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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Der canine Uterus erfahrt im Verlauf des Zyklus unter dem Einfluf3 der Steroidhormone
Estradiol-17b  und Progesteron betréchtliche strukturelle und  funktionelle
Veranderungen (BARRAU et a., 1975; BUHI et al., 1992; CUNHA et a., 1983). Ihre
Wirkung wird dabei durch spezifische Rezeptoren lbertragen (MEY ER, 1994), deren
Konzentration im Gewebe durch die Hormone selbst moduliert wird (LEAVITT et d.,
1983). Der Rezeptorspiegel beeinflufd wiederum die Ansprechbarkeit des Organs durch
Steroide.

Das bel der HUndin im Didstrus haufige Auftreten uteriner Dysfunktionen - hier sind
insbesondere verschiedene Formen der Endometritis zu nennen - konnte bisher nicht
eindeutig auf Stérungen der Hormonsekretion zuriick-gefihrt werden. So l&ldt sich z.B.
bei der é&iologisch nicht geklaten Entstehung der Pyometra kein direkter
Zusammenhang mit dem Hormonstatus belegen (BLENDINGER et al., 1997; DE
COCK et al., 1997). Dies legt die Vermutung nahe, dal3 Abweichungen von der
physiologischen Funktion mdglicherweise in einer Dysregulation des Rezeptorstatus
begrindet sind.

Zur Darstellung moglicher Wechselwirkungen zwischen Ovar- und Uterusfunktion sind
umfassende Informationen beziiglich der Rezeptorkonzentration und ihrer Lokalisation
im Gewebe wahrend des Zyklusgeschehens notwendig. In verschiedenen Arbeiten
wurde der Verlauf der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im Uterus mittels
biochemischer Verfahren bestimmt, die alerdings nicht zwischen den Lokalisationen
der Rezeptoren im Uterus differenzieren (FERNANDES et al., 1989; JOHNSTON et
al., 1985). Erste Hinweise (iber die lokale Verteilung im Ostrus und frilhen Didstrus
ergeben sich aus der Arbeit von DHALIWAL et a. (1997). Im Hinblick auf diesen
Kenntnisstand war es Ziel vorliegender Arbeit, unter Einbeziehung der weiteren
Zyklusphasen  und  durch  paralledle  Anwendung  biochemischer  und
immunhistochemischer Methoden, weiterfihrende Angaben Uber den Verlauf der
Rezeptorkonzentrationen und ihre Lokalisation und Verteilung zu erhalten.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Der canine Reproduktionszyklus

Der Reproduktionszyklus des Haushundes wird algemein as asaisona mongstrisch
bezeichnet. Die Hundin zeigt im Durchschnitt jdhrlich zwel Fortpflanzungsperioden,
die saisonal unabhéngig zu jeder Jahreszeit auftreten konnen. Der Zyklus wird aufgrund
verhaltensbiologischer, morphologischer und endokrinologischer Merkmae in
unterschiedliche Phasen eingeteilt, wobei mit der Zuordnung in Proostrus, Ostrus,
Diostrus und Andstrus in der vorliegenden Arbeit die Einteilung nach FELDMAN und
NEL SON (1987) ibernommen wurde.

211 Einteilung des Zyklus aufgrund &uf3erer Brunstsymptome und
ver haltensbiologischer Merkmale

Der Beginn des Prodstrus ist durch eine Odematisierung der Vulva und das Auftreten
von blutigem Vaginalausfluld gekennzeichnet. Die Hindin ist durch die Sekretion von
Pheromonen fur Riden sexua attraktiv, duldet den Deckakt aber noch nicht. Die Dauer
des Prodstrus wird in der Literatur mit 5 bis 15 Tagen angegeben (CONCANNON,
1987) und geht mit dem Beginn der Sexuaakzeptanz in den Ostrus uber.
Endokrinologisch markiert der préovulatorische LH-Gipfel den Wechsel vom ProGstrus
zum Ostrus (PHEMISTER et a., 1973). Der Ostrus dauert im Mittel 9 Tage und umfalt
den Zeitraum der Deckbereitschaft. In dieser Phase zeigt sich anfangs gelb-rétlicher
Vaginalausflu® von wassriger Konsistenz, der im weiteren Verlauf nachld3t oder
vollstandig versiegt. Die Ovulationen finden in der Regel zu Beginn des Ostrus statt
(ALLEN, 1992 a).

Der sich anschliefende Didstrus  beginnt mit dem ersten Tag fehlender
Deckbereitschaft. Eine wesentliche tierartspezifische Besonderheit ist die Dauer des
Diostrus von 60 bis 90 Tagen (STABENFELDT, SHILLE, 1977), die damit die Dauer
der Graviditéat (63 £ 2 Tage) noch Ubersteigt. Der Didstrus endet definitionsgemald mit
dem Abfall der Progesteronkonzentration im Blut unter 1 ng/ml (CONCANNON,
1987).
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Es folgt der Andstrus mit einer sehr variablen Zeitspanne von 1 bis 9 Monaten. Diese
Phase wird aufgrund fehlenden Sexualverhaltens sowie basaler Estradiol-17b- und
Progesteronspiegel a's Periode der Sexualruhe angesehen (OETTEL, 1979).

