine Verbindung zwischen
Ovarien und Uterus. Kranial 6ffnet sich der Eileiter trichterartig in Form des Ostium
abdominale in die Bauchhdhle. Kaudal verjingt sich das Ovidukt zunehmend und
mundet schlieBlich in das jeweilige Uterushorn. Die Aufgaben des Eileiters umfassen
sowohl den Transport der Gameten bzw. des frlhen Embryos als auch die
Optimierung ihrer Entwicklung. Hierbei handelt es sich um die Enddifferenzierung der
Eizelle (Beendigung der zweiten meiotischen Teilung bei der Befruchtung), die
Endreifung der Spermien (Kapazitation) sowie die Befruchtung und die Entwicklung
von der Zygote bis zur Morula. Somit obliegt dem Eileiter eine zentrale Bedeutung im
Rahmen einer erfolgreichen Etablierung der Trachtigkeit (Liebich, 1998).

Makroskopisch lasst sich der Eileiter in vier funktionelle Abschnitte unterteilen. Von
Ovar in Richtung Uterus wird eine Gliederung in Infundibulum, Ampulla, Isthmus und
utero-tubaren Ubergang vorgenommen. Das Infundibulum beginnt unmittelbar am
Ovar, mit dem es allerdings keine kontinuierliche Verbindung eingeht. Fimbrien, die
an der abdominalen Offnung bestehen, sind zum Teil mit dem Ovar verwachsen
(Fimbriae ovaricae) und bilden die Aufhdngung des Eileitertrichters. Dies
gewabhrleistet Uber den sogenannten Oozyten Pickup den Transport der ovuluierten
Eizelle in das Ovidukt. Die Uberwiegend zilientragenden Zellen induzieren einen
Flussigkeitsstrom kaudaler Richtung. In Folge einer Ovulation wird die Eizelle mit
dem sie umgebenden Kumulus zunachst von dem Eileitertrichter aufgefangen. Hier
lagert sich der expandierte COC (Cumulus-Ooyte-Complex) an die Spitzen der Zilien
an. Die adhésive Interaktion zwischen dem COC und den Zilien, gekoppelt mit dem
Schlag der Zilien, veranlasst ein Gleiten der Eizelle Uber die Oberflache des
Infundibulums, so dass sie zur Offnung der Ampulla gezogen wird. Um diese
Engstelle passieren zu kénnen, muss der COC seinen Durchmesser verringern,
indem er kompakter wird. Zunachst passiert nur ein Teil der Kumuluszellen und der
extrazellullaren Matrix die Offnung. Der durch den Zilienschlag erzeugte Strom zieht
an dem bereits passierten Teil des COCs, sodass die Oozyte einer sich windenden
Aktivitat unterworfen wird. Auf diese Weise nimmt der COC eine spharische und
ausreichend kompakte Form an, um den Eingang zur Ampulla zu bewaltigen. In
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Folge dieser Belastung wird die Eizelle meist exzentrisch im Kumulus lokalisiert
(Corselli und Talbot, 1998). Die Ampulla stellt den folgenden Abschnitt des Eileiters
dar und beginnt kaudal des Ostiums. Ein relativ weites Lumen bedient in diesem
Abschnitt die Anforderungen, die fir eine erfolgreiche Fertilisation erforderlich sind.
Nach der Befruchtung wandert der frihe Embryo durch den sehr viel schmaleren
Isthmus zum utero-tubaren Ubergang. In diesem Bereich befindet sich das
Spermienreservoir, in dem die Spermatozoen an das Epithel binden. Sobald die
Ovulation erfolgt, 16sen sich die Spermien durch ihre hyperaktive GeiBelbewegung
wieder vom Epithel und schwimmen gegen den Flissigkeitsstrom zielstrebig
Richtung Eizelle in die Ampulla. Die funktionellen Anspriche des
Reproduktionsgeschehens werden vor allem durch den speziellen Aufbau der
Eileiterwand ermdglicht. Grundsétzlich besitzen die Eileiterabschnitte die gleiche
Wandauskleidung. Lediglich die Auspragung variiert, um den Aufgaben der
verschiedenen Segmente gerecht zu werden. An die innen gelegene Tunica mucosa
schlieBt sich die Tunica muscularis an. Dariiber befindet sich die Tela subserosa, in
der vor allem gréBere GefaBe gefihrt werden. Durch eine subperitonale Muskulatur
ermdglicht die Tela subserosa dem Eileiter Lageveranderungen, die z.B. bei der
Ovulation eine Rolle spielen. Die &auBerste Schicht bildet das einschichtige
Plattenepithel der Tunica serosa. Die Tunica muscularis ist flir die kontraktile
Beweglichkeit des Eileiters verantwortlich. Strukturell wird sie durch eine mittlere,
gefaBreiche Schicht geteilt. Der sich an der Tunica mucosa anschlieBende Teil der
Muskelschicht besteht Gberwiegend aus ringférmig verlaufenden Blndeln der glatten
Muskulatur. Schrag und langs verlaufende Fasern der glatten Muskulatur bilden den
distalen Bereich. Die Auspragung der Tunica muscularis steigt in kaudaler Richtung
an. So ist im Infundibulum und der Ampulla die Muskulatur nur schwach ausgebildet,
wahrend sie im Isthmus deutlich zunimmt und im utero-tubarem Ubergang schlieBlich
ihr Maximum erreicht (Liebich, 1998).

Die Tunica mucosa setzt sich aus der Lamina propria mucosa und der Lamina
epithelialis mucosa zusammen und verflgt Uber eine charakteristische Faltenstruktur.
Die Lamina propria bildet die bindegewebige Basis der Falten. In ihr verlaufen
zahlreiche GefaBe, die die Zellen bis in die Spitzen der Falten versorgen. Uber die
Lamina epithelialis wird der Kontakt zum Inneren des Eileiters hergestellt. Die
Auffaltung des Epithels dient der OberflachenvergréBerung, welche von kranial nach
kaudal kontinuierlich abnimmt. Dementsprechend weist das Infundilulum mit Primar-,
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Sekundar- und Tertiarfalten eine komplexe Faltenarchitektur auf, die weit in das
Lumen des Hohlorgans hineinreicht. Dieser Aufbau ist fir den Transfer der Eizelle
durch das Ostium zur Ampulla von besonderer Bedeutung. Durch die
OberflachenvergroBerung des Epithels entsteht im Infundibulum eine adhasive
Interaktion zwischen dem COC und den Zilien, wodurch eine Aufnahme in die
Ampulla realisiert wird. Dort angekommen bilden die Primar- und Sekundarfalten eine
vergroBerte stoffwechselaktive Oberflache der Schleimhaut, die die Voraussetzung
flr ein optimales Milieu zur Erhaltung der Keimzellen schafft. Die Oozyte lagert sich
in die Schleimhautnischen ein und kann auf diese Weise bis zu 24 Stunden von dem
Eileitersekret ernahrt werden, wahrend sie auf die Spermien zur Befruchtung wartet.
Im Isthmus sind nur noch Primarfalten anwesend, deren Lange stark reduziert ist. Auf
diese Weise wird eine Einlagerung des frihen Embryos verhindert und der Transport
in den Uterus unterstiitzt. Krypten werden zusatzlich im uterotubaren Ubergang
gefunden. Sie dienen vermutlich als Spermienreservoir (Yaniz et al., 2000; Yaniz et
al., 2006).

Das einschichtige, meist hochprismatische Epithel des Eileiters verflgt Uber zwei
Hauptzelltypen, deren Vorkommen vor allem zyklusabhangig variiert. Die
zilientragenden Zellen, auch Flimmerzellen genannt, weisen oberflachlich Kinozilien
und Mikrovilli auf und sind fir den Transport von Bedeutung. Wahrend die
sekretorischen Zellen, auch Drisenzellen genannt, nur Mikrovilli besitzen. Ekkrin
sezernieren diese Zellen einen schwach sauren und nahrstoffreichen Schleim und
sind damit fir die Versorgung der Keimzellen von enormer Relevanz. Zusétzlich
kébnnen vereinzelt sogenannte Stiftchenzellen und Basalzellen ausfindig gemacht
werden. Erstere sind Drlisenzellen, deren Sekret bereits abgegeben wurde. Sie
zeichnen sich durch ihren pyknotischen Kern aus. Bei den kleinen runden
Basalzellen handelt es sich um Immunzellen, die als T-Lymphozyten zu identifizieren
sind (Comer et al, 1998; Abughrien et al., 2000).

Zyklusabhangige Umbauvorgange des Epithels schaffen optimale
Stoffwechselbedingungen fir das Reproduktionsgeschehen. Praovulatorisch
zeichnet sich das Epithel durch eine glatte Oberflache aus. Zudem werden die
Zellzwischenraume durch Flissigkeitsansammlungen geweitet. Vorwdélbungen und
ein kompaktes Eileiterepithel pradgen hingegen die luteale Phase (Bjérkmann, 1959).
Dementsprechend verhalt sich auch die Epithelhéhe. In der Follikelphase enthalten
die Zellen den héchsten Gehalt an acidophilen Granula, der mit der Zellhéhe positiv
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korreliert. Da die acidophilen Granula in der lutealen Phase reduziert auftreten, ist in
dieser Zeit auch die Epithelhéhe am geringsten ausgebildet (Lombard, 1950).

Die das Epithel auskleidenden Zellen weisen ebenfalls zyklische Schwankungen auf,
wobei dies vor allem im Infundibulum und der Ampulla zu beobachten ist. In der
Ampulla ist der Anteil der zilientragenden Zellen im Ostrus mit 61 % am héchsten,
wahrend sich dieser an Tag 7 des Zyklus um ca. 15 % verringert (Abughrien und
Dore, 2000). Die sekretorischen Zellen schnlren im Dibstrus und Prodstrus sekret-
und teilweise auch kernhaltige Vesikel ab (Lombard, 1950), wodurch Stiftchenzellen
vermehrt zu beobachten sind. Dieser Sachverhalt unterstiitzt den Oozytentransport
unmittelbar nach der Ovulation. Auch Yaniz konnte 2000 nachweisen, dass die
Zilienanzahl und deren Funktionalitdt im Infundibulum mit dem Erfolg des
Oozytentransports korrelieren. In der frihen Lutealphase steht die Versorgung der
Gameten mit Nahrstoffen im Vordergrund, wodurch sich das Verhaltnis zu Gunsten

der sekretorischen Zellen verschiebt.

2.2 Ziliarer Transport im Eileiter

Kinozilien sind permanente Oberflachenorganellen, die als polar orientierte
Zellfortsatze in den Kinetosomen (Basalkdrper) im apikalen Zytoplasma verankert
sind. Zellausstilpungen dieser Art kommen bevorzugt auf dem Epithel der Atemwege
und des Eileiters vor und dienen mit bis zu 10 um Lange und 0,25 um Durchmesser
(Satir et al., 1992) dem Transport von fllissigen und festen Stoffen. Das Grundgertst
der Kinozilie bildet der zentrale Achsenfaden, das so genannte Axonema, welches
aus einem Mikrotubulipaar mittig der Zilie aufgebaut ist. Umgeben wird das
Zentraltubuli von neun peripheren Doppelmikrotubuli, die jeweils aus einem A- und
einem B-Tubulus bestehen. Der Aufbau des tubuléaren Zytoskelett wird als 9 x 2 + 2 —
Muster beschrieben. Die Verbindung des zentralen Tubulipaars mit den zirkularen
Dubletten wird Uber Radiarspeichen gesichert. Die Mikrotubuli werden an der
Zelloberflache aus der Wand des Kinetosom entwickelt. Der strukturelle Aufbau des
Kinetosoms besteht aus neun Mikrotubuli Tripletts und ahnelt somit dem GerUst des
Zentriols. Distal formt sich aus dem Kinetosom die Zilie mit ihren neun Mikrotubuli
Dubletten und dem zentralen Mikrotubulipaar. Die Mikrotubuli bestehen aus dem

globularen Polypeptid Tubulin, welches sich aus zwei Polypeptiduntereinheiten, dem
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a-Tubulin und dem B-Tubulin zusammensetzt. Durch ihre kettenférmige Verbindung
bilden sie Profilamente, die auch als Dimere bezeichnet werden. Wéahrend ein
Querschnitt durch die zentralen Mikrotubuli 13 zirkular angeordnete Protofilamente
offenbart, unterscheiden sich die peripheren A-Tubuli (13) und B-Tubuli (10 — 11) in
der Anzahl ihrer Protofilamente. Eine Verbindung der Dubletten untereinander wird
Uber Nexin-Bindestellen gewahrleistet. Des Weiteren setzen an den A-Tubuli paarige
kontraktile Dyneinarme an. Durch die Eingehung einer Bindung des am A-Tubulus
befestigten Dyneinarmes mit dem benachbarten B-Tubulus wird ein aktives Gleiten
der Dubletten hervorgerufen (Satir et al., 1980). Dies beschreibt einen ATP-
abhangigen Prozess und wird unter Aktivierung des in den Dyneinarmen enthaltenen
ATP spaltenden Enzyms ATP-ase initiiert. Wahrend die Hydrolyse von ATP die
Bindung des Dyneinarms an den benachbarten Tubulus bewirkt, fihrt die
Dephosphorilierung von ATP zur Lésung der Bindung. Dabei arbeiten die auBeren
Dyneinarme mit den inneren zusammen, indem die auBeren fir die Schlagfrequenz

und die inneren die Schlagform regulieren (Satir und Christensen, 2008).
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Im Eileiter tragt der Zilienschlag neben der Kontrakitilitdt der glatten Muskulatur und
der Stréomung der Flissigkeit zur Oozyten-und Embryobeférderung bei (Jansen
1984). Obwohl die relative Bedeutung jeder dieser Transportmechanismen unklar ist,
besteht Anlass zu der Annahme, dass dem Zilienschlag eine besondere Relevanz
beim tubalen Transport zukommt. So zeigten Halbert et al. 1976 und 1989, dass die
Inhibition der muskuldren Aktivitat zu keiner Anderung der totalen Transitzeit durch
die Ampulla fuhrt. Daraus schlossen sie, dass der Zilienschlag allein zu einem
normalen Eizellentransport fahig ist. Bestatigt wird diese These durch
Untersuchungen an Frauen mit dem ,Kartagener Syndrom“ und der Endometriose.
Die krankheitsbedingte Beeintrachtigung des Zilienschlags ist mit einer reduzierten
Fertilitdt assoziiert (McComb et al., 1986; Lyons et al., 2002a). Andererseits gibt es
auch Félle, bei denen eine erfolgreiche Schwangerschaft von Frauen mit dem
Kartagener Syndrom gezeigt werden kann (McComb et al., 1986). Zudem wurde die
Bedeutung des kontrahierenden Myosalpinx fir den Eileitertransport bestarkt.
Untersuchungen zeigten, dass die Kontraktionen des Eileiters allein einen
erfolgreichen Embryotransport gewéhrleisten (Croxatto et al., 2002). Perez Martinez
et al. (2000) wiesen durch eine Stimulierung der Muskulatur einen beschleunigten
Oozytentransport nach. Im Bezug auf den Gameten- und Embryotransport
beschreiben Noreikat (2009, persénliche Mitteilung) eine untergeordnete Rolle der
zilidren Aktivitat gegendber der glatten Muskulatur. Da sowohl die Eileitermuskulatur,
als auch der Zilienschlag an der Generierung des Flissigkeitsstroms im Ovidukt
beteiligt sind, findet der Embryotransport vermutlich nicht direkt Gber den
Zilienschlag, sondern hauptséachlich indirekt Uber den kontinuierlichen Strom der
Eileiterflissigkeit statt (Kdlle et al., 2010). Wahrend die Beférderungsgeschwindigkeit
(Partikeltransportgeschwindigkeit, PTG) im murinen Ovidukt keinen signifikanten
zyklischen Veranderungen unterworfen ist (Noreikat 2009, persénliche Mitteilung),
treten bei der Zilienaktivitat zyklusassoziierte Unterschiede auf. Critoph et al. zeigten
1977 einen signifikanten Anstieg der ZSF nach der Ovulation, der eine funktionelle
Bedeutung fir den Oozyten Pickup und -Transport haben kénnte (Lyons et al.,
2006). Lyons et al. beschrieben 2002b in der Sekretionsphase eine signifikant
héhere ZSF als in der Proliferationsphase. Einen Zusammenhang zwischen der ZSF
und der Anwesenheit von Follikelflissigkeit konnte ebenfalls gezeigt werden (Lyons
et al., 2006). Eine Kultivierung von Eileiterproben in Follikelflissigkeit fihrte nach 24
h zu einer signifikant hdéheren ZSF als in Medium Kkultivierte Eileiter. Eine
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Differenzierung zwischen peritonealer Flissigkeit der sekretorischen und der
proliferativen Phase ergab eine signifikant hbhere ZSF bei Eileiterstiicken, die in der
Flussigkeit der sekretorischen Phase inkubiert wurden (Lyons et al., 2006). Zudem
Uben Signale und Substanzen, die bei der Kopulation freigesetzt und von der Zygote
abgegeben werden, Einfluss auf den Transport aus (Croxatto 2000; Spilman et al.,
1978). Oritz et al. konnten 1986 und 1989 an Eileitern von Hamstern und Ratten
einen lokalen Einfluss der Eizelle sowie des Embryos auf die Transportrate
nachweisen. Kélle et al. wiesen 2009 nach der Fertilisation im bovinen Ovidukt einen
signifikanten Abfall der PTG nach. Bezlglich der anatomischen Lokalisation im
Ovidukt (Fimbria, Ampulla, Isthmus) wurde in der ZSF kein Einfluss nachgewiesen
(Lyons et al., 2002b). Der Transport von Partikeln erfolgt im Isthmus jedoch schneller
als in der Ampulla (Kélle et al.,, 2009). Dieser Unterschied in der PTG, bei
gleichbleibender ZSF, basiert vor allem auf der morphologischen Beschaffenheit der
beiden Eileitersegmente. Wahrend in der Ampulla eine starke Auffaltung der Lamina
propia den Transport in die Tiefen zwischen die Falten leitet, wo sich der COC zur
ersten Kommunikation mit dem maternalen Epithel anlagert, bedingt die
Faltenstruktur des Isthmus einen raschen Transport apikal der Primarfalten zum
uterotubarem Ubergang (Kélle et al., 2009).

2.3 Sekretion im Eileiter

Der Eileiter reprasentiert ein multifunktionales Organ im  weiblichen
Reproduktionstrakt. Neben der Beférderung der Gameten und des frilhen Embryos
schafft er durch die Anwesenheit der Eileiterflissigkeit ein ideales Milieu zur
Gametenmaturation, Fertilisation und Embryonalentwicklung. Die Oviduktflissigkeit
setzt sich aus der Follikelflissigkeit, dem Sekret des Eileiterepithels und selektiver
Transsudate des Serums zusammen (Leese et al.,, 1988). Wahrend die
Follikelflissigkeit durch die Ovulation aus der Follikelhéhle in das Ovidukt geleitet
wird, findet die Synthese des epithelialen Sekrets in den sekretorischen Zellen statt.
Zyklusassoziierte Veranderungen in der sekretorischen Aktivitdt verursachen im
Ostrus die héchste Produktion (Roberts et al., 1975) und schaffen optimale
Vorrausetzung zur Erndhrung und Beférderung der Gameten. Die Entwicklung der
Epithelzellen wird im Verlauf des Zyklus nach funktionellen Anspriichen moduliert.
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Daher ist der Anteil sekretorischer Zellen in der spaten Luteal- und der frihen
Proliferationsphase héher als in der frihen Luteal- und spéaten Proliferationsphase
(Odor et al., 1995). Auf diese Weise sorgt der Eileiter, vorbereitend auf die Ovulation,
fr die Produktion des nahrreichen Sekrets und sichert im Anschluss den Transport
durch den Eileiter. In der proliferativen Phase bewirkt der zunehmende Einfluss von
Ostrogen in den Epithelzellen Hypertrophie, Hyperplasie und die Differenzierung der
Zellen. Die Differenzierung der sekretorischen Zellen ist durch ein gut entwickeltes
rohes endoplasmatisches Retikulum mit dilatierter Zisterne, vielen Ribosomen, einem
vergréBerten Golgi Apparat und sekretorischen Vesikel in unterschiedlicher GrdBe
und Dichte charakterisiert (Nayak et al., 1977; Verhage et al., 1973; Bareither et al.,
1981; Abe et al., 1999). In der lutealen Phase verursacht Progesteron eine Atrophie
und Dedifferenzierung der sekretorischen Zellen. Zudem werden apoptotische
Prozesse im Epithel initiiert (Bareither et al., 1981). Die sekretorischen Vesikel
entleeren sich wahrend der frihen Lutealphase via Exozytose (Bareither et al., 1981;
Boice et al. 1990; Odor et al., 1995; Abe et al., 1999), apokrin (Verhage et al., 1973;
Nayak et al., 1976) oder durch beide Prozesse (Odor et al., 1995; Murray et al.,
1995, 1996) in das Eileiterlumen. In Folge dessen verschwinden die sekretorischen
Vesikel in der mittleren Lutealphase und zytoplasmatische Protrusionen, die zum Teil
auch Zellkerne und andere zytoplasmatische Organellen in das Lumen schleusen,
dominieren diese Zyklusphase (Nayak et al., 1977; Abe et al., 1999). Kommt es zu
einer Trachtigkeit fllhren in  den ersten Tagen Anderungen in den
proteinsynthetisierenden Organellen der sekretorischen Zellen zu einer Modifikation
des sekretorischen Status (Murray et al., 1996). Bereits 3 Tage nach der Befruchtung
ist die Anzahl sekretorischer Zellen reduziert und es befinden sich apikale
Protrusionen in luminalen Bereich der Zelle (Murray, 1996). Die Regulierung dieser
ultrastrukturellen Prozesse wird durch die ovariellen Steroidhormone Ostrogen und
Progesteron bestimmt. In  vitro Untersuchungen zeigten, dass eine
Ostrogenbehandlung die Bildung sekretorischer Granula im apikalen Zytoplasma
veranlasst und eine darauf folgende Behandlung mit Progesteron durch eine
verstarkte Exozytose zu einem Versiegen der Vesikel fihrt (Bareither et al., 1981;
Verhage et al., 1990). Allerdings ist die Bedeutung von Progesteron an diesem
Prozess ungewiss. In Untersuchungen, bei denen ovarektomierte Schafe Uber einen
langeren Zeitraum mit Ostradiol behandelt wurden, zeigte sich ebenfalls eine
exozytotische Sekretabgabe aus den sekretorischen Zellen. Damit ist zu vermuten,
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dass im Zyklus weder der Progesteroneinfluss noch die sinkende
Ostrogeneinwirkung fiir den ultrastukturellen Umbau der sekretorischen Zellen
verantwortlich ist. Es scheint so, als ware die Sekretabgabe nicht durch einen
spezifischen Ausléser initiiert, sondern vielmehr eine logische Konsequenz von zuvor
stattfindender Synthese sekretorischer Granula (Willemse et al., 1975). Bezlglich der
anatomischen Zellposition zeigten Verhage et al. (1990) einen klaren
zephalokaudalen Steroid-responsiven Gradienten. Wahrend in der Ampulla eine
ausgepragte Reaktion auf die Steroidzugabe ausgeldst wird, verflgt der Isthmus
kaum Uber sekretorische Granula (Abe et al., 1999; Verhage et al., 1990). Die
Bestandteile der Sekretionsprodukie scheinen an der Modulierung der
physiologischen Funktionen des Eileiters beteiligt zu sein. Hinsichtlich der
lonenkonzentrationen  verfigt die  Ovidukiflissigkeit im  Vergleich  zur
Plasmakonzentration Uber einen hohen Gehalt an K* und HCOg3 lonen. Auch die
Konzentration von Na&hrstoffen unterscheidet sich von der im Plasma und ist
abhangig vom endokrinen Status. Beispielhaft sinkt der Gehalt an Glukose nach der
Ovulation stark ab (Nichol et al., 1992, 1998). Die Zusammensetzung von
Aminosauren ist tierartspezifisch unterschiedlich. Beim Menschen kommen Arginin,
Alanin und Glutamat in den héchsten Konzentrationen vor (Tay et al., 1997). Beim
Hasen sind es Glyzin, Glutamat und Alanin (Miller und Schultz, 1987). Die
Beimengung der Aminosauren lauft hauptsachlich Uber die Transsudation aus den
GefaBen in das Lumen des Ovidukts (Leese und Gray, 1985). Die Sekretionabgabe
aus den sekretorischen Epithelzellen stellt eine weitere groBe Quelle von
intraluminalen Proteinen dar (Kapur und Johnson, 1985; Verhage et al., 1988). Eines
der bedeutendsten Proteine bildet das Ovidukt-spezifische Glykoprotein (OSGP),
welches in allen untersuchten Spezies synthetisiert wird und im Rind Uber ein
Molekulargewicht von 97 kDa verfligt (Boice et al., 1990). Angelehnt an die
Zelldifferenzierung und Aktivierung der Sekretion ist die h6chste Synthese des OSGP
in der proliferativen Periode als Antwort auf den Ostrogeneinfluss zu verzeichnen
(Abe et al., 1998). In einer in vitro Studie wurde durch eine Inkubation mit Ostrogen
keine Anderung in der Expression des OSGP nachgewiesen. Eine Ko- Kultivierung
des Eileiterepithels mit LH flhrte hingegen zu einem signifikanten Anstieg der OSGP
Transkripte, so dass Sun et al. (1997) annahmen, dass vielmehr LH als Ostrogen als
Stimulus fir die Synthese des Glykoproteins fungiert. Ein Rickgang in der mRNA
Expression durch eine Progesteronbehandlung wird in der Literatur zum GroBteil
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belegt, jedoch auch kontrovers dargestellt (Sun et al., 1997; Donnelly et al., 1991;
Jaffe et al., 1996; Ulbrich et al., 2006; Umezu et al., 2003). Als Bestandteil der
Eileiterflissigkeit Ubernimmt das Glykoprotein eine wichtige Aufgabe. Bei der
Kultivierung von BOECs (bovine ovituctal epithel cells) fungiert die Anwesenheit des
OSGP-1 als Marker fir die embryotrophe Eignung eines Eileiter-Zellkultur-System
(Schoen et al., 2008), welche bekannterweise durch die sekretorischen Zellen des
Epitheliums gesichert wird (Boice et al., 1990). Die Relevanz von Glykoproteinen fir
den reproduktiven Prozess wird durch die Bindungsfahigkeit des Proteins an die
Zona Pellucida der Oozyte und des Embryos bestarkt (Verhage et al., 1997; Schmidt
et al.,, 1997; Staros und Killian, 1998). Martus et al. (1998) vermuteten eine durch
diese Bindung assoziierte Verbesserung der Fertilisation, indem sowohl die Bindung
an die Zona Pellucida als auch die Kapazitation und schlieBlich die Penetration der
Spermien geférdert wird (Abe et al., 1995; Verhage et al., 1997). Hunter publizieren
1994, dass die OSGP induzierte gesteigerte Viskositat der Oviduktfllissigkeit dazu
beitragt, dass die Gameten und der Embryo sofort von dem nutritiven Sekret
umgeben werden und eine Versorgung mit Nahrstoffen und lonen gewahrleisten
wird, die zum Teil auch an der Aktivierung der Zilien und der glatten Muskulatur
beteiligt sind. Die hohe Viskositét dient ebenfalls als Puffer fir den Embryo zum
Schutz vor osmotischen Veranderungen und Fluktationen in den Bestandteilen der
luminalen Flissigkeit. Die Dominanz des Glykoproteins in den sekretorischen Zellen
des Isthmus deutet auf eine regional spezifische Bedeutung der OSGP Produktion
hin (Abe et al., 1995). DeMott et al. (1995) vermuteten eine OSGP-vermittelte
Anlagerung der Spermien an das Epithel im Isthmus.