2.1.2 Endokrine Regulation des Zyklus

Die in Kapited 21.1 beschriebenen Zyklusphasen werden durch endokrine
Regelmechanismen gesteuert. Die Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht der Hormonprofile
wahrend des caninen Reproduktionszyklus.

Auf eine ausfuihrliche Darstellung der endokrinen Regulation des caninen Sexuazyklus
wird an dieser Stelle verzichtet. Detaillierte Ausfihrungen finden sich u.a. bel GERRES
(1991), WEILENMANN et al. (1993), ARBEITER (1994) und HOFFMANN et al.
(1996, 1999).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Hormonprofile bel der
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2.2 Der Uterusder Hindin

2.2.1 Anatomie und Histologie des caninen Uterus

Der Uterus der HUndin besteht aus den beiden Uterushérnern (Cornua uteri), dem
Uteruskorper (Corpus uteri) und dem Gebarmutterhals (Cervix uteri). Die Uterushorner
sind bei mittelgrof3en Hindinnen 12 bis 15 cm lang und etwa bleistiftstark, dagegen
besitzt der Uteruskérper eine Lange von lediglich 1 bis 3 cm (NICKEL, SCHUMMER,
SEIFERLE, 1987).

Die Wandung des Uterus bzw. der Uterushorner setzt sich aus dem Endometrium, dem
Myometrium und dem Perimetrium zusammen. Das Endometrium besteht aus einem
einschichtigen Epithel und der Lamina propria mucosae, ein zellreiches und stark
kapillarisertes Bindegewebe, in das zahlreiche tubuldre Drisen eingelagert sind
(NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE, 1987). Man unterscheidet hierbei wiederum drei
Zonen: die Kryptenzone, die Intermediérzone und die Basalzone. In der Kryptenzone
liegen kurze Drisen, die sich in das Uterusumen offnen. Einige ragen durch die
vorwiegend aus Bindegewebe bestehende Intermediérzone hindurch und reichen bis in
die Basalzone, wo sie unter Bildung von dichten Windungen und Verzweigungen enden
(BARRAU et al., 1975).

Das Myometrium besteht aus einer inneren zirkulér verlaufenden sowie einer &ul3eren
longitudinalen Schicht. Beide Lagen beinhalten vorwiegend glatte Muskelzellen und
sind durch eine umfangrei che Gefél3schicht voneinander getrennt.

Schliefdich wird der Uterus von einer vom Mesometrium ausgehenden Bauchfellfalte,
dem Perimetrium, Uberzogen (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE, 1987).

222 Zyklische Verénderungen des Uterus unter dem Einflul® der
Sexualhormone

Der Uterus als Zielorgan ovarieller Steroide ist zyklischen morphologischen
Veranderungen unterworfen, die mit seinen unterschiedlichen Funktionen - Aufnahme
und Einnistung der befruchteten Eizellen, Bildung der Embryotrophe und plazentare
Erndhrung der Embryonen bzw. Feten - korrelieren.
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Im Prodstrus ist der Uterus der Hindin umfangsvermehrt, 6dematds und sehr gut
durchblutet. Dieser Zustand bleibt bis zum Didstrus erhalten. In dem Zeitraum 50 bis
150 Tage nach Beginn des Proostrus |&/% sich bei ca. 50 % der Uteri eine mukdse,
proteinreiche Flussigkeit feststellen. Nach dem 150. Tag besitzt der Uterus wieder die
ursprungliche Grofe und weist eine glatte, schlanke Form auf (VAN DER HORST,
VOGEL, 1981).

2221 Zyklische Veranderungen des Endometriums

Das canine Endometrium zeigt unter dem Einflu@ der im ProGstrus sezernierten
Ostrogene (vorwiegend Estradiol-17b) eine starke Zunahme seines Durchmessers.
Diese resultiert zunéchst aus einer Hyperamisierung und Odematisierung des Gewebes
und fahrt im Weiteren durch eine gesteigerte Proteinsynthese und erhéhte Mitoserate zu
echtem Wachstum. Die Proliferation der Schleimhaut vollzieht sich aus den basaen
Drisen heraus, die wadhrend des Zyklusgeschehens weitgehend unverdndert bleiben
(DOCKE, 1994; ANDERSON et al., 1975).

BARRAU und Mitarbeiter (1975) berichten von 2zwe zyklisch auftretenden
Wachstumsphasen, von denen die erste im frihen Prodstrus stattfindet. Sie ist
gekennzeichnet durch eine Hypertrophie und Hyperplasie der Driisenepithelien, die zu
zylindrischen, Schleim sezernierenden Zellen differenzieren, woraus die in der zweiten
Halfte des Prodstrus und im frithen Ostrus stattfindende Schleimproduktion resultiert.
Sekretorische, glycogen-haltige Vakuolen sind am zahlreichsten in den Drisen der
Kryptenzone anzutreffen und sezernieren ihren Inhalt in das Drisen- bzw.
Uterudumen. Ziel der vermehrten Schleimproduktion ist es, zum Zeitpunkt des
Deckaktes ein fir Spermien geeignetes Medium zu schaffen.