2.4 Einfluss von Progesteron, Hyaluronsaure und Wachstumshormon im Eileiter

Progesteron
Das Steroidhormon Progesteron, auch als Luteal- und Gelbkérperhormon bekannt,

gehért zu den Geschlechtshormonen der Gestagene. Die Bildungsstatte des
Hormons stellen im weiblichen Organismus in erster Linie die Eierstécke dar.
Waéhrend des Sexualzyklus kommt es im Ovar in periodischen Abstédnden zur An-
und Rulckbildung des Corpus luteums (CL), welcher auch als Gelbkérper bezeichnet

wird und durch seine temporare inkretorische Drisenaktivitat eine Bildungsstatte des
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gleichnamigen Hormons darstellt. Neben dem Ovar wird Progesteron in groBen
Mengen in der Plazenta synthetisiert und nimmt somit eine essentielle Rolle bei der
Etablierung und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit ein (Spencer et al., 2002). Im
Zyklusverlauf reifen die ovariellen Follikel unter Einfluss der hypophyséar gesteuerten
Gonadotropine ,Follikel Stimulierendes Hormon“ (FSH) und ,Luteinisierendes
Hormon“ (LH). Ist ein dominanter Graff'scher Follikel herangewachsen, wird die
Ovulation durch einen Peak der LH-Freisetzung ausgelést. Aus der kollabierten
Follikelwand baut sich postovulatorisch der CL auf. Die Follikelwand fallt zusammen
und bildet zunachst einen Hohlraum, in dem sich ein Blutkoagulum, welches spater
resorbiert wird, befindet. In diesem, als Metdstrus bezeichneten Zyklusstand (Tag 1
bis 4), wird der Gelbkdrper als Corpus haemorrhagicum bezeichnet. Die
ausstromende Follikelflissigkeit enthalt im bovinen Eileiter einen Progesterongehalt
von 250 ng/ml (Prevost et al., 1989). Der Anstieg der im Serum vorliegenden
Progesteronkonzentration ist beim Rind innerhalb der ersten 3 Tage jedoch nicht
signifikant (Stabenfeldt et al., 1969). Durch die Einlagerung von Lipoiden mit
Lipochromen (Luteinisierung) in den Zellen der Theca interna und den
Granulosazellen wird die Anbildung des CL initiiert. Somit wandeln sich die
Granulosazellen zu Granulosaluteinzellen und die Zellen der Theca interna zu
Thecaluteinzellen um. Letztere sind bei Rind und Schaf allerdings nicht vorhanden.
Mit dem Aufbau des Gelbkorpers steigt die Progesteronkonzentration im bovinen
Serum ab dem vierten Tag signifikant an (Stabenfeldt et al., 1969). Durch die
Analyse der Serumkonzentration koénnen ebenfalls Schlisse auf die
Progesteronkonzentration im Ovar gezogen werden. Cavazos et al. postulieren 1969
eine signifikant positive Korrelation der periphdren Plasmaprogesteronkonzentration
und der Konzentration im CL im Verlauf des Zyklus. Eine maximale
Plasmaprogesteronkonzentration von 6,6 ng/ml bzw. 6,8 ng/ml wird gegen Ende des
Blutestadiums (Tag 14) erreicht (Stabenfeldt et al., 1969; Donaldson et al., 1970).
Das Ausbleiben einer Befruchtung bewirkt im bovinen Uterus die Synthese des
Oxytozinrezeptors, welcher in Wechselwirkung mit Oxytozin die Sekretion von PGFyq
vermittelt. Die Ausschittung von PGFy, flihrt an Tag 16 des Zyklus zur Luteolyse des
CL, wodurch die Sekretion von Progesteron abnimmt und mit der vollendeten
Regression des CL schlieBlich versiegt. Hat jedoch eine Befruchtung stattgefunden,
unterdriickt der Embryo, vermutlich durch die Sekretion von Interferon tau (Mann et
al., 1999), die Entwicklung des Oxytozinrezeptors im Endometrium.
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Somit wird eine Oxytozin-induzierte Freisetzung von PGF,, und die darauf folgende
Luteolyse inhibiert. Zur weiteren Versorgung des Embryos bleibt der Gelbkdrper als
Corpus graviditatis bestehen. Erst mit der Plazentation kommt es zur Bildung der
Plazenta, die ab diesem Zeitpunkt die Progesteronproduktion Gbernimmt. Die
Bedeutung von Progesteron flir eine erfolgreiche Trachtigkeit wurde bereits in vielen
Studien  analysiert. In  Untersuchungen konnte durch eine erhfhte
Progesteronkonzentration im Blutkreislauf in der Post-Konzeptionsperiode eine
Verbesserung in der Konzeptuselongation, einen assoziierten Anstieg der Interferon
tau Produktion sowie hdhere Trachtigkeitsraten bei Rind und Schaf belegt werden
(Lamming & Royal 1999; Mann & Lamming 2001; Inskeep 2004; Stronge et al. 2005;
McNeill et al. 2006). Fur eine Erhaltung der Trachtigkeit ist neben der ausreichenden
Progesteronproduktion vor allem das Timing des postovulatorischen
Progesteronanstiegs von Wichtigkeit (Starbuck et al., 2006; Wathes et al., 2003).
Carter et al. zeigten 2008, dass eine Erhdéhung der Progesteronkonzentration an Tag
5 und 6 post Konzeption zu einer signifikant starken Elongation des Embryos fiihrte,
wahrend eine heraufgesetzte Progesteronkonzentration an Tag 7 und 8 die
KonzeptusgréBe nicht mehr signifikant beeinflusste. Eine Progesteronabhanige
Konzeptuselongation findet demnach vor Tag 7 statt. Bleibt in den ersten Tagen der
Trachtigkeit ein ausreichender postovulatorische Progesteronanstieg aus, werden an
Tag 16 kleinere Embryonen, die weniger Interferon tau sezernieren, nachgewiesen
(Mann et al., 2001). Neben der maternalen Regulierung der Progesteronproduktion
gibt es Hinweise darauf, dass der Embryo die Fahigkeit besitzt, luteotrophe
Substanzen zu bilden und auf diese Weise die Progesteronsekretion stimuliert.
Pereira et al. (2006) postulieren eine Stimulation der Progesteronproduktion in
bovinen Granulosa- und Lutealzellen bei 2 bis 3 Tage alten in vitro kultivierten
Embryonen. Eine Kokultivierung von bovinen Embryonen mit Granulosazellen
bewirkte einen Anstieg der Progesteronkonzentration in den Granulosazellen. Der
Embryo induzierte Einfluss auf die Progesteronsekretion zeigte sich in Assoziation
mit der Embryofurchung (Tag 4 bis 5) und der Transition von der expandierten zu der
eingenisteten Blastozyste (Tag 11 bis 14). Durch eine Progesteron-Behandlung
konnten jedoch auch negative Effekte auf die embryonale Entwicklung nachgewiesen
werden. Eine Kokultivierung von Embryonen mit bovinen Eileiterepithelzellen
(BOECs) und einer Progesteron Supplementation resultierte in einer herabgesetzten
Entwicklungsrate an 8 Tage alten Embryonen (Pereira et al., 2008). Dieser negative
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Effekt wurde nicht bei der Kokultivierung mit Progesteron produzierenden
Granulosazellen nachgewiesen. Die negativen Auswirkungen von P scheinen auf
den Wechselwirkungen mit den BOECs zu basieren. Verhage et al. zeigten 1990,
dass eine Progesteron Behandlung am Eileiterepithel zur Atrophie, Dezilisation,
Apoptose und dem Verlust der sekretorischen Aktivitat flhrt. Bereits 1984 wiesen
Sawyer et al. eine Regression des Epithels im Eileiter nach einer Progesteron-
Behandlung in prépubertalen Beageln nach. Dies stimmt damit Gberein, dass die
Epithelnéhe auch in der Progesteron dominierenden lutealen Zyklusphase am
niedrigsten ist. Mit der Reduktion der Epithelhdhe geht auch der Gehalt
sekretorischer Granulae in den sekretorischen Zellen zurlick (Lombard et al., 1950).
Die Synthese der in den Vesikel enthaltenden Glykoproteinen nimmt ebenfalls in der
Lutealphase ab. Ulbrich et al. wiesen 2006 einen signifikanten Abfall in der
Transkriptmenge des Glykoprotein-1 (OVGP-1) in Folge einer Progesteronstimulation
in vitro von 18 h nach. Bereits 1996 untersuchten Jaffe et al. den Einfluss von P auf
die Expression der OVGP mRNA im Eileiter. Sowohl in der Lutealphase als auch
durch eine P-Behandlung der Versuchstiere sank die mRNA Expression des OGPs
auf eine nicht mehr detektierbare Menge. Untersuchungen von Sun et al. konnten
1997 keinen direkten Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Progesteron
und der Elimination der mRNA OVGP-1 nachweisen.

Vermittelt wird die progesteroninduzierte Wirkung durch die Bindung an den
Progesteronrezeptor (PR), der zur Superfamilie der Nuklearrezeptoren gehdrt.
Dieser verflgt Uber die zwei Isoformen A (94 kDa) und B (116 kDa) (Schrader et al.,
1981). Im Ovidukt treten beide Subtypen des Rezeptors auf. Wahrend der PR-A
vorwiegend in der Ampulla in der frihen Lutealphase exprimiert wird, ist der PR-B
hauptsachlich im Isthmus lokalisiert und keinen zylkischen Schwankungen
unterworfen (Ulbrich et al., 2003). Conneely et al. untersuchten 2002 an knock-out
Mausen die Relevanz der beiden Isoformen flr die Fertilitat. Sie zeigten, dass das
Fehlen des PR-B zu keiner Beeinflussung der Hormonantwort an Ovar und Uterus
fihrt, wahrend die Abwesenheit von PR-A die Fertilitdt vermindert. Reguliert wird die
PR Expression hormonell (iber die Gestagene Ostrogen und Progesteron. Eine
stimulierende Wirkung bt Ostrogen auf die Auspragung des PRs in der follikuldren
Phase aus. In der Lutealphase hemmt Progesteron hingegen die Induktion seines
eigenen Rezeptors (Conneely et al., 2000; Peterson, 2000). Im bovinen weiblichen
Geschlechtstrakt ist die PR-Expression demnach zyklischen Schwankungen
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unterworfen. In der Ampulla ist in den Epithelzellen die stérkste Expression im Ostrus
unter Ostrogeneinfluss zu verzeichnen. Im Metdstrus nimmt die Anzahl PR-positiver
Zellkerne ab, bis im Diéstrus und Prodstrus nur noch vereinzelt schwache
Reaktionen vorhanden sind. Im Isthmus wird die PR-Expression weniger intensiv von
der Anwesenheit der Gestagene beeinflusst. Lediglich die stark positiven Reaktionen
gehen im Didstrus und Prodstrus zurtick (Licke, 2005, persénliche Mitteilung). Im
bovinen Uterus zeigten Martin et al., 2008 an den Tagen 0, 5 und 9 des Zyklus eine
intensivere PR Immunreaktion im Stroma und granduléaren Epithel als an den Tagen
13 und 19. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Robinson et al. (2001) Uberein.
Sie analysierten die PR-Expression im Endometrium auf mRNA- und Proteinebene.
Nach der Ovulation steigt das Progesteronrezeptor Protein sowohl im luminalen- und
glandularen Epithel als auch im Stroma langsam an. Wahrend die PR-Expression im
Stroma bereits nach dem zweiten Zyklustag wieder zu sinken beginnt, steigt die
Auspragung des PRs im glanduldren Epithel bis zum 6. Zyklustag und die des
luminalen Epithels bis zum 12. Zyklustag weiter an. Im DrUsenepithel sind ab dem
12. Tag nur noch vereinzelt positive Zellkerne zu verzeichnen. Die Expression im
luminalen Epithel versiegt hingegen erst an Tag 18. Durch die Expression von
Hormonrezeptoren in der Mukosa des Eileiters verfigen die Zellen (ber die
Fahigkeit, Signale zur Kontrolle des Gameten- und Embryotransportes zu
empfangen. Die Beférderung durh den Eileiter wird durch das Zusammenspiel des
Zilienschlags, der Muskelkontraktion und des Iluminalen FlUssigkeitsstroms
ermdglicht. Untersuchungen zeigten bereits eine Beteiligung von Progesteron an
diesem Prozess. Neben einer relaxierenden Wirkung auf die Muskulatur im Eileiter
(Wanggren et al., 2008), wurde in verschiedenen Studien ebenfalls der Einfluss auf
die Zilienaktivitdt nachgewiesen (Nishimura et al., 2010; Mahmood et al., 1998;
Paltieli et al., 2000; Wessel et al., 2003; Bylander et al., 2010). Im humanen Eileiter
untersuchten Mahmood et al. (1998) den Einfluss von Progesteron auf die ZSF unter
in vitro Bedingungen. Nach einer 24-stindigen Inkubation des Eileitergewebes mit
Progesteron in einer Konzentration von 10 umol/l, sank die ZSF signifikant ab. Dies
bestatigen Paltieli et al., die 2000 in einer in vitro Studie durch eine Progesteron-
Behandlung dber 24 Stunden ebenfalls einen signifikanten Abfall der ZSF
nachwiesen. Auch unter ex vivo Bedingungen konnte der inhibitorische Effekt von
Progesteron (100 nmol/l) auf die ZSF im Mauseeileiter nachgewiesen werden
(Bylander et al., 2010). Beim Schwein wurde in der progesterondominierenden
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Zyklusphase ein Abfall der Zilienschlagfrequenz (ZSF) analysiert. Auch eine
Progesteronbehandlung flhrte zu einem Sinken der ZSF im porcinen Eileiter. Eine
Vorbehandlung mittels des Progesteronrezeptorblockers Mifepristone verhindert die
progesteron-induzierte Reduktion der ZSF. Demnach wird im porcinen Ovidukt die
ZSF von Signalen, die Uber den PR vermittelt werden, reguliert. Zu kontraren
Ergebnissen bezlglich der Signallibertragung kamen Wessel et al. (2004) im bovinen
Eileiter. Eine Vorbehandlung mit Mifepristone flhrte im Gegensatz zu den
Untersuchungen am porcinen Eileiter zu einem progesteron-induzierten Abfall in der
ZSF. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine Signalvermittlung tber den nuklearen
PR, was die Beteiligung eines anderen Rezeptors nahe legt. Des Weiteren zeigten
Wessel et al. (2004) durch eine Supplementierung von P (20 umol/l) bereits nach 15
Minuten einen inhibitorischen Effekt auf die ZSF. Nach 90 Minuten reduzierte sich die
ZSF um insgesamt 11 %. Die rasche Reaktion auf die P Zufuhr schlieBt eine
genomische Signallibertragung aus, da einer Anderung der Genexpression und der
damit  verbundenen  Aktivierung der RNA- und Proteinsynthese ein
Transkriptionsprozess vorausgeht, der gewdhnlich mehr als 30 bis 60 min. bendtigt.
Demnach basieren die schnellen Effekte auf nicht-genomischen
Wirkugsmechanismen. Charakteristisch fir nicht-genomisch vermittelte Reaktionen
ist die Insensivitdt zu Steroidantagonisten, was darauf hinweist, dass eine neue
Klasse des Steroidrezeptors fir die schnelle Wirkung des Hormons verantwortlich
sein kénnte. Dabei wird eine Beteiligung von G-Proteingekoppelten Rezeptoren
(GPCRs), die verschiedene Signaltranduktionswege aktivieren, vermutet. Mégliche
Mediatoren kénnten die in der Membran lokalisierten Progesteron-Rezeptoren
(mPRa, B, y) darstellen. Nutu et al. wiesen 2009 die Prasenz des mPRB und mPR-y
im murinen und humanen Eileiter nach. Wahrend der mPRy an der Basis der Zilien
lokalisiert ist, wird der mPRB entlang der Zilie exprimiert. Durch eine
Steroidbehandlung konnte eine hormonelle Regulation des mPRs gezeigt werden,
was darauf hindeutet, dass der mPR als nicht genomisch agierender Mediator an der
Steuerung der Zilienmotilitat beteiligt sein kdnnte.
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Hyaluronsaure

Das Glykosaminoglykan, Hyaluronsdure (HA), ist ein lineares unsulfatiertes
Polysaccharid, welches aus sich wiederholenden Disaccariden aufgebaut ist (2.000-
2.500 Untereinheiten). Die  Disaccharideinheiten  bestehen aus zwei
Glukosederivaten, D-Glukuronsdure und N-Acetyl-D-glukosaminen. Dabei wird die
Glucuronsaure glykosidisch (1—3) an das N-Acetyl-D-glucosamin geknipft und
dieses wiederum glykosidisch B(1—4) mit der n&chsten Glukuronsdure in der
polymeren Kette verbunden. Im Organismus bildet HA in fast allen Geweben einen
grundlegenden Bestandteil der extrazellularen Matrix (EZM), wo sie durch Adhasion
(Underhill und Dorfmann, 1978), Proliferation (West und Kumar, 1989) und Migration
(Peck und Isacke, 1996) einen stimulierenden Effekt auf Zellaktivitaten austbt. Die
Synthese der HA wird durch integrale Membranproteine, den HA-Synthasen (HAS),
gewabhrleistet. Diese Enzyme kdnnen in drei unterschiedlichen Isoformen (HAS1, 2,
3) vorliegen und bauen die Hyaluronsaure aus einzelnen Monosaccharidbausteinen
auf. Das entstehende Polymer wird durch das Langenwachstum der Kette und tber
ABC-Transporter durch die Membran aus der Zelle geschleust (Weigel et al., 1997).
Als Makromolekul verfagt HA Uber ein Molekulargewicht von 200 kDa bis 2.000 kDa
(Itano et al., 1999). Als Bestandteil der von Kumuluszellen gebildeten EZM des
Kumulus Oozyten Komplexes (COC) Obernimmt HA im  weiblichen
Reproduktionstrakt eine wichtige Rolle bei der Oozytenmaturation und
Kumulusexpandierung (Ball et al., 1982; Schoenfelder et al., 2003). Wé&hrend der
Follikelreifung bilden die Granulosazellen ein mehrschichtiges Epithel, welches die
Eizelle umgibt. Am Ende des Follikelwachstums differenzieren sich die
Granulosazellen in Kumuluszellen und murale Granulosazellen. Beide dieser
Subpopulationen sind zur Synthese von HA fahig. Physiologisch wird die Synthese
und Organisation von HA in der EZM der Kumuluszellen durch den praovulatorischen
LH-Anstieg initiiert (Ball et al., 1982). Somit kommt es zur Expandierung des COC,
wodurch eine Loslésung von der Follikelwand gewahrleistet wird (Chen et al., 1993).
Auch eine Injektion von human chorionic Gonadotropin (hcG) ins Serum fiihrt zu
einem Anstieg der HA-Synthese im COC (Salustri et al., 1992). Schoenfelder et al.
zeigten 2003, dass die Zufuhr von Gonadotropinen (LH, FSH) in bovinen COC einen
schnellen und 120-fachen Anstieg der HAS2 mRNA-Expression bewirkt, wahrend die
HAS3 mRNA nur um das 2-fache hochreguliert wurde. HAS1 mRNA wurde kaum
detektiert. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass das Enzym HAS2 fir die
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schnelle Synthese von HA im bovinen COC verantwortlich ist (Schoenfelder et al.,
2003). Die Vermittlung HA-induzierter Effekte wird durch Rezeptoren geleistet.
Identifiziert wurde der transmembrane Rezeptor CD44 und der ,Rezeptor for
Hyaluronic Acid-Mediated Motility* (RHAMM) (Schoenfelder et a., 2003; Yokoo et al.,
2002; Otha et al., 1999). Das Glykoprotein CD44 ist fiir Zell-zu-Zell Interaktionen und
fir die Kommunikation zwischen der Zelle und der EZM verantwortlich (Naor et al.,
1997). Des Weiteren zeigten verschiedene Studien einen Einfluss auf die Inhibition
von Apoptosis (Kaneko et al., 2000), die Endozytose von HA (Tammi et al., 2001),
die Augmentation der Motilitdt und Metastasen von Tumorzellen (Thomas et al.,
1992) und die Stimulation von Lymphozyten (Lesley et al., 1997). Der andere
bekannte Rezeptor RHAMM besitzt zwei potenzielle HA-Bindungstellen (Yang et al.,
1993) und wird sowohl in der Zelle als auch an der Zelloberflache exprimiert (Toole,
1997). Neben der Vermittlung von Zellaktivitaten ist RHAMM in die Wundheilung, die
Migration von Zellen der glatten Muskulatur (Savani et al., 1995) und die Modulation
des Zilienschlages in der Trachea (Lieb et al., 2000) involviert. Im COC kommt es
wahrend der in vitro Maturation zu einem starken Anstieg der mRNA CD44
Expression. Eine Steigerung der CD44-Expression konnte ebenfalls durch eine
Gonadotropinbehandlung gezeigt werden (Schoenfelder et al., 2004). Aufgrund der
unveranderten Auspragung der RHAMM mRNA wéahrend der in vitro Maturation von
COCs schlieBen Schoenfelder et al. (2003), auf eine spezifische Beteiligung des
CD44 Rezeptors an der Eizellenreifung. Durch die Anreicherung von HA im Kumulus,
welche bei der Maus zwischen 5 und 10 pug/ml liegt (Camaioni et al., 1996), gelangt
die HA auch in die Follikelflissigkeit. Daher befindet sich HA als natirlicher
Bestandteil in Eileiter- und Uterussekreten. Beim Rind wurde in der Eileiterflissigkeit
der groBte Gehalt an HA am Tag der Ovulation nachgewiesen (2,9 +/- 0,64 ug pro
Tag), wahrend der geringste Gehalt vier Tage vor der Ovulation gemessen wurde
(Bergquvist et al., 2005). In boviner gepoolter Follikelflissigkeit handelt es sich um
eine Konzentration von 37,19 ug/ml (Stojkovic et al., 2002). Kano et al. analysierten
1998 in porciner Follikel-, Ovidukt-, und Uterusfliissigkeit eine Konzentration von 0,4
bis 18,3 pug HA pro ml. Beim Menschen wurde eine Konzentration von 66,9 ng/ml in
der  Follikelflissigkeit  unfertilisierter  Eizellen = nachgewiesen,  wéhrend
Follikelflissigkeit, die eine befruchtete Eizelle enthielt, signifikant weniger HA
beinhaltete (50 ng/ml) (Saito et al., 2000). Des Weiteren wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen dem HA-Gehalt in der Follikelflissigkeit und der
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Implantationsrate nachgewiesen (Babayan et al., 2008). Wahrend bei Frauen, deren
Embryonen sich nach einem Embryotransfer implantiert haben, eine Konzentration
von 220 ng/ml gemessen wurde, verfigten Frauen, in denen sich der Embryo nicht
implantierte, nur Uber einen HA-Gehalt von 158 ng/ml in der Folliklelflissigkeit.
Stojkovic et al. zeigten 2002, dass geschllipfte Blastozysten signifikant hdhere HA
Mengen sezernieren als Embryonen in friiheren Entwicklungsstadien. In vitro Studien
prasentieren ebenfalls die Bedeutung von HA flr eine erfolgreiche Trachtigkeit. So
beschrieben Stojkovic et al. (2002) eine signifikant bessere Entwicklung boviner
Blastozysten, wenn diese mit dem Zusatz von HA kultiviert wurden. Auch bei der
Kultivierung von porcinen parthenogenetischen Embryonen verbesserte die Zufuhr
von exogener HA die Entwicklungsrate signifikant (Toyokawa et al., 2005). Borg et al.
wiesen 2008 durch die Addition von HA zum Kultivierungsmedium ebenfalls eine
signifikant erhdéhte Entwicklungsrate bei parthenogenetischen Rattenembryonen
nach. Es ist anzunehmen, dass die Expression des RHAMMs, welche ab dem
embryonalen 2-Zellstadium detektiert wurde, fur die positiven Auswirkungen in Folge
der HA Supplementierung verantwortlich ist (Stojkovic et al., 2003; Choudhary et al.,
2007). Wahrend die HA sowohl bei der Oozytenmaturation als auch bei der
embryonalen Entwicklung eine férdernde Rolle einnimmt, konnte bisher kein Einfluss
auf die Befruchtungsrate bei in vitro fertilisierten Eizellen nachgewiesen werden
(Borg et al., 2008). Ueno et al. zeigten 2009 bei denudierten murinen Eizellen, dass
die Zugabe eines HA-Synthase Blockers (4-Methylumbelliferone) zu einer
unveranderten Fertilisationsrate flihrt. Des Weiteren wiesen Ueno et al. (2009) nach,
dass auch die Oozyte selbst HA synthetisiert und damit zur Ausweitung des
Perivitellin-Raumes beitragt. Auf diese Weise tritt wahrend der IVF bei
unbehandelten denudierten Oozyten signifikant weniger Polyspermie auf als in HA-
Synthase geblockten denudierten Eizellen. Eine mdgliche Erklarung kénnte in der
Verbesserung der Induktion der Akrosomreaktion durch die Interaktion zwischen den
Spermien und der HA des Kumulus bzw. des Perivitellin-Raumes liegen (Sabeur et
al., 1998). Huszar et al. zeigten 1990, dass Spermien an HA in Lésung binden,
wodurch ein starker Anstieg des GeiBelschlages und der Schwimmgeschwindigkeit
ausgeldst wurde. Aufgrund der dominanten preovulatorischen Anwesenheit von HA
in der intraluminalen Flissigkeit sowie im Epithel des Spermienreservoir (Bergqvist et
al., 2005; Tienthai et al., 2003) und der Expression spezifischer HA Rezeptoren (PH-
20 und RHAMM) in maturierten Spermatozoen (Sabeur et al., 1998; Kornovski et al.,
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1994) kann ein Zusammenhang mit der Loslésung der Spermien aus ihrem Reservoir
durch die HA-induzierte Hyperaktivitat vermutet werden. Ein weiterer Hinweis fir die
Relevanz von HA im kaudalen Abschnitt des Ovidukts stellt die starke Expression
des Zelloberflachenrezeptors CD44 dar (Ulbrich et al.,, 2004). Mit einem
Molekulargewicht von 200 kDa (Bergqvist et al., 2005) bildet der CD44 den gr6Bten
der drei bekannten HA-Rezeptoren (CD44, RHAMM, PH-20). Wahrend sich der
CD44 in allen Segmenten des bovinen Eileiters auf der ad-luminalen Oberflache und
der Supra-nuklear Region der sekretorischen Epithelzellen nachweisen lasst
(Tienthai et al., 2003; Bergquvist et al., 2005), zeigt ausschlieBlich das Eptihel des
Uterus-Isthmus-Ubergangs eine Rezeptorprdsenz innerhalb des gesamten
Zytoplasmas (Bergqvist et al., 2005). Im Gegensatz zur Ampulla ist die mRNA-
Expression des CD44 im Isthmus um das 10-fache erhdht. Zyklusabhangige
Veranderungen wurden ebenfalls detektiert. Dabei ergab sich im Isthmus ein
signifikant hdheres Level der CD44 mRNA im Ostrus (19. und 20. Tag) als in der
spaten Lutealphase (13.-18. Tag) (Ulbrich et al., 2004). Wahrend eine
zyklusorientierte Vermittlung der HA-induzierten Wirkung im Isthmus Uber den CD44
Rezeptor geregelt wird, Gbernimmt in der Ampulla der RHAMM diese Aufgabe. Dabei
ist die mMRNA-Expression des RHAMMSs im Ostrus signifikant héher als in der friihen
und mittleren Lutealphase (Ulbrich et al., 2004). Daher scheint die Dominanz der
beiden HA-Rezeptoren in der pra- und periovulatorischen Phase eine wichtige
Voraussetzung fir HA-vermittelte Effekte bei der Gametenmaturation sowie der
Spermien-Eizellen-Interaktion (Schoenfelder et al., 2003; Tienthai et al., 2003)
darzustellen. Neben den férdernden Effekten auf die Reifungsprozesse liegt die
Vermutung nahe, dass HA durch eine Beeinflussung des Zilienschlages im Eileiter
auch am Gametentransport beteiligt sein kénnte. Anlass zu der Annahme besteht vor
allem durch die Kenntnis, dass eine HA-Behandlung von Spermien in vitro zu einer
Steigerung der Motilitdt und Schlagfrequenz des Spermienschwanzes fuhrt (Huszar
et al., 1990). Kornovski et al. (1994) nahmen an, dass die Prasenz des HA Rezeptors
RHAMM auf der Oberflache der Spermatozoe eine wichtige Rolle fir die Vermittlung
der Spermienmotilitat darstellt. Aufgrund der aquivalenten mikrotubularen Struktur
des Spermienschwanzes und der Zilie vermuteten Wissenschaftler bereits Parallelen
im Bezug auf HA induzierte Effekte bei Zilien trachealer Epithelzellen (Lieb et al.,
2000; Forteza et al., 2001; Manzanares et al., 2007). Forteza et al. wiesen 2001 in

einer in vitro Studie an ovinen trachealen Epithelzellen eine gesteigerte
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Zilienschlagfrequenz (ZSF) durch die Bindung von HA an den RHAMM nach.
Zunéachst maBen sie die ZSF (in Hz) vor und nach der Zugabe von 50 pg/ml HA. Der
daraufhin verzeichnete Anstieg der ZSF wurde in einem zweiten Versuch durch eine
Vorbehandlung des Epithels mit einem anti-RHAMM Antikérper blockiert. Daraus
geht hervor, dass der HA induzierte Anstieg der ZSF durch die Anwesenheit des
RHAMMSs vermittelt wird. Dies bestétigen auch die Ergebnisse von Manzanares et al.
(2007). Untersuchungen zur Analyse des Einflusses von HA auf die ZSF im Eileiter
bestehen bislang nicht. Da die Expression des RHAMMs in der Ampulla zu dem
Zeitpunkt der Ovulation am héchsten ist (Ulbrich et al., 2004), kann eine HA
induzierte Beteiligung am Oozyten Pick up vermuten werden. Ein wichtiger Faktor fur
die biologische Aktivitdt der HA ist das Molekulargewicht. Wahrend ein
Molekulargewicht < 300 kDa eine stimulierende Wirkung auf die Zellproliferation
ausubt (Horton et al.,, 1999), inhibiert ein Molekulargewicht > 1000 kDa die
Zellproliferation (Delpech et al., 1997). Die Untersuchungen am Epithel der Trachea
zeigten ebenfalls eine differenzierte Wirkung beziglich des Molekulargewichtes. HA
unter 300 kDa erzielte einen Anstieg der ZSF (Forteza et al., 2001; Leib et al., 2000).
Keinen Einfluss auf die ZSF wurde durch HA mit einem groBen Molekulargewicht ( >
1000 kDa) erlangt (Morimoto et al., 1991). Auch die Erhéhung der Spermienmotilitat
wurde durch ein niedrigeres Molekulargewicht stimuliert (Ranganathan et al., 1995).
In den Kumuluszellen der Eizelle stimuliert der pra-ovulatorische Anstieg des
Luteinisierenden Hormons (LH) die Synthese von HA (Saito et al., 2000; Tienthai et
al., 2000). Dieser Prozess ist notwendig, damit sich der expandierte Kumulus-
Oozyten-Komplex (COC) von der Follikelwand Iésen kann. Zudem synthetisiert und
sezerniert die Oozyte selbst HA. Somit kommt es zu einer Ausweitung des
Perivitalraumes, wodurch das Auftreten von Polyspermie reduziert wird (Ueno et al.,
2009).
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Das Wachstumshormon

Das Wachstumshormon, auch unter den Synonymen Somatotropin oder Growth
Hormon bekannt, ist ein einkettiges Proteohormon, dessen Primarstruktur aus 191
Aminosauren aufgebaut ist. Fir die Interaktionen zwischen GH und GHR ist die
dreidimensionale  Struktur aus vier a-Helices mit zwei intramolekularen
Disulfidbindungen verantwortlich (Abdel-Maguid et al., 1987). Allerdings existieren
artspezifische Varianten des Hormons, wobei die Aminosduresequenz des bovinen
GH zu 66 % mit der des humanen GH Ubereinstimmt (Basic Local Alignment Search
Tool, BLAST). So besitzt das humane GH ein Molekulargewicht von 22.000 Da (Li
und Dixon, 1971), wahrend bei bovinem GH in verschiedenen Studien (Li et al., 1945
und 1948) Werte zwischen 20.000 und 50.000 Da ermittelt wurden. Im Organismus
wird das Somatotropin in den azidophilen Zellen des Hypophysenvorderlappens
(HVL) gebildet und dessen Ausschittung direkt Uber Neuropeptide des
Hypothalamus reguliert (Plotsky und Vale, 1985). Dabei wirkt das Somatoliberin
(GHRH: Growth-Hormone-Releasing-Hormone) stimulierend auf die Synthese und
Sekretion von GH, wahrend das Somatostatin (GHIH: Growth- Hormone-Inhibiting-
Hormone) die Ausschittung hemmt. GHRH aktiviert dabei an den somatotropen
Zellen das cAMP-System, welches hingegen durch inhibitorische G -Proteine des
Somatostatin unterdriickt werden kann. Zudem ist GH selbst, wie auch IGF-1
(Insulin-like-growth-faktor-1), durch eine stimulierende Wirkung auf GHIH in der
Lage, die GH Ausschiittung zu reduzieren. Die Wirkung von GH lasst sich in schnell
wirksame metabolische Effekte und in eine langsam und lang wirkende Stimulierung
des Wachstums einteilen. Metabolische GH-induzierte Effekte werden durch die
Wechselwirkung mit den Zielzellen vermittelt. Basierend auf einer erhdhten
Lipolyseaktivitdt dienen die freigesetzten Fettsduren als Energietrager zur
Proteinsynthese. Ein reduzierter Glukosetransport tUber die Zellmembran veranlasst
eine insulinantagonistische Wirkung und aktiviert die Glukoneogenese (Dart et al.,
1998). Eine langer andauernde wachstumsférdernde Wirkung wird in der Leber durch
eine GH abhangige Synthese von den Wachstumsfaktoren 1 und 2 (Insulin-like-
growth-factor, IGF 1 und 2) initiiert. Diese insulinahnlichen Molekile binden im Blut
an IGFBPs und weisen mit 20 Stunden eine langere Halbwertszeit als GH auf. Die
Sekretion des endokrinen Wachstumshormons erfolgt pulsatil Gber den Tag verteilt,
wobei in der Nacht die Maximalwerte erreicht werden. Auf die GH-Synthese kann
sowohl eine direkte Ausschittung folgen oder zunachst eine Speicherung in
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sekretorischer Granula der somatotrophen Zellen. Die Sekretionsmenge ist von der
Anzahl und GréBe der somatotrophen Zellen abhangig. Diese und die sekretorische
Granula nehmen wahrend der Embryogenese und postnatal zu (Sun et al., 1984). In
der Pubertat werden die hdchsten Tagesmengen erzielt, die nach Abschluss des
Wachstums relativ schnell abfallen. Mit dem Alter nimmt auBerdem die Frequenz und
Amplitude der pulsatilen GH-Freisetzung ab (Sun et al. 1984, Finkelstein et al., 1972;
Console et al.,, 1993). Die Ausschittung des Hormons erfolgt durch Exozytose
(Farmer et al., 1989; Zor, 1983), die einen Calcium-abhangigen Prozess darstellt.
Durch die Anwesenheit von Calcium-lonophoren, Calciumkanal-Agonisten, Stoffen
mit  hoher extrazellularer Calciumkonzentration sowie weiteren Calcium-
mobilisierenden Stoffen (z.B. cAMP-Analoga, Prostaglandine) wird ein Anstieg der
zytosolischen Calciumkonzentration bewirkt und eine Exozytose von GH eingeleitet
(Cuttler et al., 1992; Holl et al., 1988; Lussier, 1991). Das freigesetzte GH gelangt im
Folgenden Uber den Blutkreislauf zu den Zielzellen. Die biologische Halbwertszeit
des somatotropen Hormons betragt in freier Form etwa 20 bis 60 Minuten. Durch die
Bindung an ein Transportprotein wird eine rasche Metabolisierung des GH verhindert
(Baumann und Mercado, 1993). Bei den Transportproteinen handelt es sich um
spezifische Wachstumshormon-Bindungsproteine (GHBP), die eine Beférderung zu
den Zielzellen gewahrleisten. Beim Menschen wurden bereits zwei GHBP
identifiziert, welche sich durch eine unterschiedliche Affinitdt zu GH differenzieren.
Das zirkulierende high affinity GHBP ist ein Glykoprotein und entspricht mit einem
Molekulargewicht von 60.000 bis 65.000 Da der extrazellularen Doméane des GH-Rs
(Goffin und Kelly, 1997). Bei dem low affinity GHBP handelt es sich vermutlich um
ein a2-Makroglobulin. Im Blut liegen etwa 40 % bis 45 % des GHs in gebundener
Form an dem high affinity GHBP vor. Von besonderer Bedeutung fir die
Hormonwirkung ist das Verhaltnis von GH und GHBP, da das GH nur in freier Form
eine Wirkung an seinem Rezeptor erzielen kann. Der GH-R ist ein einkettiges
Protein, welches der Klasse 1 Zytokinrezeptoren angehért (Kopchick und Andry,
2000). Die Bindungsstellen des Rezeptors werden durch eine extrazellulare, eine
transmembrane und eine zytoplasmatische Domane beschrieben (Kelly und Goffin,
1997). Die extrazellulare Domaéane lasst sich wiederum in zwei Subdoméanen
differenzieren, die durch eine Gelenkregion verbunden werden (Frank, 2002). GH
selbst verflgt Gber zwei Rezeptorbindungsstellen, wodurch eine Bindung an zwei
Rezeptoren gleichzeitig ermdglicht wird. Auf diese Weise kommt es zu einer
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Dimerisierung, die fir eine Signaliibertragung notwendig ist (Cunningham et al.,
1991; Fuh et al., 1992). Zu hohe GH-Konzentrationen fihren zu einer Bindung an die
verfigbaren Rezeptoren, wodurch es vermehrt zu unproduktiven monomeren
Interaktionen kommt (Frank, 2002). Somit ist das Verhéltnis von GHR und GH fir die
Hormonwirkung ebenfalls entscheidend. Der GHR wird in vielen Geweben des
Organismus exprimiert, wo er die Zellproliferation und-differenzierung stimuliert. Eine
Hormonwirkung am GH-Rezeptor wird hauptsachlich durch endogenes GH aus dem
HVL erzielt. Zusatzlich findet eine lokale GH-Synthese in extrahypophysaren
Bildungsstatten statt, die vermutlich tGber para- bzw. autokrine Mechanismen reguliert
wird. Zu den bekannten GH-produzierenden Geweben gehéren die Milchdrlse, die
Plazenta und das Ovar. Auf diese Weise wirkt das Wachstumshormon entweder
direkt oder Uber lokales IGF-1 und nimmt eine funktionelle Rolle in der weiblichen
Reproduktion ein (Hull und Harvey 2001). Im humanen Ovar publizierten Schwarzler
et al. (1997) einen intraovariellen auto- bzw. parakrinen Wirkmechanismus des
Wachstumshormons. Durch die Bindung an den GH-R in den ovariellen Teka-,
Granulosa- sowie Lutealzellen ist GH an der Regulierung und Modulierung der
Gonadotropinwirkung beteiligt und beglinstigt damit sowohl die Steroidogenese als
auch die Follikel- und Gametogenese. Die Anwesenheit des GHRs im bovinen
Ovidukt (Kirby et al., 1996) deutet auf einen GH- induzierten Wirkungsmechanismus
im Eileiter hin. Vor der Fertilisation zeigen immunhistologische Untersuchungen eine
GHR-Expression im Zytoplasma der zilientragenden Zellen. Dies bestatigen auch
Steffl et al. (2009), die im Ostrus und Metdstrus die starkste GHR-Expression im
Zytoplasma der zilientragenden Zellen nachweisen. Wéhrend die GHR-Synthese in
der bovinen Ampulla nach einer Befruchtung (3,5 Tage) stoppt (Kdélle, 2009,
persdnliche Mitteilung), andert sich die GHR-Expression in der porcinen Ampulla
nicht durch eine friihe Trachtigkeit (2-3 Tage) (Steffl et al., 2009). Die Synthese von
GH konnte weder immunhistologisch noch auf mRNA-Ebene im porcinen Eileiter
gezeigt werden (Steffl et al., 2009). Im bovinen gereiften Kumulus Oozyten Komplex
wird der GHR sowohl in den Kumuluszellen als auch in der Oozyte exprimiert (Kélle,
2009, persoénliche Mitteilung). Nach der Befruchtung ist das GHR-Protein erstmals in
3 Tage alten bovinen Embryonen im Zytoplasma der Blastomere nachzuweisen
(Kolle et al., 2001). Zu diesem Zeitpunkt erreicht der frihe Embryo den Uterus.
Waéhrend im Endometrium vor der Fertilisation keine Expression des GHRs gezeigt
werden kann, findet 3,5 Tage nach der Fertilisation eine starke GHR-Synthese im
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luminalen und glandularen Epithel statt (Kélle, 2009, persoénliche Mitteilung).
Wahrend die embryonale GHR-Expression an Tag 5 im Zytoplasma und in den
Kernen der Morula lokalisiert ist, exprimieren Blastozysten an Tag 8 den GHR in der
inneren Zellmasse (Koélle et al., 2001). Von einer funktionellen Wirkungsweise des
Rezeptors ist allerdings erst ab Tag 6 der Embryogenese auszugehen. Die
embryonale Synthese der GH mRNA wurde erst ab Tag 8 in vitro kultivierter
Embryonen nachgewiesen. Auf Proteinebene konnte embryonales GH jedoch nicht
detektiert werden, was darauf hinweist, dass die Transkription des GH-Gens zu
einem spateren embryonalen Entwicklungsstadium beginnt, als die des GHR-Gens.
Die Aktivierung des GHRs durch eine maternale hypophysare GH-Synthese oder
einer GH-Sekretion im Ovidukt und Endometrium wird diskutiert. Jedoch liegen
bisher noch keine Studien zur GH-Synthese im Endometrium wahrend der ersten
Tage der Trachtigkeit vor. Bekannt ist allerdings die f6érdernde Wirkung von
exogenem GH auf die praimplantatorische Embryonalentwicklung von in vitro
produzierten Embryonen, die sowohl durch eine Modulierung des Kohlenhydrat- Fett-
und Energiemetabolismus als auch durch eine Beeinflussung des Tranportprozesses
im frGhen in vitro fertilisierten Embryo hervorgerufen wird (Kdlle et al., 2004).
AuBerdem zeigen Analysen von Kolle et al. (2001), dass eine GH-Behandlung an 6
bis 8 Tage alten in vitro kulitivieren Embryonen zu einer Eliminierung von Glykogen
aus der inneren Zellmasse und zu einem Anstieg der Lipidexozytose in der

Blastozyte fuhrt.
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3 Eigene Untersuchungen — Material

3.1 Untersuchte Tiere

Eileiter und Uteri wurden unmittelbar nach der Schlachtung von Kihen der Rasse
Fleckvieh, Schwarzbunte und Rotbunte im Alter zwischen 2 und 8 Jahren in den
Schlachthéfen GieBen und Granditz (Osterreich) gewonnen. Es wurden
ausschlieBlich gesunde Tiere in die Untersuchungen einbezogen.

Far die Untersuchungen an den Eileitern und Uteri tragender Rinder wurden in der
Klinik fir Geburtshilfe, Gynékologie und Andrologie des Fachbereiches
Veterinarmedizin Giessen Kihe definiert besamt. Nach 2,5 bis 4,5 Tagen p.f. wurden
die Rinder im Institut fir Pathologie des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-
Liebig Universitat GieBen getétet und Eileiter und Uteri enthommen.

3.2 Lésungen, Medien, Puffer

Alcianblau 8GX, pH 2.5

Zunachst wurde eine 1%ige Alcianblau-Lésung hergestellt. Dazu wurde 1 ¢

Alcianblau 8GX (Hopkin and Williams, Chroma, Minster, Deutschland) abgewogen
und in 100 ml erwarmter 3 % iger Essigsaure geldst. Im Anschluss wurde der pH-
Wert mit Hilfe eines pH-Meters (Schott AG, Stafford, UK) gemessen und mittels 25
%iger HCI-Losung (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf einen pH-Wert von 2,5
eingestellt. AbschlieBend wurde die Lésung mehrfach filtriert (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland).

Bouin-L6sung

Die Losung setzt sich aus 15 Teilen gesattigter wassriger Pikrinsaure (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland), 5 Teilen 37%igem Formalin (Carl Roth GmbH und Co. KG,
Karlsruhe) und einem Teil Essigsdure (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

Zzusammen.
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HCI-L6sung (0,1 N)
Um eine 0,1 N HCL-L&sung herzustellen wurden 2,92 ml einer 25 %igen HCI-Lésung

(Merck, Darmstadt, Deutschland) in 200 ml Aqua dest. gelést.

HEPES-Ringer Puffer

Zur Herstellung von einem Liter HEPES-Ringer Puffer wurden folgende Reagenzien
in 1 L Aqua dest. geldst.

Tab. 1: Reagenzien mit zugehdriger Quelle und Mengenangabe zur Herstellung von
HEPES-Ringer

Reagenzien Quelle Menge
KClI Sigma-Aldrich, Steinheim, 0,418 g
Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich, Steinheim, 7,97 ¢
Deutschland
1 M MgCl Lésung Sigma-Aldrich, Steinheim, 1 ml
Deutschland
1 M CaCl-Lésung Sigma-Aldrich, Steinheim, 2,2 mil
Deutschland
Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim, 1,98 ¢
Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim, 2,38 ¢
Deutschland

Im Anschluss wurde der pH-Wert an einem pH-Meter ermittelt und auf 7,4 eingestellt.
AbschlieBend wurde die Lésung durch einen Porenfilter (Nalge Nunc International,
New York, USA) membranfiltriert.

Hyaluronidase (0,05 %)
Zum Ansetzen der Hyaluronidase (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden

0,025 g Hyaluronidase abgewogen und erst unmittelbar vor Gebrauch in 5 ml
Phosphatpuffer (pH 6,7) geldst.

Kernechtrot (0,1 %)
Um eine 0,1 %ige Kernechtrot-Lésung zu erhalten, wurden 0,2 g Kernechtrot

(Chroma Minster, Deutschland) fir 5-10 min. in 200 ml 5 %iger
Aluminiumsulfatlésung (Schmid GmbH & Co., Stuttgart-Untertirkheim, Deutschland)
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gekocht. Nachdem die resultierende Lésung abgekihlt war, wurde sie einer Filtration
(Sartorius AG, Géttingen, Deutschland) unterzogen.

PBS (phosphatgepufferte Salzlésung)
Ein 5 | PBS-Puffer beinhaltet folgende Bestandteile.
1) 28,75 ml einer 0,2 M Lésung A
2) 96,2 ml einer 0,2 M Lésung B
3) 22,4 g NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Zur Herstellung der Lésungen A und B wurden die in der Tabelle aufgefihrten
Reagenzien jeweils mit 1 | Aqua dest. in Lésung gebracht.

Tab.2 : Reagenzien mit der zugehérigen Quelle und Mengenangabe zur Herstellung

von PBS
Lésungen Reagenz Quelle Menge
Lésung A NaH; PO4 x 2 H,O | Carl Roth GmbH 31,29
und Co. KG,
Karlsruhe,

Deutschland
Lésung B Naz; HPO4 x 2 H,O | Merck, Darmstadt, 35,69
Deutschland

Nach der Mischung der drei Hauptbestandteile wurde der Puffer auf 5 | aufgefillt und
am pH-Meter auf 7,4 eingestellt.

0.2 M Phosphatpuffer (pH 6.7)
Es wurden 115 ml der Stammlésung A (PBS-Puffer) und 385 ml der Stammlésung B

(PBS-Puffer) gemischt und mit Aqua dest. auf 500 ml erganzt. Mittels des pH-Meters
wurde der pH-Wert auf 6,7 eingestellt.

Sylgardgel 18

Zur Erstellung des Sylgardgel 184 (Dow Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
wurden 9 Teile der Sylgard 184 Base und 1 Teil des Sylgard 184 Harters

abgewogen und bei Raumtemperatur fir 2 Stunden miteinander vermengt.
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Fir eine weitere Stunde wurde das Gemisch in einen Exsikkator mit
Unterdruckpumpe gestellt. Entstandene Luftblasen wurden auf diese Weise aus dem
Gel entfernt. Nun konnten 1,2 ml der zahen Flissigkeit mittig auf einem Delta T-Dish
0,17 mm, klar (Bioptechs Inc., Butler, USA) aufgegossen und gleichmaBig Gber den
Boden verteilt werden. Um eine Aushartung des Gels zu erreichen, verblieb es lber
Nacht bei 60 °C im Warmeschrank (Memmert GmbH und Co. KG, Schwabach,
Deutschland).

3.3 Pharmaka

Die verwendeten Pharmaka sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tab. 3: Auflistung der eingesetzten Pharmaka mit Quellenangabe

Pharmaka Quelle

Hyaluronsaure Worthington Biochemical Cooperation, Lakewood, NJ

(von bovine vitreous humor)

Progesteron Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Wachstumshormon Sioux Biochemical Industry, 1A

(von bovine pituitary)
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4 Eigene Untersuchungen — Methoden

4.1 Probengewinnung

Die Uteri wurden samt Eileiter und Ovarien unmittelbar nach der Schlachtung durch
einen Schnitt kaudal der Zervix und der Durchtrennung vom Ligamentum latum uteri
und Ligamentum teres uteri enthommen. Fir den Transport wurden die Proben auf

Eis gelagert.

4.2 Zyklusbestimmung

Die Bestimmung des Zyklusstandes setzte sich durch eine Beurteilung der Ovarien,
der Eileiter, der Uteri und der Zervix zusammen. Dabei wurden folgende Punkte
dokumentiert.
Ovar:
- Gr6Be und Symmetrie
- Follikel
- Corpus Luteum
o Anbildung
o Blite
o Ruickbildung
Eileiter:
- Durchmesser und Symmetrie
- Vaskularisation ( - bis +++)
Uterus:
- Gr6éBe und Symmetrie
- Schleimhaut
o Schleim ( - bis +++)
o Farbe
o Ablagerungen
- Anwesenheit von Karunkeln
Zervix:
- Offnungsgrad ( - bis +++)
- Schleim ( - bis +++)
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Uterushorner

Ovarien

Zervix

Abb. 2: Freipraparierter Uterus mit Eileiter und Ovarien

Zur Kontrolle diente eine mikroskopische Charakterisierung des Epithels. Eine
Differenzierung zwischen sekretorischer oder proliferatorischer Phase des Epithels
wurde bei den eingebetteten Proben anhand histologischer Farbungen und bei den
unfixierten Proben direkt unter dem Videomikroskop vorgenommen. Eine

Kombination dieser Befunde stellte die Basis zu einer sicheren Zyklusdiagnostik dar.
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In der folgenden Tabelle wird verdeutlicht wie die Zyklusstdnde makroskopisch

differenziert wurden.

Tab. 4: Makroskopische Merkmale an Ovar, Uterus und Zervix zur
Zyklusbestimmung

Zyklusstand Ovar Eileiter Uterus Zervix
Prodstrus - viele kleine - @ normal - kein Schleim - geschlossen
Follikel < 1,2 cm - hormale - kein Schleim
- C.L. albicans Vaskularisation
Ostrus -dominante Follikel - 0 erweitert - viel Schleim - weit gedffnet
(Graaf) - stark - viel
2-2,5cm vaskularisiert zéhflissiger
Schleim
Metdstrus - kleine Follikel - o erweitert - wenig Schleim - leicht gedffnet
-C.L - deutlich - blutige - wenig Schleim
haemorhagicum vaskularisiert Beimengungen
Diostrus - kleine Follikel - o normal - kein Schleim - geschlossen
-C.L. - hormale - kein Schleim

- Anbildung (wenig
erhaben, rétliche
Farbung)

- Blute
(Sektkorkenférmig,
gelb, nimmt GroBteil
des Ovars ein)

- Rickbildung (verliert

gelbe Farbe)

Vaskularisation
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4.3 Praparation

Um den Eileiter vom Uterus zu selektieren, wurde eine mittelgroBe gebogene Schere
verwendet und das Ovidukt samt Ovar und utero-tubaren Ubergang durch die
Trennung vom Mesosalpinx herausgeschnitten. Der separierte Eileiter wurde auf
einem Schneidebrett aus Kork ausgestreckt und mit 20 G Kanilen (Braun,
Melsungen, Deutschland) am Ovar und utero-tubaren Ubergang fixiert. Eine
anschlieBende Benetzung des zu péparierenden Eileiters mit HEPES bewahrte das
Probenmaterial vor der Austrocknung. Mittels einer mittelgroBen anatomischen
Pinzette (JST Instruments, Leeds, UK) und eines Klingenmessers (C. Bruno Bayha
GmbH, Tuttlingen, Deutschland) erfolgte die Beseitigung des umliegenden
Mesosalpinx, so dass das Ovidukt gestreckt werden konnte. Darauf folgte eine
Separierung der Ampulla in ca. 1 cm groBe Stlcke. Diese wurden zur weiteren
Verwendung in 35 mm x 10 mm Plastikschalchen (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland) mit HEPES aufbewahtrt.

4.4 Fixierung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die ca. 1 cm langen Eileitersticke je
nach Experiment entweder direkt oder gleich nach der Inkubation mit Hormonen und
Pharmaka fir 24 h in Bouin-Lésung fixiert. AnschlieBend wurden die Proben in 70
%igem Ethanol gespllt (3 Tage, 2 x taglich), um die Fixans aus dem Gewebe zu
entfernen. Im Einbettautomat (Leica, Wetzlar, Deutschland) erfolgte eine
Entwasserung der Proben, bevor diese in Férmchen mit flissigem Paraffin platziert
wurden. Eine in die AufgieBstation (Leica, Wetzlar, Deutschland) integrierte
Kihlplatte diente der schnellen Erhartung der Paraffinbl6cke, so dass diese aus der
Form geldst werden konnten. Zur Erstellung der Schnitte wurden die Paraffinblécke
erneut auf einer Kihlplatte verdichtet. AnschlieBend wurde der Block in das
Rotationsmikrotom (Leica, Wetzlar, Deutschland) eingespannt und 3 um dicke
Schnitte angefertigt. Diese wurden darauf hin in einem warmen (60 °C) Wasserbad
(Memmert, GmbH und Co. KG, Schwabach, Deutschland) gestreckt und auf
beschichteten Objekttrager platziert.
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4.5 Morphologische Charakterisierung des Eileiters

Fur einen morphologischen Vergleich von Eileiter und Uteri trachtiger (3,5 -4,5 Tage)
(n = 4) und zyklischer Rinder (Metdstrus) (n = 4) diente eine Hamatoxylin-Eosin
Farbung (HE). Die HE-Farbung stellt eine Ubersichtsfarbung dar, wobei sich die
Kerne (lila) farblich vom Zytoplasma (rosa) absetzten. Folgende Parameter wurden
bericksichtigt.

1) Differenzierung der sekretorischen, zilientragenden und Basalzellen

2) Epithelhdhe
Die Durchfihrung der HE-Farbung wurde nach dem in der Tabelle 5 dargestellten
Ablauf umgesetzt.
Tab. 5: Hamatoxylin — Eosin Farbeprotokoll

Dauer Quelle

Material

Arbeitsschritt

1. Entparaffinieren | Xylol 3 x 10 min. Merck, Darmstadt, D
und
Rehydrieren 100 % Ethanol 2 x5 min.
96 % Ethanol 5 min.
80 % Ethanol 5 min.
70 % Ethanol 5 min.
Aqua dest. 5 min.
2. Farbung Hamatoxylin 20 sec. Anatomical Pathology
International Runcorn,
Cheshire, GB
3. Blauen Leitungswasser 10 min.
(flieBend)
4. Gegenfarbung Eosin 5 min. Merck, Darmstadt, D
5. Spllen Aqgua dest. 5 min.
6. Dehydrieren 70 % Ethanol 5 min.
80 % Ethanol 5 min.
96 % Ethanol 5 min.
100 % Ethanol 2 x 5 min.
Xylol 3 x 10 min.
7. Eindeckeln Vitro Clud R.Langenbrinck,
Teningen, D
Deckgléaser Carl Roth GmbH
und Co.KG, Karlsruhe,
D
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4.6 Histochemische Untersuchung des Eileiters

Es wurden Eileiter und Uteri von unbefruchteten (Metdstrus) (n = 4) mit trachtigen
Rindern (3,5 — 4,5 Tage) (n = 4) verglichen sowie Veranderungen wahrend des
Zyklus (Ostrus: n = 8, Metdstrus: n = 12, Didstrus Bliite: n = 11, Prodstrus: n = 8)
gegeniibergestellt. Zudem wurde der Einfluss von Progesteron (Ostrus: n = 7,
Metéstrus: n = 6, Diéstrus Bliite: n = 5, Prodstrus: n = 5), Hyalurons&ure (Ostrus: n =
3, Metéstrus: n = 6, Dibstrus Blite: n = 4, Pro6strus: n = 4) und des
Wachstumshormons (Ostrus: n = 4, Metdstrus: n = 3, Didstrus Bliite: n = 4,

Prodstrus: n = 4) an Eileitern zyklischer Rinder untersucht.

4.6.1 Perjodsaure Schiff Reaktion (PAS)

Die PAS Farbung weist neutrale Glykosaminoglykane und Glykogene nach. Eine
zusatzliche a-Amylase-Behandlung bewirkt einen enzymatischen Verdau von
Glykogenen, wodurch selektiv auf die Menge ihrer Anwesenheit geschlossen werden
konnte. Die PAS-Farbung wurde nach dem Ablauf der folgenden Tabelle 6
durchgefihrt.
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Tab. 6: Perjodsaure — Schiffs Farbeprotokoll
Arbeitsschritt

Material

Dauer

Dauer

Quelle

PAS o. Amylase

PAS m. Amylase

1. Entparaffinieren | Xylol 3 x 10 min. 3 x 10 min. Merck,
und Darmstadt, D
Rehydrieren 100 % Ethanol 2 x5 min. 2 X 5 min.
96 % Ethanol 5 min. 5 min.
80 % Ethanol 5 min. 5 min.
70 % Ethanol 5 min. 5 min.
Aqua dest. 5 min. 5 min.
2. Amylaseverdau | 0,5 % a-Amylase 10 min. Merck,
Darmstadt, D
3. Waschen Aqua dest. Kurz
4. Hydrolyse 0,1% 10 min. 10 min. Merck,
Perjodsaureldsung Darmstadt, D
5. Wassern Leitungswasser 10 min. 10 min.
(flieBend)
6. Waschen Aqua dest. Kurz Kurz
7. Farbung Schiffs Reagenz 20 min. 20 min. Merck,
Darmstadt, D
8. Wassern Warmes (37 °C) 5 min. 5 min.
Leitungswasser
(flieBend)
9. Waschen Aqua dest. 2 x 2min. 2 x 2min.
10. Gegenfarbung | Hamalaun 1 min. 1 min.
11. Blauen Leitungswasser 10 min. 10 min.
(flieBend)
12. Dehydrieren 70 % Ethanol 5 min. 5 min.
80 % Ethanol 5 min. 5 min.
96 % Ethanol 5 min. 5 min.
100 % Ethanol 2 x5 min. 2 X 5 min.
Xylol 3 x 10 min. 3 x 10 min.
13. Eindeckeln Vitro Clud R.Langenbrinck,
Teningen, D
Deckgléaser Carl Roth GmbH
und Co.KG,
Karlsruhe, D
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4.6.2 Alcianblau-Farbung

Die Anwendung der Alcianblau-Farbung diente dem Nachweis von sauren
Glykosaminoglykanen, wobei diese durch eine blaue Anfarbung visualisiert wurden.
Da mit einem pH-Wert von 2,5 gearbeitet wurde, sind sowohl Sulfat- als auch
Karboxylgruppen erkannt worden. Die Farbung wurde entsprechend des folgenden
Protokolls ausgefiihrt (Tab. 7).

Tab. 7: Alcianblau-Farbeprotokoll

Arbeitsschritt Matreial Quelle
Entparaffinieren | Xylol 3 x 10 min. Merck, Darmstadt, D
Rehydrieren 100 % Ethanol 2 X 5 min.

96 % Ethanol 5 min.
80 % Ethanol 5 min.
70 % Ethanol 5 min.
Aqua dest 5 min.
2. Erythrolyse 3 % Essigsaure 3 min. Carl Roth GmbH
Und Co.KG,
Karlsruhe, D
3. Farbung Alcianblau 30 min. Hopkin and Williams,
Chadwell Heath
Essex, GB
4. Erythrolyse 3 % Essigsaure kurz
5. Waschen Aqua dest. kurz
6. Gegenfarbung | 0,1 % Kernechtrot 5 min. Merck, Darmstadt, D
7. Waschen Aqua dest. kurz
8. Dehydrieren 70 % Ethanol 5 min.
80 % Ethanol 5 min.
96 % Ethanol 5 min.
100 % Ethanol 2 x 5 min.
Xylol 3 x 10 min.
9. Eindeckeln Vitro Clud R.Langenbrinck,
Teningen, D
Deckgléaser Carl Roth GmbH
und Co.KG,
Karlsruhe, D
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4.7 Immunhistologische Untersuchungen des Eileiters und Uterus

Ein Vergleich der Progesteronrezeptor (PR)-Expression im Eileiter und Uterus
unbefruchteter (Metéstrus) (n = 4) und trachtiger (3,5-4,5 Tage) (n = 4) Rinder wurde
mit Hilfe des Antikérpers (AK) PR SP2 (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA)
untersucht. Der im Kaninchen produzierte monoklonale AK erkennt die Isoformen A
(116 kDa) und B (81 kDa) und richtet sich gegen ein Epitop, welches mit der
Aminosaure (aa) Sequenz 412 — 526 des humanen PRs korrespondiert. Ein
Proteinabgleich des Paratops des AKs mit dem bovinen PR mittels BLAST ergibt
eine Ubereinstimmung von 76 %. Die spezifische Region des bovinen Antigens
befindet sich bei der Aminosaure (aa) Sequenz 3 — 70 (BLAST). Um die Rolle des
PRs zu charakterisieren, wurden Eileiter und Uteri tragender (3,5-4,5 Tage) und nicht
tragender Rinder (Zyklusstand Metdstrus) untersucht. Ein Vergleich der ipsi- und
kontralateralen Seite sollte Aufschluss Uber einen madglichen direkten Effekt des
Embryos geben. Die immunhistologische Untersuchung wurde wie folgt durchgefiihrt:
Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zur Entfernung der
endogenen Peroxidase zun&chst fur 15 min. 3 %igem HyO,-Konzenztrat
(Verdinnung 1 : 50) (Merk, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen in Leitungswasser wurden die Objekttrager in der Mikrowelle (700 Watt) in
Tris-EDTA-Puffer (Target Retrieval pH 9: Dako, Glostrup, Danemark) erhitzt. Um eine
gleichmaBige Warmeverteilung zu gewahrleisten, wurden die Klvetten in ein
Wasserbad gestellt. Nach dreimaligem Erwarmen der Schnitte flr je 5 min. wurden
die Klvetten aus der Mikrowelle genommen und flr 20 min. stehen gelassen. Die
abgekihlten OT wurden mittels Coverplates (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA)
in den Immunfarbeautomat Shandon Sequenza (Thermo Fisher Scientific, Fremont,
CA) verbracht und 1 x 5 min. mit PBS gespult. Im Anschluss wurden die OT jeweils
mit 100 ul Normalserum (Ziege) inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen zu
blocken. SchlieBlich wurden die Objekttrdger mit dem Primarantikdrper SP2
(Verdinnung 1 : 40 in PBS) inkubiert (0. N., 4 °C). Nach zweimaligem Waschen
wurden die Schnitte mit dem sekundaren AK (Verdinnung 1 : 100, 30 min. RT) (anti-
rabbit EnVision™: Dako, Glostrup, Danemark) inkubiert. Nach einem weiteren
Spllvorgang wurden die Schnitte in einer Farbelésung (DAB Tablette (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland), geldst in TRIS-HCI Puffer (pH 7,4) und 3 % iger H2O5) fir
10 min. entwickelt. Nach Entwéasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-100
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%, je 5 min.) wurden die Schnitte mit Xylol behandelt (2 x 10 min.) und mit Vitro Clud
eingedeckelt.

4.8 Mikroskopische Auswertung

Die histologischen Praparate wurden mit Hilfe eines DM 1000 LED Lichtmikroskops
(Leica, Wetzlar, Deutschland) ausgewertet. Mittels einer integrierten Kamera wurden
Bilder in den VergréBerungen x 10, x 20, x 40 und unter einem Olimmersionobjektiv
(Leica, Wetzlar, Deutschland) x 100 erstellt.

Mit Hilfe des Programms Imaged wurde sowohl die Zellhéhe in den unterschiedlichen
Zyklusstadien als auch die Haufigkeit von PR-positiven Zellkernen und Alcianblau
bzw. PAS-positiven Zellen ermittelt. Dazu wurden bei jedem Tier an je 4 Stellen der
Ampulla die Epithelhbhe von 50 zilientragenden Zellen gemessen bzw. 200 Zellen
zur Bestimmung der PR-positiven Zellkerne und der Alcianblau- und PAS-positiven
Zellen ausgezahlt.

4.9 Digitale Videomikroskopie

4.9.1 Probenaufbereitung

Untersucht wurden Eileiter von Rindern im Ostrus. Nach der Préparation der Eileiter
wurde ein 1 cm langes Stlick der Ampulla in einem mit Gel (Sylgardgel 184, Dow
Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland) beschichteten Delta T-Dish (Biotechs inc.,
Butler, PA) positioniert und longitudinal geéffnet und ausgebreitet. Minuntien No 15
(Ento Sphinx s.r.o., Pardubice, Tchechen) dienten der Fixierung des ausgestreckten
Eileiters. Im Anschluss wurde das Delta T-Dish mit 1,5 ml warmen (RT) HEPES-
Puffer beschickt.

4.9.2 Messstand

Sowohl die Messungen im Rahmen der Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) als
auch der Zilienschlagfrequenz (ZSF) wurden an einem Olympus BX61WI
Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Das Mikroskop
verfligt neben drei Wasserimmersionsobjektiven (UMPlanFL N 10x/0,30 w, UMPIlan
FL N 20x/0,50 w, LUMPlanFL N 40x/0,80 w) auch Uber ein angeschlossenes
Thermostat (Bioptechs inc. Butler, PA) . Fir die Messungen wurde ein Soll-Wert von
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37,2 °C eingestellt. Mittels zwei Halteklammern (Bioptechs Inc., Butler, PA) wurde
das Delta T-Dish auf dem Mikroskoptisch eingespannt und stand so mit dem
heizenden Thermostatflihler an zwei Stellen in Kontakt. Des Weiteren war am
Mikroskop eine Lichtquelle (Olympus, Hamburg, Deutschland) sowie eine
monochrome Kamera (Sumix Corporation, Oceanside, CA) angeschlossen. Die
Kamera war Uber dem Okular angebracht und erfasste Bilder vom optischen System
in bestimmten Frequenzen und Ubertrug diese an den angeschlossen Computer.
Mittels der installierten Imaginganalysesoftware ,StreamPix“ (Norpix Inc., Montral,
Kanada) wurde die Messung auf dem Monitor visualisiert und die Aufnahme
gestartet. Zur Auswertung der Filmsequenzen diente sowohl flr die PTG als auch far
die ZSF das Programm ,mage-Pro Plus® (MediaCybernetics Inc., Silver Spring,
USA). Zusatzlich sorgte die Software AutoSignal 1.7 (SYSTAT Software GmbH,
Erkrath, Deutschland) fiir die Bestimmung der ZSF.

Warmetisch mit T -

Abb. 3: Digitales videomikroskopisches Analysesystem
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4.9.3 Messung der Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG)

Die Messung der PTG fungiert als Model zur Erfassung der FlieBgeschwindigkeit im
Eileiter. Der Transport durch das Ovidukt erfolgt durch ein Zusammenspiel der
Peristaltik der glatten Muskulatur, des Zilienschlags sowie des luminalen
Flissigkeitsstroms. Basierend auf diesen Einflussgr6Ben wurde unter Einsatz

diverser Pharmaka die kumulative Reaktionsfahigkeit analysiert.

Untersuchte Rinder

FiOr die Messungen der PTG im Eileiter wurden Ampullastiicke von 5 Rindern im
Ostrus herangezogen. Voruntersuchungen wiesen darauf hin, dass bis zu 8 h p.m.
mit einem funktionalen Eileiterepithel zu rechenen ist. Daher fanden die Messungen

zwischen 4 und 8 h p.m. statt.

Messvorbereitungen

Vor Messbeginn wurden zunachst die Lichtquelle und das Thermostat des
Mikroskops angeschaltet. Um den Thermofihler als auch das Objektiv (UMPIlan FL N
20x/0,50 w) vorzuwarmen, wurde ein mit Aqua dest. befllltes Delta T-Dish auf dem
Mikroskoptisch eingespannt und so justiert, dass die Linse eingetaucht war. Als
nachstes wurde der Computer gestartet und die Imagingsoftware ,StreamPix“ (Norix
Inc., Montral, Kanada) gedéffnet.

Folgende Konfigurationen waren zur korrekten Messung notwendig:

’
2
3
4

) BildgréBe x: 640, y: 512

) Aufnahmefrequenz: 20Hz

) Bilder pro Sekunde: 49

) Aufnahmen insgesamt: 200 (1 Aufnahme pro 84 ms)

Parallel wurde der Eileiter prapariert, in einem beschichteten Delta T-Dish
longitudinal gedéffnet, festgepinnt und mit 1,5 ml warmen HEPES-Puffer inkubiert. Im
Folgenden wurde das Organsegment enthaltende T-Dish in die Messkammer
eingespannt und das Objektiv (UMPlan FL N 20x/0,50 w) eingetaucht. Um bei
Messbeginn eine konstante und standardisierte Temperatur im Dish zu erreichen,

folgte eine 10 miniitige Aquilibrierung. Wahrend dessen wurde nach einer geeigneten
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Messposition gesucht. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Fokus stets in der
gleichen Ebene erfolgte. 3 min. vor der ersten Messung wurden 3 pl (9 x 10°) der ca.
2,8 um groBen Polystyrolkugeln (Dynabeads, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen)
in den Puffer pipettiert. Durch wiederholtes Pipettieren erfolgte eine gleichmaBige
Vermengung mit dem Puffer.

Validierung des Versuchablaufes

Zur Erfassung der Partikeltransportgeschwindigkeit im bovinen Eileiter wurden vorab
einige Messdurchlaufe vorgenommen, um ein optimales Versuchsdesign zu
entwickeln. Es zeigte sich, dass die zugefiigten Partikel (Dynabeads) im Laufe der
Messung absinken und somit weniger im Messfokus erfasst werden kénnen. Ein
regelmaBiges Durchmischen der Partikel war aus diesem Grund notwendig. Das
Mischen wurde mit einer Pipette (70 pl Volumen) durchgefihrt. Um die
Geschwindigkeit der zugefligten Dynabeads mdglichst unbeeinflusst vom
Mischvorgang zu lassen, wurde zundchst versucht, das Eileitersegment geschlossen
im Dish zu befestigen und mittels der Durchleuchtung die Partikel zu erfassen.
Allerdings stellte sich heraus, dass die Wand des Eileiters zu dick war, um die
Dynabeads im Lumen erkennen zu kénnen. Um die Beeinflussung des Mischens bei
geobffnetem Eileiter minimieren zu kdnnen, wurde zwischen dem Mischvorgang und
der nachsten Messung stets 3 Minuten abgewartet, damit die Bewegung des
Mediums die Partikelgeschwindigkeit wahrend der Messung nicht beeinflusst.
Aufgrund der schlechten Léslichkeit des Progesteronpulvers war eine Suspension in
HEPES nicht méglich. Aus diesem Grund wurde die Lésung in Ethanol angesetzt.
Die Inkubation erfolgte schlieBlich mit 3 %igem Ethanolgehalt und einer
Progesteronkonzentration von 30 umol/l. Die ersten Messungen zeigten jedoch, dass
ein derartiger Ethanolgehalt im Messgefa3 ein verandertes FlieBverhalten der
Dynabeads verursacht. Die Partikel bewegten sich nicht mehr gradlinig, sondern
schwebten (floating) mit stark reduzierter Geschwindigkeit (Abb. 4). Zudem war eine
Erfassung der Dynabeads Uber eine langere Strecke kaum mdglich. Um den
alleinigen Effekt des Ethanol zu erfassen, wurde eine Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen Ethanol durchgefiihrt. Bei der Applikation von
0,06 % Ethanol konnte kein derartiger Einfluss auf die Partikel gezeigt werden. Fir
die folgenden Messungen wurde P daher in Ethanol gelést und in einer
Endkonzentration von 0,06 % Ethanol verwendet.
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Einfluss von Ethanol auf die PTG

120%

100%

80% 1 m BasalePTG
60% - n=1
m Nach Ethanolzugabe

40% -
n=1

zum Basalwert [%]

20% +

0% -

PTG nach Ethanolzugabe relativ

0,06 % Ethanol 3 % Ethanol

Abb. 4: Einfluss von Ethanol auf die PTG relativ zum Basalwert
Ein Ethanolgehalt von 3 % beeinflusst das FlieBverhalten der Partikel, so dass es zu einem deutlichen
Abfall der PTG kommt. Eine Ethanolkonzentarion von 0,06% im Messgefal zeigt keine

Beeintrachtigung der Dynabeads.

Messungen
Im Rahmen der PTG Messungen wurden folgende Punkte behandelt.

1) Basale PTG in der Ampulla und im Isthmus

2) Einfluss von HA auf die PTG in der Ampulla
- ohne Verdau der endogenen HA

3) Einfluss von HA auf die PTG in der Ampulla
- einstindiger enzymatischer Verdau der endogenen HA in 0,05 %iger
Hyaluronidase bei 38 °C im Warmeschrank

4) Einfluss von GH auf die PTG in der Ampulla

5) Einfluss von P auf die PTG in Ampulla und Isthmus.

Die Messungen folgten alle dem gleichen zeitlichen Ablauf. Dabei erfolgte nach jeder
Messung ein erneutes Mischen der Dynabeads, um immer genigend Partikel in der
Filmsequenz zu gewahrleisten. Die Messungen starteten mit 4 Basalaufnahmen im
Abstand von 3 min. und dienten als Kontrollwert der PTG. AnschlieBend wurden die

zu untersuchenden Pharmaka in folgenden Konzentrationen hinzu pipettiert (Tab. 8).
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Tab. 8: Verwendete Pharmaka mit jeweiliger Quelle und eingesetzter
Konzentrationen zur Messung der PTG

Phamaka Konzentration Quelle
Hyaluronséure - 50 pg/ml Worthington Biochemical
- 150 pg/ml Cooperation, Lakewood,
NJ
Progesteron - 30 umol/l Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland
Wachstumshormon - 100 ng/ml Sioux Biochemical
- 300 ng/ml Industry, 1A

Die Inkubation erstreckte sich Gber 15 min., wobei alle 3 min. eine Messung
stattfand.

Basalmessungen Inkubationsmessungen

Abb. 5: Zeitlicher Versuchsablauf der PTG-Messungen.
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4.9.4 Messung der Zillienschlagfrequenz (ZSF)

Im Gegensatz zu der PTG wurde der Fokus bei der ZSF-Messung einzig auf die
ziliare Bewegung gelegt. Auf diese Weise konnte die Wirkung verschiedener
Pharmaka auf das Reaktionsvermdégen des zilientragenden Epithels separiert

untersucht werden.

Untersuchte Rinder

In die Messungen gingen ausschlieBlich Eileiter gesunder Rinder ein. Zuvor
durchgefihrte Experimente hatten ergeben, dass die physiologische Funktionalitat
des Eileiters bis zu 8 h nach dem Tod konstant bleibt. Die Messungen fanden daher

zwischen 4 und 8 h p.m. statt.

Messvorbereitungen

Die Vorbereitungen entsprechen den fiir die Messung der PTG (siehe 4.9.3). Fir die
Aufnahme der ZSF wurde jedoch das 40er Objektiv statt dem 20iger verwendet. Zur
Erstellung von Filmsequenzen wurde ebenfalls die Imaginganalysesoftware
~StreamPix“ gestartet. Die Einstellungen unterschieden sich hingegen bei den beiden
Messmethoden. Fir die ZSF wurden folgende Konfigurationen vogenommen:

1) BildgrdBe: x: 640, y: 480
2) Aufnahmefrequenz: 48Hz
3) Bilder pro Sekunde: 105
4) 1000 Bilder insgesamt.

AuBerdem entfallt bei der Messung der ZSF die Zugabe von Dynabeads.

Validierung des Versuchablaufs

Zur Untersuchung der zilidren Bewegung im Eileiter wurden ebenfalls vorab
Probemessungen durchgefihrt. Es zeigte sich, dass Messungen an Rindereileitern
im Met6strus nicht auswertbar waren, da die Kontraktionen die fokuzierten Zellen
standig aus dem Aufnahmebereich bewegten. Demnach wurden flir die
Untersuchungen der Zilienschlagfrequenz ausschlieBlich Eileiterproben von Rindern
im Ostrus herangezogen. AuBerdem stellte sich heraus, dass innerhalb eines

Versuchs der Fokus unbedingt auf der gleichen Stelle bleiben muss, da die
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Vergleichbarkeit von unterschiedlichen Stellen nicht gewahrleistet ist. Ebenso sollte
bei der Auswertung darauf geachtet werden, die gleichen Zellen einzubeziehen, um
eine Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden. Des Weiteren sollte geklart werden,
ob sich die Zilienschlagfrequenz innerhalb von 24 h p.m. andert und wie lange die
zellulare Funktionalitat des Eileiterepithels gegeben ist. Die erste Messung erfolgte
an Tag 1 (4 h p.m.) und die zweite an Tag 2 (24 h p.m.). Fir die Uberpriifung der
Funktionalitéat der Eileiterepithelzellen wurde Progesteron als Stimulanz verwendet.
Wéhrend der Zilienschlag 24 h p.m. die gleiche Frequenz wie 4 h p.m. besitzt (Abb.
6), ist die zellulare Funktionalitat des Eileiterepithels nach 24 h nicht mehr gegeben

(Abb. 7).

Einfluss der Zeit auf die ZSF
a
20
a
15
< m4 hpm.
I n=3
L 10
@ 24 hp.m.
n=3
5
0
Ampulla

Abb. 6: Einfluss der Zeit auf die ZSF in der Ampulla
Die Frequenz des Zilienschlags gleicht 24 h p.m. der, die 4 h p.m. nachzuweisen ist (t-Test fir

verbundene Stichproben, p > 0,05).

Zelluldre Funktionalitat in der Ampulla
25
a a
20
N 15 | m Basale ZSF
o n=3
L
@ 10 - m Nach P_Zugabe
n=3
5 _
O _
4hp.m. 24 h p.m.

Abb. 7: Zellulare Funktionalitat in der Ampulla

46



Methode

Wahrend durch den signifikanten Abfall der ZSF nach einer P-Inkubation die zelluldre Funktionalitat

bestatigt wird, ist nach 24 h keine Reaktion mehr auf die P-Zugabe nachzuweisen (t-Test fir

verbundene Stichproben, p < 0,05).

Messung

Die Messung der ZSF umfasst folgende Parameter:

1) Basale ZSF in der Ampulla

2) Einfluss von P auf die ZSF in der Amulla

3) Einfluss von HA auf die ZSF in der Ampulla
- ohne Vorverdau der endogenen HA

4) Einfluss von HA auf die ZSF in der Ampulla
- einstindiger enzymatischer Verdau der endogenen HA in 0,05 %iger

Hyaluronidase bei 38 °C im Warmeschrank

5) Einfluss von GH auf die ZSF in der Ampulla

Alle Messungen folgen dem gleichen zeitlichen Ablauf. Nach der Aquilibrierung des

Organbades und der Fokussierung einer geeigneten Stelle auf dem Epithel startete

die Messung. Um zunachst die basale ZSF als Kontrollwert zu erfassen, erfolgten 4

Messungen im Abstand von je 3 Minuten (Abb. 8). Im Anschluss wurde die jeweiligen

Pharmaka in der entsprechenden Konzentration (Tab. 9) hinzu pipettiert und

griindlich mit dem Puffer vermischt.

Tab. 9: Verwendete Pharmaka mit jeweiliger Quelle und der eingesetzten

Konzentrationen zur Messung der ZSF

Phamaka Konzentration Quelle
Hyaluronséure 50 pg/ml Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ
Progesteron 10 umol/l Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
30 pumol/l
Wachstumshormon 100 ng/ml Sioux Biochemical Industry, 1A
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Es wurde in einem 3-Minutenintervall gemessen. Die Inkubationszeit verlief

insgesamt tber 15 Minuten.

Basalmessungen Inkubationsmessungen

Abb. 8: Zeitlicher Versuchsablauf der ZSF-Messungen.

4.9.5 Digitale Auswertung

Auswertung der Partikeltransportgeschwindigkeit

Die Auswertung der PTG erfolgte mit Hilfe der Software ,Image-Pro Plus”
(MediaCybernetics, Inc., Silver Spring, USA). Zunachst wurde die auszuwertende
Filmsequenz in diesem Programm geéffnet. AnschlieBend wurden eine
Graustufenkonfiguration von 12 auf 8 bit vorgenommen sowie eine
Hintergrundkorrektur durchgefihrt. Mittels einer automatischen Prozedur erfasst das
Programm markierte Partikel basierend auf einer entstehenden Graustufenanderung,
die aus der Partikelbewegung resultiert. Auf diese Weise konnte das Programm den
Weg der Partikel nachvollziehen und die Geschwindigkeit durch die zeitliche

Komponente berechnen.
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Abb.9: Videomikroskopische Darstellung des Eileitersegments sowie

Auswertungsschritte mittels der Software ,Image-Pro Plus®

a) Darstellung der Ampulla unter 20-facher VergrdBerung mit Dynabeads —» .

b) Markierte Dynabeads nach Graustufenverédnderung und Hintergrundkorrektur

eines aufgenommenen Films.

c) Darstellung der Position der Partikel zum Zeitpunkt jedes aufgenommenen Images

sowie ihr gesamt zuriickgelegter Weg (track) innerhalb eines aufgenommenen Films.

d) Auflistung der erfassten Partikel mit den ermittelten Werten beziiglich drei Parameter.

Zur Berechnung der PTG werden die in der folgenden Darstellung illustrierten

Parameter mit Hilfe der Software ,Image-Pro Plus® ermittelt (Abb. 10).

Orginale Distanz Akkumulierte Distanz

Geschwindigkeit.

Abb.10: Mittels der Software Image-Pro Plus gemessene Hauptparameter zur Berechnung

der PTG
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Basierend auf diesen Parametern werden die folgenden ZielgréBen mittels Excel
berechnet:
- Durchschnittsgeschwindigkeit aller gemessenen Partikel
- Median
- Durchschnittsgeschwindigkeit der Partikel, die nicht mehr als 15 % vom
idealen Weg (direkter Weg zwischen Start- und Endpunkt) abweichen (Partikel
Q< 1,15).

Auswertung der Zilienschlagfrequenz

Zur Auswertung der ZSF wurde die Filmsequenz zunachst mit dem Programm
.image-Pro Plus“ (MediaCybernetics, Inc., Silver Spring, USA) geéffnet. Mit Hilfe
eines Softwarewerkzeuges wurden in jeder Aufnahme mind. 6 zilientragende Zellen
einzeln umkreist. Die ausgewahlten Zellen bildeten die sogenannten ,Areas of
intrest*, die im Folgenden als Grundlage =zur Auswertung dienten. Die
Graustufenanderung, die durch die Bewegung der Zilien resultierte, wurde von dem
Programm fir jede eingekreiste Zelle ermittelt (Abb. 11).

Abb. 11: Aufnahmesequenz der Ampulla unter 40-facher VergréBerung mit eingekreisten

zilientragenden Zellen (AOI = Area of interest) zur Bestimmung der ZSF
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Zur Umwandlung dieser Werte in die durchschnittliche Frequenz in Hz wurden die
Daten im Programm ,AutoSignal® (SYSTAT Software GmbH, Erkrath, Deutschland)
importiert. Mit Hilfe einer Fast Fourier Transformation konnte die durchschnittliche
ZSF aller AOI's aus einer Aufnahme berechnet werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Beispielhafte Darstellung der Bildverarbeitung zur Analyse der ZSF mittels der ,AutoSignal“-
a) Darstellung der Graustufenveranderung eines Films (1000 Bilder) innerhalb der Areas of interest.
b) Fourier Frequency Spectrum nach Fast Fourier Transformation des Mittelwertes der

Graustufenénderung zur Berechnung der durchschnittlichen ZSF.
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4.10 Statistische Auswertung

Zuerst wurden die Daten in Excel Ubertragen und Mittelwerte wie auch
Standardfehler berechnet. Mit Hilfe der Software SPSS 17.0 (SPSS Inc.
Headquarters Chicago lllinois, USA) erfolgte eine statistische Datenanalyse.

Unter Anwendung des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests wurden die Daten auf
Normalverteilung geprtft. Im Anschluss diente der parametrische t-Test sowohl fir
eine Stichprobe als auch fir verbundene und unabhangige Stichproben zur
Uberpriifung von signifikanten Unterschieden. Fiir multiple Vergleiche wurde eine
ANOVA durchgefahrt, die im Falle signifikanter Interaktionen mittels des Post-Hoc
Tests (Bonferoni) erganzt wurde. Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden

die Ergebnisse als signifikant und bei p < 0,01 als hoch signifikant interpretiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Morphologische Veranderungen wahrend der frihen Trachtigkeit in Eileiter und
Uterus

Zur Analyse trachtigkeitsbedingter Veranderungen der Morphologie im Eileiter und
Uterus wurden 4 unbefruchtete (Metdstrus, MO) mit 4 trachtigen (3,5 — 4,5 Tage)
Rindern verglichen. Eine vergleichende Betrachtung der ipsi- und kontralateralen
Eileiter und Uteri zeigt lokale embryoinduzierte Veranderungen. Die Ergebnisse
werden als Mittelwert in um und mit dem dazugehérigen Standardfehler (SEM)
angegeben.

In der Ampulla wird die Hohe der zilientragenden Zellen durch eine frihe
Trachtigkeit signifikant reduziert (Abb. 13). Wahrend die Zellhéhe im MO 32,4 + 1,13

um betragt, erreicht sie bei trachtigen Rindern nur 28,6 + 0,67 um.

Zellh6he der zilientragenden Zellen in der Ampulla
35 a
30
T 25
= 5 m Unbefruchtete
2 Rinder (MO)
E 15 -
N 10 m Trachtige Rinder
5 (3,5-4,5 Tage)
0

Abb.13: Zellhéhe der zilientragenden Zellen in der Ampulla (MW und SEM)
Die Zellhbhe der zilientragenden Zellen ist in der Ampulla trachtiger Rinder signifikant geringer als bei

unbefruchteter Rindern (Metéstrus) (t-Test flir unabhéangige Stichproben, p < 0,05).

Waéhrend die Zelloberflache im Metéstrus durch leichte Vorwdélbungen der
sekretorischen Zellen gekennzeichnet ist, bilden die sekretorischen Zellen in der
Ampulla trachtiger Rinder starke Protrusionen, die in das Lumen hineinragen (Abb.
14 c, d). Das Verhéltnis der zilientragenden und sekretorischen Zellen ist in der
Ampulla im Metdstrus ausgeglichen. In der frihen Trachtigkeit bedingt eine starke
Sekretabgabe der sekretorischen Zellen eine Dominanz der zilientragenden Zellen.
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Wahrend sich die Kerne der zilientragenden Zellen bei beiden Versuchsgruppen im
apikalen Drittel befinden, unterscheidet sich die Lokalisation der Zellkerne in den
sekretorischen Zellen. Im Metdstrus liegen diese basal bis mittig im Zytoplasma
(Abb. 14 a, b). Durch eine frihe Trachtigkeit wandern die Kerne deutlich an die
Zelloberflache und werden Uber Vesikel ins Lumen abgegeben (Abb. 14 c, d).
Sekretorische Zellen, die Sekret abgegeben haben, sog. Stiftchenzellen, sind sowohl
im Epithel trachtiger als auch unbefruchteter Rinder im MO vertreten. Unabhéngig
von einer Trachtigkeit befinden sich Immunzellen in der Lamina epithelialis.
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Abb.14: Morphologische Charakterisierung der Ampulla mittels HE-Farbung im Vergleich
unbefruchteter (MO) und trachtiger Rinder.

Wéhrend die Epitheloberflaiche im Metdstrus ipsi- (a) und kontralateral (b) durch einen dichten
Zellsaum gepragt ist, wolben sich in der Ampulla trachtiger Rinder ipsi- (¢) und kontralateral (d) sehr
viele Protrusionen (—) ins Lumen. Vereinzelt enthalten werden auch kernhaltige Vesikel (—®) aus
den sekretorischen Zellen geschleust (c).

Zilientragende Zellen —> , sekretorische Zellen », Stiftchenzellen --> , Basalzellen * , aufgeldstes
Zytoplasma —>
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Im Isthmus gleicht die H6he zilientragender Zellen im Metdstrus (30,13 + 1,73 um)
der von trachtigen Rindern (29,25 + 1,5 um) (Abb. 15).

Zellhohe zilientragender Zellen im Isthmus
35
30 -
E 25 - m Unbefruchtete
= 20 | Rinder (MO)
2
‘2 15 1
3 10 | m Tréchtige Rinder
N (3,5-4,5)
5 i
0 i

Abb.15: Zellhéhe der zilientragenden Zellen im Isthmus (MW und SEM)
Die H6he der zilientragenden Zellen entspricht im Isthmus tréchtiger Rinder (3,5 — 4,5 Tage) der

unbefruchteter Rinder im Metdstrus (t-Test flir unabhangige Stichproben, p > 0,05).
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Im Isthmus gleichen sich morphologische Charakteristika in der Lamina epithelialis
trachtiger und unbefruchteter Rinder (MO). Dabei (berwiegt die Anzahl
zilientragender gegenuber der sekretorischer Zellen (Abb. 16). Die Zellkerne beider

Zellarten liegen basal bis mittig in der Zelle.

Abb.16: Morphologische Charakterisierung des Isthmus mittels HE-Farbung im Vergleich
unbefruchteter (MO) und trachtiger Rinder.

Sowohl bei trachtigen (3,5 — 4,5 Tage) (c, d) als auch bei unbefruchteten Rindern (MO) (a, b) besteht
das Epithel im Isthmus Gberwiegend aus zilientragen Zellen. Der ipsi — und kontralaterale Isthmus
gleichen sich ebenfalls.

Basalzellen *
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Im Uterus ist sowohl die Hohe des luminalen Epithels (MO: 12,4 um * 0,44, trachtig:
13,5 £ 0,72 um) als auch des Driisenepithels (MO: 11,21 + 1,15 pym, trachtig: 11,7 *
0,95 um) bei unbefruchteten und tréachtigen Rindern gleich (Abb. 17).

Zellh6he im luminalen Uterus- und Driusenepithel

16 a a

14 E

12 m Unbefruchtete
T Rinder (MO)
= 10 -
2 8
2 m Trachtige
E Rinder (3,5-4,5

Tage)

o N A~ O
| | | |

Uterusepithel Driisenepithel

Abb.17: Zellhéhe des luminalen Uterusepithels und der uterinen Driisen im Vergleich trachtiger (3,5 —

4,5 Tage) und unbefruchteter (MO) Rinder (MW und SEM)
Weder die Zellhdhe des Uterusepithels noch die des Drisenepithels lassen sich signifikant von

einander unterscheiden (t-Test fir unabhangige Stichproben, p > 0,05).

Die morphologische Charakteristik im Uterus entspricht im Metdstrus der trachtiger
Rinder. Die Zellen des Uterusepithels sind hochprismatisch, wobei der Zellkern basal
bis mittig in der Zelle lokalisiert ist (Abb. 18). In den Zellen der Uterusdrlisen liegen

die Kerne deutlich basal (Abb. 18). Basalzellen treten im Uterusepithel wenig auf.
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| 100 pm (R :
Abb.18: Morphologische Charakterisierung des Uterus mittels HE-Farbung im Vergleich trachtiger

(3,5 — 4,5 Tage) und unbefruchteter (MO) Rinder.
Morphologisch unterscheidet sich das Endometrium trachtiger Rinder (3,5 - 4,5 Tage) (c, d) nicht von

| |

Rindern im MO (a, b). Des Weiteren gleicht das Endometrium des embryotragenden Uterushorns (c)
dem kontralateralen (d). Basalzellen *

5.2 Sekretion im bovinen Eileiter
5.2.1 Physiologische Veranderungen der Sekretion in Abhangigkeit vom Zyklusstand

Das Sekret der Ampulla enthalt im Rindereileiter sowohl Glykoproteine als auch
saure Mukopolysaccharide. Glykogen ist hingegen in keinem Zyklusstadium
nachzuweisen (Abb. 20 b, e, h, k). Die Menge und Lokalisation des Sekrets variiert
im Verlauf des Zyklus. Die Ergebnisse werden als Mittelwert in ym und mit dem
dazugehdrigen Standardfehler (SEM) angegeben.

Im Ostrus (n = 4) findet eine starke Synthese von Glykoproteinen und sauren
Mukopolysacchariden in den sekretorischen Zellen der Ampulla statt. Der Gehalt an
Glykoproteinen und sauren Mukopolysacchariden ist praovulatorisch am gréBten und
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fiillt das Zytoplasma der sekretorischen Zellen (Abb. 20 a, c), so dass sich im Ostrus
eine hochprismatische Zellform darstellt und die H6he der zilientragenden Zellen mit
39,1 £ 0,45 um (Abb. 19) maximal ist. Im Metdéstrus (n = 6) synthetisieren und
sezernieren die sekretorischen Zellen sowohl Glykoproteine als auch saure
Mukopolysaccharide. Aus den sekretorischen Zellen wélben sich einzelne Vesikel
tber die Zelloberflache und geben Sekret in das Eileiterlumen ab. Somit befindet sich
das Sekret mittig und vereinzelt nur noch apikal im Zytoplasma (Abb. 20 d, f). Die
zilientragenden Zellen weisen mit einer Zellhdhe von 31,1 £ 1 um (Abb. 19) im
MetOstrus eine hochprismatische Zellform auf. In der Blutephase des Didstrus (n =
5) sind nur im apikalen Bereich der sekretorischen Zellen wenige Sekretreste
vorhanden (Abb. 20 g, i). Vereinzelte, distal gelegene Falten weisen in den
sekretorischen Zellen eine deutliche Synthese von Glykoproteinen und sauren
Mukopolysacchariden auf. Die Zellkerne der sekretorischen Zellen wandern in
Richtung Lumen. Auf diesem Weg wird das verbliebene Sekret aus der Zelle
geschleust. Die zilientragenden Zellen beschreiben wahrend des Blitestadiums des
Gelbkorpers eine isoprismatische Zellform und erreichen eine Zellhhe von 23,9 *
0,63 um (Abb.19). Im Prodstrus (n = 4) kommt es zu einer starken Abschnlrung von
Kernen der sekretorischen Zellen. Das Epithel der zilientragenden Zellen ist
isoprismatisch und erreicht eine H6he von 23,3 + 0,99 um (Abb. 19). In dieser Phase
befinden sich nur noch vereinzelt Glykoproteine und saure Mukopolysaccaride an der
Epitheloberflache (Abb. 20 j, I). Im spaten Prodstrus beginnt vereinzelt die Synthese
von Glykoproteinen sowie sauren Mukopolysaccariden in den sekretorischen Zellen.

Hoéhe der zilientragen Zellen im Verlauf des Zyklus
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Abb. 19: Hbéhe der zilientragenden Zellen im Verlauf des Zyklus in der Ampulla (MW und SEM)
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Die Zellhéhe der zilientragenden Zellen variiert wahrend des Zyklus hoch signifikant (Einfaktorielle
ANOVA, p < 0,01). Im Ostrus ist die Epithelhéhe der zilientragenden Zellen mit 39,1 + 0,45 pm am
héchsten und nimmt im Metdstrus mit 31,1+ 1 pm hoch signifikant (p < 0,01) ab. Im Didstrus (Blite)
(23,9 £ 0,63 um) und Prodstrus (23,3 £ 0,99 um) kommt es zu einem weiteren hoch signifikanten (p <
0,01) Abfall in der Zellhéhe der zilientragenden Zellen. Die Unterschiede zwischen den Zyklusstédnden
wurden mit einem Bonferoni Post-Hoc-Test gepruft.

Glykoproteine Glykogen Mukopolysaccharide

Ostrus

Metostrus

Diostrus Bliite

Proostrus

Abb.20: Nachwels von Glykoproteinen, Gykogen und sauren Mukopolysacchariden im Ampullaepithel
zyklischer Rinder.

Ein unverandertes PAS Signal nach Amylaseverdau zeigt, dass in allen vier Zyklusstanden (b, e, h, k)
kein Glykogen im Epithel der sekretorischen Zellen gespeichert wird. Im Ostrus sind sowohl
Glykoproteine (a) als auch saure Mukopolysaccharide (c) im gesamten Zytoplasma (—>) der
sekretorischen Zellen lokalisiert. Wahrend sich im Metdstrus die Glykoproteine (d) und sauren
Mukopolysaccariden (f) mittig bis apikal (—) in den sekretorischen Zellen befinden, sind im Didstrus
(Blite) (g, i) nur noch Reste am Zellsaum (—>) nachzuweisen. Im Proéstrus sind nur noch vereinzelt

PAS (j)— und Alcianblau (1) Signale an der Zelloberflache vorhanden.
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5.1.2 Physiologische Veranderungen der Sekretion wahrend der friihen Trachtigkeit

Mittels der PAS-Farbung wurde die Synthese und Sekretion von Glykoproteinen und
Glykogen im Eileiter und Uteri trachtiger (3,5 bis 4,5 Tage) und zyklischer Rinder
(Metbstrus) (jeweils n = 4) gegentbergestellt. Eine vergleichende Betrachtung der
ipsi- und kontralateralen Eileiter und Uteri zeigt lokale embryoinduzierte
Veranderungen.

Im Metdstus sowie bei trachtigen Rindern werden in den sekretorischen Zellen der
Ampulla Glykoproteine synthetisiert (Abb. 21 a, b). Wahrend im Metéstrus eine
starke intrazytoplasmatische Synthese von Glykoproteinen gleichermaBen ipsi- wie
auch kontralateral in den sekretorischen Zellen auftritt, ist bei trachtigen Rindern die
Glykoproteinsynthese in den sekretorischen Zellen ipsilateral deutlich geringer als
kontralateral. Auf der Seite des Embryos werden die Glykoproteine aus den
sekretorischen Zellen Gber Vesikel in das Eileiterlumen abgegeben (Abb. 21 c).
Glykogen wird weder bei zyklischen noch bei trachtigen Rindern nachgewiesen.

o S B okt ) Soum |

Abb.21: Ampulla: Nachweis von Glykoproteinen und Glykogen im Vergleich zyklischer (MO) und
trachtiger (3,5 — 4,5 Tage) Rinder.
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Die Synthese von Glykoproteinen findet in den sekretorischen Zellen statt. Im MO ist sowohl ipsi- als
auch kontralateral eine starke Glykoproteinsynthese ( —> ) vorhanden (a, b). Wé&hrend in der
kontralateralen Ampulla trachtiger Rinder (d) ebenfalls eine deutliche Glykoproteinsynthese ( —>) zu
verzeichnen ist, werden die Glykoproteine ipsilateral (c) durch Exozytose ( —® ) aus den
sekretorischen Zellen geschleust. Glykogen wird in der Ampulla tréachtiger Rinder weder ipsi — noch
kontralateral nachgewiesen (Inlay in ¢ und d).

Im Isthmus besteht weder zwischen trachtigen (3,5-4,5 Tage) und zyklischen (MO)
Rindern noch ipsi- und kontralateralem Eileiter ein Unterschied in der Synthese von
Glykoproteinen. Eine deutliche PAS-Reaktion zeigt sich am Zellsaum (Abb. 22) und

vereinzelt im Zytoplasma sekretorischer Zellen.

[ ter—

A o W ::: iy } -
im Vergleich zyklischer (MO) und trachtiger (3,5-

4,5 Tage) Rinder.
Sowohl im MO (a, b) als auch bei trachtigen Rindern (c, d) ist am apikalen Zellsaum (— ) ipsi- (a, ¢)

als auch kontralateral (b, d) eine deutliche Prasenz von Glykoproteinen zu verzeichnen. Vereinzelt tritt
apikal der sekretorischen Zelle eine intrazytoplasmatische Synthese (—> ) von Gykoproteinen auf.
Glykogen wird im Isthmus tréchtiger und unbefruchteter Rinder weder ipsi- noch kontralateral
nachgewiesen (Inlay in a, b, ¢, d). Mastzellen *
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Im Uterus unterscheidet sich die Glykoproteinsynthese zwischen zyklischen (MO)
und trachtigen Rindern nicht. Auch ipsi- und kontralateral treten keine Unterschiede
in der Glykoproteinsynthese auf. Im luminalen Uterusepithel zeigt sich neben einer
apikal lokalisierten Synthese von Glykoproteinen vereinzelt auch im Zytoplasma eine
starke PAS-Reaktion (Abb. 23). In den uterinen Drisen sind nur wenig PAS-positive

Zellen nachzuweisen.

-45

Tage) Rinder.

Das luminale Epithel des Endometriums weist sowohl im ipsi- (a, c)als auch im kontralateralen (b, d)
Uterushorn zyklischer (a, b) und trachtiger (c, d) Rinder eine deutliche apikale PAS-Reaktionen auf
(—®). Zusatzlich tritt in vereinzelten Zellen eine starke intrazytoplasmatische Synthese von
Glykoproteinen auf (—>). In den uterinen Driisen trachtiger wie auch zyklischer Rinder (MO) deutet
ein schwaches PAS Signal auf eine geringe sekretorische Aktivitat hin.

Mastzellen *
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5.2.3 Einfluss von Progesteron (P)

Um den Einfluss von P auf die Synthese von Glykoproteinen, Glykogen und sauren
Mukopolysacchariden zu untersuchen wurden Ampullae von Rindern im Ostrus (n =
7), Metéstrus (n = 6), Didstus Blite (n = 5) und Prodstrus (n = 5) mit P inkubiert.

Im Ostrus filhrt eine P-Inkubation zu einer Elimination von sauren
Mukopolysacchariden aus dem Zytoplasma sekretorischer Zellen (Abb. 24, 25 a, b).
Die Synthese von Glykoproteinen bleibt im Ostrus durch eine P Behandlung
unverandert (Abb. 26). Im Metdstrus, Diéstrus und Prodstrus gleichen die Alcianblau-
Reaktionen (Abb. 25 c, d, e, f, g, h) und PAS-Reaktionen (Abb. 26) der P-inkubierten
Ampullasegmente denen der Kontrollsticke. In allen Zyklusstadien weist ein
unverandertes PAS-Signal nach enzymatischem Verdau von Glykogen darauf hin,
dass weder in der Kontrolle noch in den P-behandelten Eileitern Glykogen
synthetisiert wird.

Einfluss von P auf die Synthese sauren Mukopolysaccharide im Ostrus

()]
o
Y

301 m Vor P - Zugabe

20 - ® Nach P - Inkubation

10 T n=7

Alcianblau - positive
sekretorische Zellen [%]

Abb. 24: Anteil Alcianblau — positiver sekretorischer Zellen vor und nach P Inkubation (MW und SEM)
Im Ostrus sinkt die Synthese von sauren Mukopolysacchariden durch eine P Inkubation signifikant ab
(t-Test fur verbundene Stichproben, p < 0,05).
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Abb. 25: Nachweis saurer Mukopolysaccharide in der Ampulla vor und nach einer P-Behandlung

Im Ostrus findet in den unbehandelten Ampullae (a) eine starke Synthese saurer Mukopolysaccharide

( —» ) im Zytoplasma sekretorischer Zellen statt, die durch eine Behandlung mit P (10 umol/l) (b)

deutlich gesenkt wird. In den anderen Zyklusstanden gleicht die Synthese von sauren

Mucopolysacchariden der unbehandelten Eileiter (c, e, g) der der P — inkubierten Eileiter (d, f, h).
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Kontrolle P - Behandlung

Ostrus

Metostrus

Diostrus Blute

Proostrus

Abb. 26: Nachweis von Glykoproteinen in der Ampulla vor und nach einer P-Behandlung.
In allen Zyklusstadien gleicht die Synthese von Glykoproteinen in unbehandelten Eileitern (a, c, e, g)

der in P-inkubierten Eileitern (b, d, f, h).
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5.2.4 Einfluss von Hyaluronsaure (HA)

Der Effekt von HA auf die Synthese und Sekretion von sauren Mukopolysacchariden
und Glykoproteinen wurde an Ampullae zyklischer Rinder (Ostrus n = 3, Metéstrus n
= 6, Dibstrus Blite n = 4, Prodstrus n = 4) untersucht.

Im Metdstrus flhrt eine HA Inkubation zu einer signifikanten Steigerung der Synthese
von sauren Mucopolysacchariden in den sekretorischen Zellen (Abb. 27, 28 c, d). Im
Prodstrus, Ostrus und Didstrus in der Bliitephase gleichen die Alcianblau-Signale der
HA-inkubierten Eileiter denen der unbehandelten Ampullae (Abb. 28 a, b, e, f, g, h).
Die Synthese und Sekretion von Glykoproteinen entspricht nach einer HA-
Behandlung in allen Zyklusstadien der Glykoproteinsynthese in den
Kontrollsegmenten (Abb. 29).

Einfluss von HA auf die Synthese sauren Mukopolysaccharide im Metéstrus
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Abb. 27: Anteil Alcianblau-positiver sekretorischer Zellen in der Ampulla vor und nach einer HA
Behandlung (MW und SEM)
Im Metdstrus zeigt sich ein signifikanter Anstieg in der Synthese von sauren Mucopolysacchariden in

den sekretorischen Zellen nach der HA Inkubation (t-Test fiir verbundene Stichproben, p < 0,05).
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Abb.28: Nachweis saurer Mukopolysaccharide in der Ampulla vor und nach einer HA-Behandlung

Im Metéstrus zeigt sich eine signifikant gesteigerte Synthese von sauren Mukpolysacchariden in den

sekretorischen Zellen im Vergleich zu unbehandelten Ampullae. Im Prodstrus, Ostrus und Didstrus

(Blute) gleicht das Alcianblau-Signal in den Kontrollampullae dem nach der HA-Inkubation
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Abb. 29: Nachweis von Glykoproteinen in der Ampulla vor und nach einer HA-Behandlung.
In allen Zyklusstadien gleicht die PAS-Reaktion in den Kontrollampullae der in den HA behandelten

Ampullae.
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5.2.5 Einfluss des Wachstumshormons (GH)

Die Wirkung von GH auf die Synthese und Sekretion von sauren
Mucopolysacchariden, Glykoproteinen und Glykogen wurde in der Ampulla von
Rindern im Ostrus (n = 4), Metéstrus (n = 3), Didstrus in Bliite (n = 4) und Prodstrus
(n = 4) untersucht. Eine GH-Inkubation (100 ng/ml) zeigt im Vergleich mit den
unbehandelten Ampullae sowohl in der Alcianblau- als auch in der PAS-Farbung ein
unverandertes Farbsignal (Abb. 30, 31). Dies bestétigt sich in allen Zyklusstadien.
Auf eine Synthese von Glykogen kann weder in den unbehandelten noch in den GH-

behandelten Ampullae geschlossen werden.

70



Ergebnisse

Kontrolle GH - Behandlung
a
(/2]
=
S
b
(4
:0
50 ym 50 ym
C
N
=
e
L d
(/2]
:0
wpd
Q
=
50 ym 50 ym
e
Q
whd
E
m
N
=
-
wpd
N
:0
(]
50 um 50 ym
9
(/2]
=
S
b
()
0
(o]
-
o
' 50 um 50 um

Abb. 30: Nachweis saurer Mukopolysaccharide in der Ampulla vor und nach GH-Behandlung.

Die Synthese von sauren Mukpolysacchariden in den sekretorischen Zellen gleicht in GH-inkubierten

Ampullae der in unbehandelten Ampullae.
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Kontrolle GH - Behandlung

Metostrus

Diostrus Blute

Proostrus

o

Abb. 31: Nachweis von Glykoproteinen in der Ampulla vor und nach GH-Behandlung
Die Synthese von Glykoproteinen in den sekretorischen Zellen gleicht in GH-inkubierten Ampullae der

in unbehandelten Ampullae.
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5.3 Rolle des Progesteronrezeptors (PR) in der frihen Trachtigkeit im bovinen

Eileiter und Uterus

Um die Bedeutung des PRs in der frihen Trachtigkeit zu untersuchen, wurden
Eileiter und Uteri von 4 zyklischen (MO) Rindern mit denen von 4 trachtigen (3,5-4,5
Tage) Rindern verglichen. Lokale Effekte wurden durch ein Vergleich des ipsi- und
kontralateralen Eileiters sowie Uteris analysiert.

Der PR ist in der Ampulla zyklischer (MO) Rinder sowohl in den Nuklei der
zilientragenden als auch der sekretorischer Zellen lokalisiert (Abb. 33 a, b). In der
Ampulla trachtiger Rinder ist der PR deutlich schwacher ausgepragt und lediglich in
den Zellkernen sekretorischen Zellen exprimiert (Abb. 33 c, d). Zudem ist die Anzahl
PR-positiver Zellkerne in der ipsilateralen Ampulla trachtiger Rinder signifikant (p <
0,05) geringer als kontralateral und als in beiden Ampullaseiten zyklischer (MO)
Rinder (Abb. 32).

Relative Anzahl von PR- positiven Zellkernen in der Ampulla
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Abb. 32: Relative Anzahl PR-positiver Zellkerne in der ipsi- und kontralateralen Ampulla tréachtiger
Rinder (3,5-4,5 Tage) und unbefruchteter (MO) Rinder (MW und SEM)

Die PR-Expression in den Zellkernen der zilientragenden und sekretorischen Zellen ist in der Ampulla
trachtiger Rinder signifikant geringer als bei unbefruchteten Rindern (t-Test bei unabhé&nigen
Stichproben, p < 0,05). Die Anwesenheit des Embryos bewirkt ipsilateral zudem eine signifikant
reduzierte Anzahl PR-positiver Zellkerne im Vergleich zur kontralateralen Ampulla trachtiger Rinder (t-
Test fiir verbundene Stichproben, p < 0,05). Bei unbefruchteten Rindern (MO) gleicht sich die PR -

Expression ipsil- und kontralateral (t-Test bei verbundenen Stichproben, p > 0,05).
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Abb. 33: Ampulla: Nachweis der PR-Expression trachtiger und zyklischer (MO) Rinder mittels
Immunhistochemie.

Die PR-Expression ist im MO (ipsilateral: a, kontralateral: b) in den Nukleii beider Zelltypen
(sekretorische » , zilientragende —> Zellen) stark ausgepragt. In der kontralateralen (d) Ampulla
tréchtiger Rinder zeigt sich in den sekretorischen Zellen eine deutliche PR-Expression. Ipsilateral (c)
ist das PR-Signal sowohl in den zilientragenden als auch in den sekretorischen Zellen schwach bis

negativ. Basalzellen * , Negativkontrolle (NK)
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Im Isthmus zeigt sich eine starke Expression in den Kernen der Lamina epithelialis
mucosae. Trachtige und zyklische (Metdsrus) Rinder weisen sowohl ipsi- als auch
kontralateral eine starke PR-Expression in den zilientragenden und sekretorischen
Zellen des Isthmusepithels auf (Abb. 34).

NK

. .
ST SEPE 1

Abb. 34 Isthmus: Nachwels der Progesteronrezeptorexpresswn im Verglelch trachtlger (3,5-4,5
Tage) und zyklischer (MO) Rinder mittels Immunhistochemie.

Im Isthmus wird der PR in den zilientragenden und sekretorischen Zellen gleichermaBen bei
zyklischen (MO) (ipsilateral: a, kontralateral: b) und trachtigen Rindern (ipsilateral: c, kontralateral: d)
exprimiert. Negativkontrolle (NK)
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Wahrend sich im luminalen Uterusepithel trachtiger Rinder ipsi- wie kontralateral
eine starke PR-Expression in den Zellkernen zeigt, wird im Uterusepithel zyklischer
Rinder (Metdstrus) in weniger Zellkernen der PR exprimiert (Abb. 35, 36). Die
Zellkerne der uterinen Driisen weisen sowohl bei trachtigen als auch bei zyklischen
Rindern eine starke PR-Prasenz auf (Abb. 36).

Relative Anzahl PR- positiver Zellkerne im luminalen Uterusepithel
R 100
) b b
£ 80
Q
=
E 60
.02, 40 B kontralateral
'§ 20 Wipsilateral
o jeweils
£ 0 n=4

Unbefruchtete Rinder (MO) Trachtige Rinder

Abb. 35: Relative Anzahl PR-positiver Zellkerne im ipsi- und kontralateralen luminalen Uterusepithel
trachtiger (3,5-4,5 Tage) und unbefruchteter (MO) Rinder (MW und SEM)

In den Zellkernen des luminalen Uterusepithels ist die PR-Expression in trachtigen Rindern signifikant
héher als in unbefruchteten Rindern (MO) (t-Test fiir unabhéngige Stichproben, p < 0,05). Die ipsi- und
kontralaterale PR-Expression gleicht sich sowohl bei unbefruchteten als auch bei trédchtigen Rindern
(t-Test fur verbundene Stichproben, p > 0,05).
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Die Kerne des Driisenepithels (—> ) weisen im MO (ipsilateral: a, kontralateral: b) und in trachtigen
Rindern (ipsilateral: ¢, kontralateral: d) eine starke PR-Auspragung auf. Das Uterusepitehl (» ) zeigt in
trachtigen Rindern (c, d) ebenfalls eine starke Anfarbung der Zellkerne. Im MO (a, b) sind hingegen
weniger PR-positive Nuklei im Uterusepithel nachzuweisen. Negativkontrolle (NK)
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5.4 Partikeltransportgeschwindigkeit im bovinen Eileiter

Untersucht wurden ipsilaterale Ampullae von Rindern im Ostrus. Die
Partikeltransportgeschwindigkeiten werden als Mittelwert in uym/s und mit dem

dazugehdérigen Standardfehler (SEM) angegeben.

5.4.1 Basale Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG)

In der Ampulla betragt die PTG im Mittel 234,7 + 18,9 um/s. Mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 296,4 + 25,7 um/s im Isthmus ist der
Unterschied der beiden Eileiterabschnitte nicht signifikant (Abb. 37).

Basale PTG in Ampulla und Isthmus

a

m Ampulla
n=4

M| Isthmus
n=4

PTG [um/s]

Abb. 37: Durchschnittliche basale Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) in Ampulla und Isthmus.
Es werden keine signifikanten Unterschiede zwischen der PTG in der Ampulla und im Isthmus

festgestellt (t-Test fir unabhangige Stichproben, p > 0,05).
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5.4.2 Einfluss von Progesteron (P)
Der Einfluss von P auf die PTG wurde in der Ampulla und im Isthmus gemessen.

Eine Inkubation (15 min.) mit P (30 pmol/l) fihrt weder in der Ampulla noch im

Isthmus zu einer Anderung der basalen PTG (Abb 38).
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Abb. 38: Einfluss von Progesteron auf die PTG in Ampulla und Isthmus (MW und SEM)
Eine Inkubation mit P (30 umol/l) verandert die basale PTG weder in der Ampulla noch im Isthmus (t-

Test flir verbundene Stichproben, p > 0,05).

5.4.3 Einfluss von Hyaluronsaure

Die Wirkung von HA auf die PTG im Eileiter wurde mit zwei Verfahren untersucht.

1. Vorbehandlung: keine
Inkubationskonzentration: - 50 pg/ml HA
- 150 pg/ml HA
2. Vorbehandlung: 1-stiindiger Verdau in 0,05 %iger Hyaluronidaselésung im
Brutschrank bei 38 °C
Inkubationskonzentration: - 50 pg/ml HA
- 150 pg/ml HA

Die Zugabe von Hyaluronsaure (50 pg/ml, 150 pg/ml) hat weder mit endogener HA
noch ohne HA (mit vorangegangener Entfernung dieser) einen Einfluss auf die

basale PTG (Abb. 39).
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Einfluss von HA auf die PTG in der Ampulla

a

a
a

m Vor Zugabe
wvon HA

m Nach HA
Inkubation

PTG [um/s]

ohne endogene HA ohne endogene HA mit endogener HA mit endogener HA

150ug/ml 50pg/ml 150ug/ml 50pg/ml
n=4 n=3 n=4 n=3

Abb. 39: Einfluss von Hyalurons&ure auf die PTG (MW und SEM)
Eine Zugabe von HA veréandert die PTG nicht (t-Test fr verbundene Stichproben, p > 0,05).
5.4.4 Einfluss von Growth Hormone (GH)

Eine Inkubation mit GH (100 ng/ml, 300 ng/ml) flhrt nicht zu einer Veranderung der
PTG (Abb. 40).

Einfluss von GH auf die PTG in der Ampulla

m Vor GH
Zugabe

®m Nach GH
Inkubation

PTG [um/s]

GH300ng/ml GH100ng/ml
n=4 n=3

Abb. 40: Einfluss vom Wachstumshormon auf die PTG (MW und SEM)
Die Zufuhr von GH (100 ng/ml, 300 ng/ml) beeinflusst die basale PTG nicht (t-Test fiir verbundene

Stichproben, p > 0,05).
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5.5 Zilienschlagfrequenz (ZSF) im bovinen Eileiter

Far die Untersuchungen bezuglich der ZSF wurden ipsilaterale Ampullasegmente
von Rindern im Ostrus herangezogen. Die Zilienschlagfrequenzen werden als
Mittelwerte der Basalmessungen und der nach Hormon- bzw. HA- Zugabe (Mittelwert
nach 15 min. Inkubation) in Hz mit dem dazugehdrigen Standardfehler (SEM)
angegeben. Bei signifikanten Unterschieden werden zuséatzlich die Mittelwerte der
einzelnen Messzeitpunkte nach der Zugabe (3, 6, 9, 12, 15 Minuten) relativ zu dem
Mittelwert der Basalwerte in % illustriert.

5.5.1 Basale Zilienschlagfrequenz (ZSF)

Die durchschnittliche ZSF liegt in der Ampulla bei einer Frequenz von 17,8 Hz + 0,66
(n =10).
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5.5.2 Einfluss von Progesteron (P)

Eine Zugabe von Progesteron in einer Konzentration von 10 umol/l erzielt bei einer
15 mindtigen Inkubation einen signifikanten Abfall der ZSF um 21,64 % (Abb. 41a).
Die Inkubation mit einer P-Konzentration von 30 umol/l bewirkte einen signifikanten
(p < 0,05) Abfall der ZSF um 10,77 % (Abb. 41a). Eine Betrachtung der einzelnen
Messzeitpunkte zeigt, dass P (10 umol/l, 30 umol/l) bereits nach drei bzw. neun
Minuten einen signifikanten (p < 0,05) Abfall der ZSF auslést (Abb. 41b).
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Abb. 41: Einfluss von Progesteron auf die ZSF (MW und SEM)

Die Zugabe von P (10 umol/l, 30 umol/l) reduziert die ZSF signifikant (a) (t-Test flr verbundene
Stichproben, p < 0,05). Ein signifikanter Abfall der ZSF tritt bereits nach 3 min. (10 umol/l) bzw. 9 min.
(30 pmol/l) ein (b) (t-Test fir eine Stichprobe, p < 0,05). Die Sternchen zeigen signifikante

Unterschiede zum Basalwert.
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5.5.3 Einfluss von Hyaluronsaure

Die Wirkung von HA wurde durch drei Versuchsmodelle untersucht.
1. Vorbehandlung: keine
Inkubationskonzentration: - 50 pg/ml HA

2. Vorbehandlung: Verdau von endogener HA
Inkubationskonzentration: - 50 pug/ml HA

3. Vorbehandlung: Verdau von endogener HA

Keine HA-Zugabe
Bei der Anwesenheit endogener HA erzielt die Zugabe exogener HA keine
Veranderung der basalen ZSF. Ein vorangegangener enzymatischer Verdau der
endogenen HA flhrt durch eine 15-minGtige Inkubation mit HA zu einem signifikanten
(p < 0,05) Anstieg der basalen ZSF (Abb. 42a). Dabei zeigen die einzelnen
Messungen nach der HA Zugabe ab der neunten Minute eine signifikant (p < 0,05)
erhdhte ZSF (Abb. 42b).

g Einfluss von HA auf die ZSF in der Ampulla

W Basalwert

® Nach HA-
Zugabe
(50ug/ml)

Ohne Vorbehandlung Vorbehandlung Vorbehandlung ohne HA-
n=6 n=7 Zugabe n=3

e Basalw ert

—o— Nach HA-Zugabe
(Ohne Vorbehandlung)
n=>5

—a— Nach HA-Zugabe
(Vorbehandlung) n =7

Zeit [min.] * =p<0,05

Abb. 42: Einfluss von HA ohne und mit enzymatischen Verdau der endogenen HA auf die ZSF (MW
und SEM)
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Durch einen vorhergegangenen Verdau der endogenen HA steigt die ZSF nach einer 15-minutigen
Inkubation mit exogener HA signifikant an (a) (t-Test fir verbundene Stichproben, p < 0,05). Eine
signifikante Erhéhung der ZSF stellt sich neun Minuten nach der HA Zugabe ein (b) (t-Test flr eine
Stichprobe, p < 0,05).

5.5.4 Einfluss von GH

Die Zugabe von GH (100 ng/ml) beeinflusst die basale ZSF nicht (Abb. 43).

ZSF vor und nach GH-Zugabe

a

m Vor der GH
Zugabe

m Nach der GH
Inkubation

Abb. 43: ZSF vor und nach GH-Zugabe (MW und SEM)
Die Zugabe von GH bewirkt keine Anderung der basalen ZSF (t-Test fiir verbundene Stichproben, p >
0,05).
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6 Diskussion

Im Eileiter ist der Transport der Gameten und des frithen Embryos essentiell fiir eine
erfolgreiche Fertilisation bzw. Graviditat. Dabei sorgt ein Zusammenspiel der ziliaren
Aktivitat, der Kontraktilitat glatter Muskulatur und des Flissigkeitsstroms im Ovidukt
fir einen zielgerichteten und zeitgerechten Transport (Jansen 1984; Halbert et al.,
1976). In unserer Studie untersuchten wir den mdglichen Einfluss von Progesteron,
Hyaluronsaure sowie des Wachstumshormons auf die Zilienschlagfrequenz (ZSF)
und die Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG). Letztere dient als Modell zur
Simulation des FlUssigkeitsstroms im Eileiter. Fir die Messungen der PTG und ZSF
wurden Eileitersegmente innerhalb von 4 bis 8 h nach der Schlachtung verwendet.
Ein Vergleich mit Eileitern, die 24 h nach der Schlachtung gemessen wurden, zeigte
keinen Unterschied in der ZSF. Die Reaktionsfahigkeit auf die Hormonzugabe war
jedoch nicht mehr gegeben. Nach unseren Ergebnissen ist bis zu 8 h allerdings mit
einem funktionalen Eileiterepithel zu rechnen. Um den Einfluss der Pharmaka zu
untersuchen, wurden Kontrollmessungen vor der Supplementierung der
entsprechenden Substanzen durchgeflihrt. Bei den Messungen fungierte somit jedes
Tier und jede zilientragende Zelle (bei der ZSF) bzw. Eileiterfalte (bei der PTG) als
eigene Kontrolle, um individuelle Effekte zu minimieren (Bylander et al., 2010). Dies
stellte sich als besonders wichtig flr die Vergleichbarkeit der Messungen heraus, da
die ZSF in der Ampulla variiert und die PTG durch die Struktur der Falten beeinflusst
wird. Zudem wurde die ZSF ausschlieBlich an Segmenten der Ampulla gemessen, da
eine Fokussierung definierter zilientragender Zellen im Isthmus durch die starken
Kontraktionen nicht méglich war.

In unseren Untersuchungen wurde eine basale ZSF von durchschnittlich 17,8 £ 0,6
Hz gemessen, wahrend Wessel et al. (2003) im bovinen Eileiter eine Frequenz von
durchschnittlich 23,1 Hz analysierten. Dieser Unterschied ergibt sich vermutlich durch
Differenzen in den Zyklusstanden (Critoph et al. 1977; Lyons et al., 2002b; Lyons et
al., 2006). Wahrend unsere Messungen an Eileitern von Rindern im Ostrus, wenn die
ZSF gering ist (Lyons et al.,, 2002; Lyons et al., 2006; Nishimura et al., 2010),
stattfanden, bezogen Wessel et al. (2003) auch Rinder in anderen Zyklusstanden in
ihre Messungen ein. Zudem kénnten Klimaeffekte oder auch die Verwendung
unterschiedlicher Auswertungssoftware einen Einfluss haben.
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Die basale PTG betragt in der bovinen Ampulla durchschnittlich 234,7 + 18,9 um und
im Isthmus 296,4 + 25,7 um mit einer kaudalen FlieBrichtung (Gaddum-Rosse und
Blandau, 1976). Eine geringere PTG ermittelten Kélle et al. (2009) im Metdstrus mit
durchschnittlich 133 pm/s. Der Grund fir die deutliche Differenz zu unseren Werten
liegt vermutlich ebenfalls im Unterschied des Zyklusstandes, da die PTG durch die
Viskositat der Follikelflissigkeit reduziert wird (Molsner, 2011, persénliche
Mitteilung). Zudem zeigte Molsner (2011, persénliche Mitteilung), dass die Jahreszeit
einen Einfluss auf die PTG im bovinen Eileiter ausibt. Dabei liegt die héchste PTG
im Winter vor. Da unsere Messungen in den Wintermonaten durchgefiihrt wurden,
erklaren sich die héheren Werte.

Nach der Erfassung der Basalwerte wurden die Pharmaka hinzugeflgt.
Hyaluronsaure bildet einen natdrlichen Bestandteil der Follikelflissigkeit, der
Eileiterflissigkeit, des Kumulus und des Perivitalraums der Oozyte (Lee und Ax,
1984; Ax und Ryan, 1979; Suchanek et al., 1994; Ueno et al., 2009; Saito et al.,
2000; Tienthai et al., 2000; Thienthai et al., 2003). Dabei liegt am Tag der Ovulation
die héchste Konzentration in der Oviduktflissigkeit vor (Bergqvist et al., 2005).
Zudem wiesen Ulbrich et al. (2004) im Ostrus die hdchste Expression des Rezeptors
fir Hyaluronsaure vermittelte Motilitdt (RHAMM) nach. Wéahrend eine HA-induzierte
Stimulation der Spermienaktivitat (Huszar et al., 1990) sowie der ZSF in der Trachea
(Lieb et al., 2000; Forteza et al., 2001; Manzanares et al., 2007) bereits bekannt ist,
wurde der Einfluss von HA auf die ziliare Aktivitat im Eileiter in unserer Studie
erstmals untersucht. Die verwendete HA-Konzentration wurde in Anlehnung an den
physiologischen Gehalt in der Follikelflissigkeit ausgewahlt (Stojkovic et al., 2002)
und stammte vom bovinen Glaskérper. Studien ergaben, dass ein niedrigeres
Molekulargewicht, bei einer Vielfalt von Zellsignalen, zu deutlicheren biologischen
Effekten flhrt, verglichen mit einem hohen Molekulargewicht der HA (Slevin et al.,
1998; Asari et al.,, 1998). So wiesen Morimoto et al. (1991) mit einem
Molekulargewicht Gber 1.000 kDa keinen Einfluss auf die ZSF von nasalen Zellen
nach. Mit einem Molekulargewicht zwischen 340 kDa und 500 kDa verfligt die HA
aus dem Glaskoérper Uber ein relativ geringes Molekulargewicht (Laurent 1955). Nach
einer 15-mindtigen Inkubation unbehandelter Stiicke der Ampulla mit HA (50 pg/ml)
ergab sich keine Veranderung der ZSF. Da die verwendeten Segmente der Ampulla
von Rindern im Ostrus stammten und daher mit einem hohen endogenen HA-Gehalt
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gerechnet werden musste, wurde in einem zweiten Versuch die endogene HA
enzymatisch entfernt (0,05 % Hyaluronidase), bevor die Messungen begannen. Die
anschlieBende Zufuhr exogener HA (50 pg/ml) bewirkte nach 15 Minuten einen
signifikanten Anstieg der ZSF. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
physiologische Anstieg der HA wahrend der periovulatorischen Phase an der
postovulatorischen Erhdéhung der ZSF beteiligt ist. Da HA einen Bestandteil der
bovinen Follikelflissigkeit darstellt, ist es naheliegend, dass HA an dem Anstieg der
ZSF durch die Anwesenheit von Follikelfliissigkeit (Lyons et al., 2006; Nishimura et
al., 2010) maBgeblich involviert ist. Somit kdnnte HA eine wichtige Rolle fir den
Oozyten-Pickup spielen sowie nach der Ovulation den Fluss der viskdsen
Follikelflissigkeit im Eileiter aufrechterhalten. Zudem kdnnte der schnelle
Zilienschlag nach der Ovulation zu einer natlrlichen Selektion von vitalen Eizellen
dienen. Die Signallibertragung der im Eileiter parakrin wirkenden HA ist bisher
unbekannt. In der Trachea wurde gezeigt, dass der HA induzierte Anstieg der ZSF
durch den RHAMM vermittelt wird (Forteza et al., 2001). Aufgrund der dominanten
Prasenz des RHAMMs in der Ampulla wahrend des Ostrus (Ulbrich et al., 2004) liegt
es nahe, dass eine Bindung der HA an den RHAMM auch im Eileiter den Anstieg der
ZSF initiiert (Ulbrich et al., 2004). Da der RHAMM in BOECs exprimiert wird (Ulbrich
et al.,, 2004, Mitteilung), kdnnte eine direkte Interaktion mit der HA in der
Oviduktflissigkeit bzw. des Kumulus-Oozyten-Komplexes eine lokale Regulierung
des Zilienschlags ermdglichen. Zudem spricht die schnelle Reaktion der ZSF auf die
HA — Zugabe flr eine nicht genomische Signalvermittlung. Untersuchungen an
kultivierten ovinen Epithelzellen der Trachea zeigten hingegen erst nach einer 7-
tagigen Kultivierung der Trachealzellen eine Reaktion auf die Zufuhr exogener HA
(Lieb et al., 2000). Die Autoren vermuteten, dass die Behandlung der trachealen
Mukosa mit Protease zu einem Verdau des RHAMM gefihrt hat und somit in den
ersten Tagen der Kultivierung keine HA-Bindung erfolgen konnte. Da unsere
Untersuchungen an ex vivo Organkulturen durchgefiihrt wurden, bei denen keine
Proteasebehandlung stattfand, kénnte die rasche Erhéhung der ZSF durch eine
Bindung der HA an den RHAMM vermittelt worden sein. Allerdings konnte in Studien
an der Trachea nicht eindeutig geklart werden, wie der RHAMM die ZSF steigert,
ohne Uber eine transmembrane Signalkomponente zu verfligen (Assmann et al.,
1999; Forteza et al., 2001).
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Die Messungen der PTG ergaben weder durch die direkte Zufuhr noch nach einem
vorangegangenen Verdau der endogenen HA eine Veranderung der basalen PTG.
Auch eine Erhéhung der HA-Konzentration erzielte keinen Effekt, obwohl zu erwarten
gewesen ware, dass der Anstieg des Zilienschlags auch zu einer erhéhten
FlieBgeschwindigkeit im Eileiter fihrt. Eine mdgliche Erklarung ware, dass HA im
Medium eine Erhéhung der Viskositat (Stojkovik et al., 2002) bewirkt, die die
FlieBgeschwindigkeit zunachst reduziert (Huang et al., 1997), gepaart mit einer
héheren ZSF allerdings zu einer gleichbleibenden PTG flhrt. Anzumerken ist, dass
sowohl die ZSF als auch die PTG durch eine Behandlung der Ampulla mit
Hyaluronidase (0,05 %, 1 h bei 37 °C) deutlich gesenkt wurde. Diese Beobachtungen
machten Forteza et al. (2001) nach der Behandlung von in vitro Kkultivierten
trachealen Epithelzellen mit Hyaluronidase (5 IU/ml, 2 h bei RT) nicht. Da die ZSF
wie auch die PTG nach der Aquilibrierungszeit konstante Werte erreichte, ist zu
vermuten, dass die Entfernung der endogenen HA im Ostrus zu einem Absinken der
ZSF und PTG fihrt.

Die dominante Anwesenheit der HA im Eileiter wahrend der peri-ovulatorischen
Phase fihrt zu der Vermutung, dass HA eine wichtige Rolle bei der Gametogenese
und der Befruchtung der Eizelle spielt (Varner et al., 1991). Inwieweit HA die
Synthese und Sekretion im Epithel des Ovidukts beeinflusst, ist bisher unbekannt.
Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine HA-Behandlung der Ampulla bei Rindern
im Metdstrus zu einer signifikant gesteigerten Synthese von sauren
Mukopolysacchariden in den sekretorischen Zellen fihrt. Korrelierend mit der
erhéhten Prasenz von HA um den Zeitpunkt der Ovulation (Tienthai et al., 2000;
Anderson und Killian, 1994) scheint HA in die Bildung sekretorischer Produkte zur
Vorbereitung eines optimalen Milieus beim Eintreffen der Gameten in der Ampulla
involviert zu sein. Dabei begunstigt die Anwesenheit von Mukopolysacchariden die
Akrosomreaktion (Handrow et al., 1982) und damit auch die Befruchtungskompetenz
der Spermien. HA gekoppelte Eigenschaften, wie lokale Zellproliferation und
Migration (Laurent und Fraser, 1992), untermauern diese These. Als grundlegender
Zelloberflachenrezeptor reprasentiert der CD44 einen Vermittler HA-induzierter
Zellsignale (Salamonsen et al., 2001; Aruffo et al., 1990). Die Préasenz des CD44
Rezeptors an der ad-luminalen Oberflache sowie der supranuklearen Region der
Epithelzellen deutet ebenfalls auf einen Wirkungsmechanismus der luminalen HA im
Eileiterepithel hin (Bergqgvist et al., 2005). Der HA-induzierte Effekt zeigt sich
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allerdings nur im Metdstrus. Die zyklusunabhangige Expression des CD44 Rezeptors
in der Ampulla (Bergqvist et al, 2005) schlieBt eine fehlende
Signalvermittlungskompetenz als Ursache aus. Ein mdglicher Ansatz ware, dass ein
bestimmtes Verhéltnis der Steroidhormone als Grundlage fir die Wirkung der HA-
assoziierten Stimulation ~ der intrazytoplasmatischen ~ Synthese  saurer
Mukopolysaccharide fungiert.

Es ist bekannt, dass P am Transport im Eileiter beteiligt ist, jedoch fanden bisherige
Untersuchungen ausschlieBlich an kultivierten Eileitern statt (Wessel et a., 2004;
Bylander et al., 2010; Mahmood et al., 1998; Paltieli et al., 2000). In unserer Studie
wurde der Einfluss von P auf den zilidren Transport erstmals unter nahen in vivo
Bedingungen untersucht. Fir die Messungen der ZSF und der PTG entsprach die
Progesteronkonzentration der in praovulatorischen Follikeln (Prévost et al., 1989), da
diese existent ist, wenn sich die Gameten in der Ampulla befinden. Angesetzt wurde
die Progesteronlésung in Ethanol und mit dem Puffer, in dem auch die Messungen
stattfanden, verdinnt. Wahrend der Inkubation lag Ethanol in einer Endkonzentration
von 0,06 % vor. Voruntersuchungen hatten ergeben, dass ein derartiger
Ethanolgehalt weder einen Einfluss auf die ZSF noch auf die PTG ausubt. Ein
Ethanolgehalt von 3 % zeigte hingegen ein verandertes FlieBverhalten der
Dynabeads. In anderen Studien wurde Progesteron ebenfalls in Ethanol geldst,
wobei eine Ethanolkonzentration zwischen 0,1 % und 1 % die ZSF nicht beeinflusst
(Wessel et al.,, 2003; Bylander et al., 2010; Mahmood et al., 1998). Um bei den
Messungen ausschlieBlich die Wirkung exogenen Progesterons ermitteln zu kénnen,
wurden Eileiter von Rindern im Ostrus herangezogen. Dadurch befand sich das
Epithel in dem Zustand, in dem es auch wahrend des Gameten- bzw. frihen
Embryotransports vorliegt, nur ohne den Einfluss der freigesetzten Follikelflissigkeit
und des progesteronproduzierenden Corpus haemorrhagicums.

Die Zugabe von P (10 pmol/l, 30 pmol/l) bewirkte nach 15 Minuten einen
signifikanten Abfall der ZSF. Im Vergleich zu der Studie von Wessel et al. (2003), die
den Einfluss von P (P: 20 umol/l) an 2 bis 4 Tage kultivierten bovinen Eileitern Gber
eine Inkubationsdauer von 15 Minuten untersuchten, zeigten die Ergebnisse unserer
Untersuchungen an ex vivo Eileitern (4 bis 8 h) ein vielfach stérkeres Absinken (21,6
%) der ZSF als bei Wessel et al. (2003) (3,7 %). Dies fuhrt zu der Annahme, dass die
Reaktionsfahigkeit der Signallibertragungen in 4 — 8 h ex vivo Eileitern die in vivo
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Bedingungen besser widerspiegelt, als es in 2 bis 4 Tage kultivierten bovinen
Eileitern der Fall ist. Eine direkte Vergleichbarkeit mit anderen Studien ist aufgrund
der unterschiedlichen Inkubationsdauer und der speziesabh&ngigen Differenzen
begrenzt. In murinen 24 h kultivierten Eileitern wurde nach einer 30 minltigen P-
Inkubation (20 pmol/Il, 100 umol/l) ein Absinken der ZSF um 10 % bzw. 15 % erreicht
(Bylander et al., 2010). Bei Studien am humanen Eileiter flhrte eine Inkubation Uber
24 h bei einer P-Konzentration von 10 umol/ml zu einem Abfall um 40 % (Mahmood
et al., 1998), wahrend 2 ng/ml eine Paralysierung von 50-70 % der Zilien verursachte
(Paltieli et al., 2000). Im Gegensatz dazu wurde in unserer Studie bereits 3 Minuten
nach der P-Zugabe (10 umol/l) eine signifikante Reduktion der ZSF nachgewiesen.
Dies untermauert die Schlussfolgerung von Wessel et al. (2003), die den P-
induzierten Abfall der ZSF aufgrund des schnellen inhibitorischen Effekts auf nicht
genomische Mechanismen zurtckfihren. Diese hormonell ausgel6sten Reaktionen
sind zu schnell, um genomisch reguliert zu werden. Fir gewdhnlich benétigen diese
Prozesse mehr als 30 bis 60 Minuten (Cato et al.,, 2002). Die raschen steroid-
induzierten Veranderungen basieren somit vielmehr auf einer Modulierung
zytoplasmatischer oder zellmembrangebundener regulatorischer Proteine (Simoncini
und Genazzani, 2003). Im humanen und murinen Eileiter wurde der Membran
Progesteron Rezeptor gamma (mPRYy) in der apikalen Membran der zilientragenden
Zellen angrenzend an das Eileiterlumen nachgewiesen. Er scheint dort tGber nicht
gemonische Prozesse an der Regulation der zilidren Aktivitat beteiligt zu sein (Nutu
et al., 2007). Die inhibierende Wirkung von P auf die ZSF fihrt auch im Zyklus zu
einer reduzierten Zilienaktivitat in der Lutealphase, in der die P-Konzentration
maximal ist (Lyons et al., 2002; Nishimura et al., 2010). Die physiologische
Begrindung liegt vermutlich darin, dass in dieser Zeit kein Embryotransport
erforderlich ist, im Gegensatz zur frihen Lutealphase, in der die P-Konzentration
noch gering ist, da ein Abfall der ZSF in dieser Zyklusphase den Abtransport des
Embryos aufgrund der Prasenz viskdser Follikelflissigkeit gefahrden wirde.

Bezliglich der PTG bewirkt die Zugabe von P (10 umol/l) jedoch weder in der
Ampulla noch im Isthmus eine Veranderung. Da P zu einem signifikanten Absinken
der ZSF, aber nicht der PTG fuhrt, ist die ZSF vermutlich nicht essentiell an der
Modulierung der luminalen FlieBgeschwindigkeit beteiligt. Dies untermauern auch
Ergebnisse von Croxatto et al. (2002). Sie zeigten, dass die Muskelkontraktionen
allein einen erfolgreichen Embryotransport gewahrleisten. Auch Noreikat (2009,
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persodnliche Mitteilung) vermutete eine untergeordnete Rolle der zilidren Aktivitat
gegenlber den Kontraktionen der glatten Muskulatur im Bezug auf den Gameten-
bzw. Embryotransport. Im Gegensatz dazu wird durch die Hemmung der
Muskelkontraktilitdt dennoch ein unveranderter Transport im Eileiter ermdglicht
(Halbert et al. 1976 und 1989). Zudem ist es bekannt, dass krankheitsbedingte
Beeintrachtigungen des Zilienschlags, wie das ,Kartagener Syndrom® und die
Endometriose, mit einer geringeren Fertilitdt assoziiert sind (McComb et al., 1986;
Lyons et al., 2002a). Daher vermuten wir, dass der Zilienschlag grundlegend zu einer
Strdmung im Lumen des Eileiters beitragt (Abe und Hoshi, 1997; Hagiwara et al.,
1997), die Modulierung der FlieBgeschwindigkeit jedoch nur wenig beeinflusst. Somit
ist die ZSF vor allem fur die Feinregulierung des Transportes, der durch den Kontakt
des Embryos mit dem maternalen Eileiterepithel stattfindet, verantwortlich. Die PTG
scheint vielmehr durch die Viskositat der Ovidukifllissigkeit beeinflusst zu werden.

Ein Teil der Sekrete im Eileiter werden von sekretorischen Epithelzellen synthetisiert
und in das Lumen abgegeben. Die sekretorische Aktivitat im Epithel der Ampulla
variiert wahrend des Zyklus. Dabei fihrt die wechselnde Dominanz der
Steroidhormone Ostrogen und Progesteron zu einer Modifizierung der Synthese und
Sekretion sekretorischer Produkte (Verhage et al., 1988, Boice et al., 1990, Murray et
al., 1992, 1993). Wahrend Ostrogen eine stimulierende Wirkung auf die Synthese
von Glykoproteinen im Eileiter austibt (Buhi et al., 1991, Bhatt et al., 2004, Briton —
Jones et al., 2004, Jaffe et al.,, 1996), fihrt Progesteron zu einem Verlust der
sekretorischen Aktivitat (Murray et al., 1995, Verhage et al., 1990, Bareither et al.,
1981). In unseren Untersuchungen flhrte eine Progesteronbehandlung der Ampulla
ausschlieBlich im Ostrus zu einer signifikanten Reduktion saurer Mucopolysaccharide
im Zytoplasma der sekretorischen Zellen. Murray et al. zeigten 1995, dass die
sekretorischen Produkte durch einen exozytotischen Prozess aus den sekretorischen
Zellen geschleust werden. Der Ausldser dieses exozytotischen Prozesses ist bisher
unklar. Die steigende Progesteronprdsenz in der lutealen Phase scheint nicht
essentiell an der Abgabe des Sekrets beteiligt zu sein (Willemse et al., 1974). Eine
Behandlung von weiblichen ovarekomierten Schafen mit Progesteron nach einer
vorherigen Ostrogenbehandlung fiihrt zwar zur Abgabe kernhaltiger Vesikel, jedoch
I6st eine chronische Behandlung mit Ostrogen allein ebenfalls die Abgabe der
Sekretprodukte aus (Willemse et al., 1975, Bareither et al., 1981). Daher schlossen
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Willemse et al. (1975), dass weder der Progesteroneinfluss noch ein Effekt durch die
absinkende Ostrogeneinwirkung an dem morphologischen Umbau der sekretorischen
Zellen essentiell beteiligt ist. Vielmehr vermuteten sie, dass die Exozytose aus den
sekretorischen Zellen eine logische Konsequenz auf eine vorangegangene Synthese
darstellt. Bei einer kombinierten Administration von Ostradiol und Progesteron in
pradstradiol behandelten Eileitern wurden nach 2 Tagen keine sekretorischen
Granulae mehr nachgewiesen (Bareither et al., 1980). Demnach scheint P in einem
Ostradiolreichen Umfeld durch einen antiéstrogen Effekt ein rasches Versiegen der
sekretorischen Granulae zu verursachen (Bareither et al., 1980). Diesbeziiglich ist es
naheliegend, dass exogen zugefihrtes Progesteron aufgrund seines antiéstrogenen
Effekts im Ostrus einen raschen Abfall in der Synthese von sauren
Mukopolysacchariden initiiert. In den anderen Zyklusstadien (Metdstrus, Didstrus
Bliite, Prodstrus) scheinen die geringe Prasenz von Ostradiol und die bereits
vorhandene endogene Progesteronkonzentration den Einfluss von exogen
zugefligtem Progesteron zu schmalern. Im Gegensatz zu in vitro Studien, bei denen
durch eine Progesteronstimulation ein signifikanter Abfall in der Transkriptmenge des
oviduktalen Glykoprotein-1 (OVGP-1) nachgewiesen wurde (Ulbrich et al., 20086,
Jaffe et al., 1996), zeigten unsere Ergebnisse keinen Einfluss auf die Synthese und
Sekretion von Glykoproteinen durch P. Demzufolge ist davon auszugehen, dass eine
20-miniitige Inkubationsdauer nicht ausreicht, um eine P-induzierte Anderung der

Genexpression auch auf Proteinebene nachzuweisen.

Die Synthese und Sekretion von Glykoproteinen wurde zudem in den ersten Tagen
der Trachtigkeit analysiert. Zur Untersuchung erster embryoinduzierter
Veranderungen und den zugrunde liegenden Signaltransduktionswegen wurden
daher Eileiter und Uteri von 3,5 bis 4,5 Tage tréachtigen Rindern verwendet. Wahrend
ein Vergleich der Eileiter und Uteri trachtiger Rinder mit Eileitern und Uteri von
unbefruchteten Rindern im Metbstrus systemische Effekie einer Trachtigkeit
aufzeigen sollte, diente die Gegeniberstellung des ipsi- und kontralateralen Eileiters
und Uterus dazu, lokale Effekte durch die Anwesenheit des Embryos zu analysieren.
Dabei zeigte sich, dass sich die Synthese von Glykoproteinen und deren Lokalisation
in der Ampulla trachtiger (3,5-4,5 Tage) von unbefruchteten (Metéstrus) Rindern
unterscheiden. Wahrend im Metdstrus eine deutliche intrazytoplasmatische Synthese
von Glykoproteinen in den sekretorischen Zellen der Ampulla stattfindet, befinden

92



Diskussion

sich die Glykoproteine bei trachtigen Rindern in der ipsilateralen Ampulla in Vesikeln,
die in das Eileiterlumen abgegeben werden. Damit einhergehend stellt sich die
Morphologie der Epithelzellen im Eileiter dar. Durch eine frihe Trachtigkeit (3,5 — 4,5
Tage) kommt es in den sekretorischen Zellen der ipsilateralen Ampulla zu einer
starken Abschnirung von Vesikeln, die vereinzelt auch Zellkerne enthalten, wahrend
sich die sekretorischen Zellen in der unbefruchteten (Metdstrus) Ampulla nur leicht
Uber das Niveau der zilientragenden Zellen wdlben. Eine Formation der
sekretorischen Zellen an Tag 3 der Trachtigkeit wurde auch unter dem
Transmissionselektronenmikroskop nachgewiesen (Kélle et al., 2009). Entsprechend
unseren Beobachtungen in der HE-Farbung zeigten Koélle et al. (2009) in der
Ampulla, die der Embryo vor 1,5 Tagen passierte, eine hohe Aktivitdt der
sekretorischen Zellen. Diese Zellen weisen eine runde Form auf und ragen weit tber
die Oberflache der Zellmembran ins Lumen. Auch Murray et al. beschrieben 1995 ab
dem dritten bis vierten Trachtigkeitstag eine Sekretabgabe Uber Vesikel in der
Ampulla trachtiger Zibben. Bei zyklischen Rindern zeigte sich die Abschniirung von
kernhaltigen Vesikeln erst im Didstrus (Blite) und Prodstrus. Dies ergaben auch
Studien von Licke (2005, persénliche Mitteilung) und Hollis et al. (1984). Somit
werden die sekretorischen Produkte durch die Anwesenheit des Embryos frih
freigesetzt, um die embryonale Versorgung zu gewahrleisten (Abe und Hoshi, 1999;
Leese et al., 2001). Die Bedeutung der Epithelzellen im Eileiter fir die embryonale
Entwicklung beschrieben auch Thibodeaux et al. (1992). Sie wiesen auf eine erhdhte
Entwicklungsrate bei Embryonen hin, die mit bovinen Ovidukt-Epithelzellen (BOECs)
kokultiviert wurden. Neben der sekretorischen Aktivitat beeinflusst die Anwesenheit
eines Embryos zudem die Zellhéhe der zillientragenden Zellen in der Ampulla. Bei
trachtigen Rindern ist die Zellhdhe im Vergleich zu unbefruchteten Rindern signifikant
reduziert. Auch ein Vergleich der Zellhdhe von zilientragenden Zellen im Ostrus und
Metbstrus zeigt postovulatorisch einen signifikanten Abfall. Untermauert wird dies
durch einen signifikanten Progesteronanstieg ab dem 4. Tag nach der Ovulation
(Stabenfeldt et al., 1969) und der Progesteron-induzierten Atrophie der Epithelzellen
im Eileiter (Verhage et al., 1990). Auch Abe et al. wiesen 1999 in der Lutealphase
einen signifikanten Abfall in der Zellhéhe zilientragender Zellen auf. Die signifikant
reduzierte Zellhdhe in der Ampulla trachtiger Rinder (3,5-4,5 Tage) im Vergleich zum
Metostrus kdnnte auf eine erhéhte Progesteronpréasenz im Ovidukt wéhrend der
frihen Trachtigkeit zurlckzufiihren sein. Auch beim Schaf stellten Murray et al.
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(1995) ab dem 4. Trachtigkeitstag eine signifikante Abnahme in der ovinen
Epithelhéhe fest. Sie vermuteten, dass der Abstieg des Embryos in den Uterus und
der damit einhergehende systemische Anstieg von P sowie die Abnahme des
Ostrogenlevels einen Initiator fiir die degenerativen Prozesse wahrend der friihen
Trachtigkeit darstellen. Bei zyklischen Rindern féllt die Héhe der zilientragenden
Zellen bis zum Diéstrus (Blite) und Prodstrus weiter signifikant ab, was sich darauf
zurickfihren lasst, dass erst gegen Ende des Gelbkérper-Blite-Stadiums eine
maximale Progesteronkonzentration im Plasma erreicht wird (Stabenfeldt et al.,
1969).

Bei einer Konzeption dient der Isthmus durch seine morphologische Beschaffenheit
dem raschen Transport des Embryos in den Uterus. Das geringe Volumen mit
Primarfalten gewahrleistet einen Transfer des Embryos, ohne dass sich dieser in den
Falten festsetzt. Der embryonale Transport erfolgt im Isthmus vor allem durch die
Kontraktion der glatten Muskulatur innerhalb der stark ausgepragten Tunica
muskularis (Grieve et al., 1984). Der geringe Anteil sekretorischer Zellen und
sekretorischer Produkte, wie Glykoproteine, weist darauf hin, dass sich der Embryo
nicht lange im Isthmus aufhalt und somit ein geringer Gehalt an Glykoproteinen
ausreicht, um die Versorgung sicherzustellen. Demzufolge tréagt der hohe Anteil an
zilientragenden Zellen (Kélle et al., 2009) zu einem raschen Transport in den Uterus
bei, indem der aktive postovulatorische Zilienschlag (Critoph and Dennis, 1977b) den
Embryo daran hindert, sich im Isthmus festzusetzen.

Im Uterus weisen die luminalen Epithelzellen sowohl bei trachtigen (3,5-4,5 Tage),
als auch bei unbefruchteten Rindern (Metdstrus) eine hochprismatische Zellform auf.
Die Synthese von Glykoproteinen findet dabei sowohl bei trachtigen als auch bei
unbefruchteten (Metdstrus) Rindern im Zytoplasma einzelner Zellen des luminalen
Uterusepithels statt. Auch Uhrin et al. beschrieben 1983 in den Iluminalen
Epithelzellen und den uterinen Drisenzellen im Metdstrus eine maximale Zellhéhe,
die mit einer starken Synthese von Glykoproteinen einhergeht. Somit wird ein
optimales Milieu zur Versorgung des eintreffenden Embryos im Uterus vorbereitet.
Durch welche Signale der Embryo und das maternale Gewebe kommunizieren, ist
jedoch kaum bekannt. Nach einer Befruchtung bildet P das wichtigste Hormon zur
Erhaltung der Trachtigkeit. Eine erhdhte maternale Progesteronproduktion ist daher
in der Postkonzeptionperiode essentiell (Green et al., 2005; Mann et al., 2001;
Inskeep 2004, Stronge et al. 2005, McNeill et al. 2006).
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Die Vermittlung der P-induzierten Effekte findet durch die Bindung an den
Progesteronrezeptor (PR) statt. Die Expression des Progesteronrezeptors im Eileiter
und Uterus wurde im Verlauf des Sexualzyklus bereits ausfuhrlich untersucht (Ulbrich
et al., 2003; Okada et al., 2003; Martin et al., 2008; Robinson et al., 2001; Okumu et
al., 2010; Boos et al, 1996; Kimmins et al., 2001). Wahrend der ersten
Trachtigkeitstage sind Veranderungen in der PR-Expression bisher nur beim Hasen
und der Ratte analysiert worden. In der Ampulla unbefruchteter Rinder (Metdstrus)
findet sowohl in den Zellkernen der zilientragenden als auch der sekretorischen
Zellen eine starke PR-Expression statt. Damit Gbereinstimmend verzeichneten
Ulbrich et al. (2003) in der frihen Lutealphase (Tag 1 bis 5) die starkste PR-
Expression in der Ampulla. Im Weiteren zeigte ein Vergleich der ipsi- und
kontralateralen Ampulla unbefruchteter Rinder (Metdstrus) keine Unterschiede in der
Lokalisation und Intensitat der PR-positiven Signale. Eine Gegentberstellung ipsi-
und kontralateraler boviner Epithelzellen an Tag 3,5 des Zyklus ergab ebenfalls
keinen Unterschied in der detektierten Menge von PR-Transkripten (Rottmayer et al.,
2006). Dies deutet auf eine systemische Freisetzung von Progesteron Uber den
Blutkreislauf hin. Die Ubereinstimmung der ipsi- und kontralateralen PR-Expression
lasst darauf schlieBen, dass die im Metdstrus vorhandene Follikelflissigkeit
(ipsilateral) keinen deutlichen Effekt auf die PR-Proteinexpression in vivo ausulbt.
Dagegen fiihrte eine Inkubation der Ampulla von Rindern im Ostrus mit
Follikelflissigkeit zu einer erhdhten PR mRNA Expression (Krahling, 2010,
persOnliche Mitteilung). Im Vergleich zur Ampulla unbefruchteter Rinder (Metdstrus)
zeigte sich in der Ampulla trachtiger Rinder (3,5-4,5 Tage) ein Abfall der PR-
Expression. Dabei sinkt die PR-Expression in den zilientragenden Zellen sowohl ipsi-
als auch kontralateral. Zudem ist die Anzahl PR-positiver Zellkerne im Epithel der
embryotragenden Ampulla (ipsilateralen) signifikant geringer, als in der
kontralateralen Ampulla tréachtiger Rinder wie auch in der Ampulla unbefruchteter
Rinder (ipsi- und kontralateral). Da Progesteron die Expression seines eigenen
Rezeptors inhibiert (McDowell et al., 1999; Kreitmann et al., 1979), ist der Abfall der
PR-Immunoreaktivitat, 1,5-2,5 Tage nachdem der Embryo die Ampulla verlassen hat,
auf eine erhdhte Progesteronprasenz in der ipsilateralen Ampulla zurtckzufihren.
Ulbrich et al., zeigten 2003 an in vitro kultivierten bovinen Epithelzellen, dass eine
Progesteroninkubation bereits nach 6 h zu einer Unterdriickung der PR-Transkription
fOhrt. Syvala et al. (1998) zeigten im Eileiter des Huhns, dass P zwar zu einem
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Verlust des PR-Proteins fihrt, die PR mRNA-Expression jedoch kaum beeinflusst.
Untersuchungen von Pereira et al. (2006) und Vaques et al. (1997) deuteten darauf
hin, dass der frihe Embryo die Fahigkeit besitzt, luteotrophe Substanzen zu bilden
und damit die Progesteronsekretion zu stimulieren. So bewirkt eine Kokultivierung
von bovinen Embryonen mit Granulosazellen einen  Anstieg der
Progesteronkonzentration in  den  Granulosazellen.  Allerdings  zeigen
Untersuchungen, dass in den ersten Tagen der Trachtigkeit keine Erhéhung der
peripheren Plasmaprogesteronkonzentration stattfindet (Donaldson et al., 1970;
Thorburn und Schneider, 1972; Lukaszewska und Hansel, 1980). Dies bestatigten
auch Chagas e Silva et al. (2005), die durch die Anwesenheit eines Embryos (5-7
Tage) keinen im Plasma detektierbaren luteotrophen Einfluss nachwiesen. Im
Hinblick auf die Beurteilung des Probenmaterials dokumentierten wir ipsilateral eine
starkere Odematisierung der Eileiterwand als kontralateral. Zudem verlief die
ipsilaterale Arteria tubae uterinae stark gewunden, wahrend die kontralaterale
gestreckt vorlag. Auch Koélle et al. (2009) beschrieben eine Veranderung der
Vaskularisation in Verbindung mit der Anwesenheit eines Embryos im Ovidukt. Somit
kénnte auch der Blutfluss zum Ovidukt verédndert sein und trotz &aquivalenter
Plasmaprogesteronkonzentration eine héhere P-Menge in die ipsilaterale Ampulla
gelangen, um dort eine inhibitorische Wirkung auf die PR-Expression auszulben. Die
involvierten Mechanismen sind jedoch bisher weitgehend ungeklart (Zhang et al.,
2007). Eine Erklarung far den Degradation des PR-Proteins stellt eine Ubiquitin-
vermittelte Ligandenbindung dar, die bereits im Ovidukt des Huhns nachgewiesen
wurde (Syvala et al., 1998). In der Anwesenheit von P bewirkt das Proteasom
Ubiquitin eine sogenannte Ubiquitinylierung, wobei eine rasche Proteolyse des PRs
ausgeldst wird (Zhang et al., 2007).

Im Isthmus wurde sowohl bei trachtigen als auch bei unbefruchteten Rindern auf
beiden Eileiterseiten eine starke PR-Expression in den Zellkernen der
zilientragenden und sekretorischen Zellen nachgewiesen. Zu ahnlichen Ergebnissen
kamen Okada et al. (2003). Sie zeigten, dass die PR-Expression im Isthmus von
Ratten in der Praimplantationsphase vergleichbar mit der von zyklischen Ratten ist.
Im Metéstrus detektieren auch Ulbrich et al. (2003) im bovinen Isthmus eine starke
PR-Expression. Des Weiteren beschrieben sie eine Differenzierung der PR
Isoformen A und B. In der Ampulla dominiert der PR-A, welcher durch
Veranderungen in der Steroidogenese reguliert wird. Im Isthmus wird der PR-B

96



Diskussion

unabhangig von peripheren Steroidhormonen wéahrend des gesamten Zyklus
exprimiert (Ulbrich et al., 2003). Der in unseren Untersuchungen verwendete PR
Antikérper PR SP2 (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA) erkennt beide Isoformen
A (116 kDa) und B (81 kDa), sodass eine differenzierte Betrachtung nicht mdglich
war. Wir vermuten, dass die starke Prasenz des PRs im ipsilateralen Isthmus im
Gegensatz zur ipsilateralen Ampulla trachtiger Rinder auf die fehlende inhibitorische
Wirkung des P auf den PR-B zurtckzuflihren ist.

Im Uterus trachtiger (3,5-4,5 Tage) wie unbefruchteter (Metdstrus) Rinder findet in
den Zellkernen des granduléaren Epithels eine starke PR-Expression statt. Wahrend
des Zyklus erreicht der PR in der frihen Lutealphase eine maximale Expression
(Martin et al., 2008 und Robinson et al., 2001). Im luminalen Uterusepithel wurden
bei unbefruchteten Rindern (Metdstrus) signifikant weniger PR-positive Zellkerne als
bei trachtigen Rindern (3,5-4,5 Tage) nachgewiesen. Ergebnisse von anderen
Studien variierten bezlglich der PR-Expression im luminalen Uterusepithel. Okumu
et al. zeigten 2010 eine starke Auspragung des PRs an Tag 5 und 7. Auch Boos et
al. wiesen 1996 in den Zellkernen des bovinen luminalen Uterusepithels die starkste
PR-Expression an Tag 8 des Zyklus nach. Andere Studien analysierten im luminalen
Uterusepithel eine schwache bis nicht detektierbare PR-Expression, die nur bei
einzelnen Rindern an Tag 3 und 6 (Kimmins et al., 2001) bzw. an Tag 6 (Robinson et
al., 2001) stark ausgepragt war. Unterschiede in der PR-Expression durch eine friihe
Trachtigkeit wurden bereits im porcinen Uterus analysiert (Sukjumlong et al., 2005;
Sukjumlong et al., 2009). Dabei zeigte sich sowohl bei besamten (70 h post
Ovulation) als auch unbesamten (70,5 — 71 h post Ovulation) Sauen eine starke PR
Expression im luminalen und grandularen Uterusepithel. In den besamten Sauen hob
sich weder die uterine PR mRNA-, noch die PR-Proteinkonzentration von der
unbesamter Sauen ab. Untersuchungen beim Kaninchen wiesen hingegen einen
ahnlichen Effekt wie in unseren Ergebnissen auf. Dabei ist im luminalen Epithel 3
Tage trachtiger Tiere ebenfalls eine héhere Anzahl PR-positiver Zellkerne sowie eine
intensivere Immunfarbung als bei nicht tragenden Kaninchen vorhanden (Anzaldua
et al., 2007). Der Stimulus fir die gesteigerte PR-Expression im luminalen
Uterusepithel ist jedoch unbekannt. In ovarektomierten Rindern wird der PR im
luninalen Uterusepithel exprimiert. Eine Behandlung der ovarektomierten Rinder mit
Ostrogen verédndert die Expression nicht. Eine Progestronbehandlung allein oder in
Kombination mit Ostrogen fiihrt zur Hemmung der PR-Expression im luminalen
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Uterusepithel (Kimmins et al., 2001). Auch Forde et al. zeigten 2011, dass in Rindern
mit niedriger Progesteronkonzentration im Vergleich zu Rindern mit physiologischer
Progesteronkonzentration am Zyklustag 7 eine starkere PR-Expression im luminalen
Uterusepithel nachzuweisen ist. Dies flhrt zu der Annahme, dass die Expression des
PRs im luminalen Uterusepithel unter dominanter Anwesenheit von P inhibiert wird.
Da sich die Plasmaprogesteronkonzentration in den ersten 9 Tagen der frihen
Trachtigkeit und im Zyklus gleichen (Henricks et al., 1970; Henricks et al., 1971;
Green et al., 2005), lasst sich der Unterschied in der PR-Expression nicht durch den
Einfluss des peripheren Progesteronspiegels ableiten. Es liegt nahe, dass die hdéhere
Anzahl PR-positiver Zellkerne im luminalen Uterusepithel bei 3,5-4,5 Tage trachtigen
Rindern mit dem in diesem Zeitrahmen stattfindenden embryonalen Eintritt in den
Uterus zusammenhangt. Dabei bildet das luminale Uterusepithel eine direkte
Kontaktflache fur den frihen Embryo. Die hohe Ansprechbarkeit des PRs ist
demnach mit der Ankunft des Embryos assoziiert und nimmt vermutlich eine wichtige
Rolle bei der frihen embryo-maternalen Kommunikation ein. Dennoch scheint es
sich hierbei nicht um lokale Signale zu handeln, da die PR-Expression sowohl im
ipsi- als auch im kontralateralen Uterushorn stark ausgepragt ist.

Die Expression des GHR im Zytoplasma der zilientragenden Zellen des
Eileiterepithels (Krahling, 2010, personliche Mitteilung) deuten auf einen
Wirkungsmechanismus des GHs im Ovidukt hin. Die hohe Ansprechbarkeit des
Rezeptors weist auf eine mdgliche Funktion im Gameten- und Embryotransport hin.
Um eine Beteiligung am zilidren Transport zu untersuchen, wurde in der vorliegenden
Studie erstmals der Einfluss von GH auf die ZSF und die PTG in der Ampulla
analysiert. Die Zufuhr von GH erzielte jedoch weder in der ZSF noch bei der PTG
einen Effekt auf die basalen Werte. Da die Messungen an Segmenten der Ampulla
von Rindern im Ostrus stammten, konnte eine Rezeptorprisenz vorausgesetzt
werden. Die ausgebliebenen Effekte weisen daraufhin, dass exogenes GH keine
Reaktion der ziliaren Aktivitdt am Rezeptor bewirkt. Zudem vermuteten Steffl et al.
(2009), aufgrund der Abwesenheit von GH im porcinen Eileiter, dass eine auto- bzw.
parakrine Wirkung von GH auf seinen Rezeptor auszuschlieBen ist. Die hypophysare
Freisetzung des Wachstumshormons (GH) wirkt sowohl auf die Ausschittung der
Gonadotropine wie auch auf die ovarielle Steroidogenese. Damit ist GH indirekt auch
an der Synthese und Sekretion in den Epithelzellen des Eileiters beteiligt. Es ist
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bekannt, dass GH die sekretorischen Funktionen durch cAMP-abhangige
intrazellulare Mechanismen im Ovidukt beeinflussen kann (Makarevich und Sirotkin,
1997). Gegenstand unserer Untersuchungen war es daher, den Einfluss von GH auf
die Synthese und Sekretion im bovinen Eileiter zu analysieren. Durch eine GH-
Behandlung der Ampullae von Rindern im Ostrus, Metdstrus, Didstrus Bliite und
Prodstrus wurde jedoch weder eine Veranderung in der Synthese und Sekretion von
Glykoproteinen noch von sauren Mukopolysacchariden nachgewiesen.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass das videomikroskopische System eine wertvolle
Methode darstellt, um die Mechanismen des zilidren Transports im Eileiter weiter
aufzuklaren. Dies ist die Voraussetzung flir eine erfolgreiche therapeutische
Modulation des Transports von Eizellen und Embryonen im Eileiter.
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7 Zusammenfassung

Die frihe embryo-maternale Kommunikation findet bereits im Eileiter statt und bildet
eine essentielle Voraussetzung fur eine erfolgreiche Trachtigkeit. Zur Analyse der
beteiligten Signaltransduktionswege wurden bisher Uberwiegend Untersuchungen
unter in vitro Bedingungen durchgefihrt. Ziel dieser Arbeit war es daher, unter nahen
in vivo Bedingungen den Einfluss von Progesteron (P), Hyaluronsaure (HA) und
Wachstumshormon (GH) auf den ziliaren Transport und die Sekretion im Eileiter am
Modell des Rindes zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden ex vivo Organkulturen
des Eileiters mit einem neu etablierten digitalen Videomikroskop untersucht. Dabei
wurden mit Hilfe der Software StreamPix und Image-Pro Plus die
Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) und die Zilienschlagfrequenz (ZSF)
analysiert. Zur Ermittlung der ZSF wurde zusétzlich eine Fast Fourier Transformation
durchgefihrt. Zudem erfolgten histochemische und immunhistochemische Analysen.
Wahrend des Ostrus betragt die basale PTG in der Ampulla 234,7 + 18,9 um/s (n =
4) und die ZSF 17,8 + 0,6 Hz (n = 10). HA bewirkt in der Ampulla nach 15 min. einen
signifikanten Anstieg der ZSF um 25,9 % (n = 7) und kdnnte damit als natirlicher
Bestandteil der Eileiterflissigkeit und des COCs eine wichtige Rolle beim Oozyten-
Pickup spielen sowie an dem physiologischen Anstieg der ZSF nach der Ovulation
beteiligt sein, um den Flussigkeitsstrom der viskésen Follikelflissigkeit aufrecht zu
erhalten. Zudem I6st exogen zugefigte HA im Metdstrus einen signifikanten Anstieg
(n =6) der Synthese von sauren Mukopolysacchariden in den sekretorischen Zellen
der Ampulla aus und tragt damit zu einer erfolgreichen Gametogenese sowie
Fertilisation bei. Progesteron senkt die ZSF in der Ampulla signifikant um 21,6 % (n =
6). Eine Begrindung daflir kdnnte die untergeordnete Rolle der ziliaren Aktivitat im P
dominierenden Didstrus darstellen, da in diesem Zyklusabschnitt kein Transport der
Eizelle bzw. des Embryos stattfindet. Dies spiegelt sich auch in der signifikant
reduzierten Synthese von sauren Mukopolysacchariden wider (n = 7), da auch eine
nutritive Versorgung im Didstrus nicht erforderlich ist. In der friihen Trachtigkeit ist die
Bereitstellung von N&hrstoffen hingegen von groBer Bedeutung, wodurch sich die
starke Sekretion von Glykoproteinen Uber ausgeschleuste Vesikel in der Ampulla
begrindet. Die Expression des PRs ist 1,5 Tage, nhachdem der Embryo die Ampulla

verlassen hat, ipsilateral signifikant geringer (64.1 %) als kontralateral (n = 4), was
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auf einen lokalen Wirkungsmechanismus des Embryos hinweist. Im Uterus wird der
PR bei der Ankunft des Embryos ipsi- als auch kontralateral stark exprimiert.

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zilidre Aktivitdt im bovinen
Eileiter sowohl endokrin (P) als auch parakrin (HA) tber lokale Signale reguliert wird.
Durch die gewonnenen Erkenntnisse wird zu einem besseren Verstandnis der
kausalen Zusammenhange bei Sub- und Infertilitidten bezlglich eines gestbrten
Gameten- bzw. Embryotransportes beigetragen.
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8 Summary

The early embryo-maternal communication occurs to be in the oviduct and provides
an essential prerequisite for successful pregnancy. In most instances, studies which
analyze the involved signaling pathways are based on in vitro conditions. Therefore
the aim of our study was to investigate the influence of progesterone (P), hyaluronan
(HA) and growth hormone (GH) on ciliary transport and secretion in the bovine
oviduct under near in vivo conditions. For this object we analyzed ex vivo organ
cultures of the oviduct with a new established digital videomicroscope.
Particletransport speed (PTS) and ciliary beating frequency (CBF) were evaluated by
means of the software StreamPix and Image — Pro Plus. To determine CBF a Fast
Fourier Transformation was done additionally. Moreover histochemic and
immunhistochemic analyzes were performed.

In the bovine estrus ampulla, basal PTS averages 234.7 + 18.9 um/s (n = 4) and
basal CBF 17.8 £ 0.6 Hz (n = 10). HA causes a significant increase (25.9 %) of the
CBF in the ampulla after an incubation of 15 minutes (n = 7). As natural component
of oviductal fluid and the cumulus oocyte complex, HA could play an important role in
the oocyte pickup as well as be involved in the physiological increase of ciliary
beating after ovulation to ensure a continuous current of the viscous follicle fluid.
Furthermore exogene HA increases the synthesis of acid mucopolysaccharides
signicficantly (n = 6) in the secretory cells of the ampulla from cows in metestrus to
provide successful gametogenesis and fertilization. Progesterone significantly
decreases (21.6 %) CBF in the ampulla (n = 6). A potential reason could be the
subordinate role of ciliary activity in the P dominant diestrus, when oocyte- and
embryo transport does not occur. This is also reflected in significant reduced
synthesis of acid mucopolysaccharides (n = 7) since nutritive maintenance is not
necessary in diestrus. However, in the early pregnancy the supply of nutrients is very
important, wherefore a strong secretion by vesicles of glycoproteins arises in the
oviduct. 1.5 days after the embryo leaves the ampulla PR expression is significantly
less (64.1 %) expressed in ipsilateral ampulla than in contralateral ampulla (n = 4),
which indicates a local mechanism of the embryo. When the embryo enters the
uterus PR is expressed very strong both ipsi- and contralateral.

With the aid of this study it could be shown that ciliary activity is regulated endocrine
(P) and paracrine (HA) by local signals in the bovine oviduct. The gained findings
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contribute to a better understanding of causal relationship in sub- and infertilities
respective defective gamete and embryo transport.
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