Die zweite Wachstumsphase beginnt am vierten Tag des Ostrus und verlauft unter
starker Hypertrophie der glanduléren Epithelzellen und zahlreichen Mitosen noch
dramatischer als die erste. Gegen Ende des Ostrus sind die Krypten merklich verlangert
und die basalen Driisen zeigen eine starke Zunahme an Windungen und Verzweigungen
(BARRAU et al., 1975).
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Die post-trandationalen Mechanismen der Ostrogenwirkungen sind noch vielfach
ungeklart. Jedoch wurde eine gesteigerte Synthese von Lipiden und Proteinen unter
dem EinfluR von Ostrogenen experimentell nachgewiesen (ANDERSON et a., 1975;
KRAUS, KATZENELLENBOGEN, 1993). Der unter dem EinfluR der Ostrogene
gebildete Epidermal  Growth Factor (EGF) Ubt unter Betelligung weiterer
Wachstumsfaktoren einen synergistischen Effekt auf das Wachstum aus (SUMIDA et
al., 1988; 1989). Weiterhin scheint fur die Erh6hung der Mitoserate in den
Drisenepithelien der Kontakt zu den stromalen Fibrozyten notwendig zu sein, die bel
verschiedenen Spezies wahrend bestimmter Zyklusphasen die einzigen Zellen sind, die
Ostrogenrezeptoren aufweisen (DOCKE, 1994; BRENNER et al., 1988) (s. Kap. 2.5.2).
ROBERTS et al. (1988) vermuten einen interzelluldren Informationsaustausch as
Grundlage fur eine normale Epithelzell-entwicklung. Im humanen Endometrium deuten
ultrastrukturelle Veranderungen des Epithel-Stroma-Kontaktes auf die Bedeutung
dieser Beziehung hin. So entstehen beim Ubergang vom proliferativen zum
sekretorischen Stadium des Zyklus zunehmend Unterbrechungen der Lamina densa,
durch die Epithelzell-Fortsdtze dringen und engen Kontakt zu Stromazellen aufnehmen.
Gleichzeitig nehmen Anzahl und Grof3e von Gap junctions zu (ROBERTS et al., 1988).
Die bei der Hindin schon vor der Ovulation einsetzende Luteinisierung der Follikel
fuhrt zur Bildung von Progesteron, unter dessen Einfluld es zu einer verstérkten
Sekretion durch die Uterindrisen kommt (BARRAU et al., 1975). Der Proteingehalt
und die Viskositdt des Sekretes, der sogenannten Uterinmilch, nehmen zu. Sie enthalt
verschiedene Proteine, Glycogen, Zucker, anorganische Substanzen und Enzyme, die
die Blastocyste bis zur Implantation schiitzen und erndhren (BUHI et al., 1992). Von
Bedeutung ist auch die durch Progesteron induzierte immunsuppressive Aktivitat der
Uterinmilch. Fur ihre physiologische Zusammensetzung ist en fein abgestimmtes
Ostrogen-Progesteron-Verhdltnis Voraussetzung (DOCKE, 1994).

Progesteron stimuliert weiterhin  in  Gemeinschaft mit Wachstumsfaktoren die
Proliferation von Stromazellen (PIVA et a., 1996).

Bis zum sechsten Tag des Ditstrus findet Wachstum nur noch in den basalen Driisen
statt und nach einer weiteren Woche lassen sich erste Anzeichen der Regression
feststellen. Die Blutversorgung des Endometriums nimmt ab und eine Infiltration mit
Leukozyten fiihrt zur Resorption des proliferierten Endometriums (DOCKE, 1994).
Vom 16. Tag des Didstrus an schreitet die Regression rasch fort und &%t die Zellgrofie
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bald auf andstrische Ausmale zuriickgehen. Wahrend die Zellen der Kryptenzone der
Degeneration unterworfen sind, weisen die basalen Drisenepithelien Merkmale
intakter, lebender Zellen auf (BARRAU et a., 1975).

Im AndGstrus sind Lange und Durchmesser der Uterindrisen am geringsten und ihre
Epithelzellen besitzen kubische Form. Der Durchmesser des Endometriums bzw. des
Uterus geht auf sein Minimum zuriick (BARRAU et al., 1975).

2222 Zyklische Veranderungen des Myometriums

Auch im Myometrium 183 sich unter Ostrogeneinwirkung eine Hyperdmisierung und
Odematisierung feststellen (DOCKE, 1994). Im Zusammenspiel mit unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren findet eine Steigerung der Proteinsynthese und der Mitoserate statt,
die zur Hypertrophie und Hyperplasie des Gewebes fuhrt (REXROAD, 1981).
Ostrogene induzieren weiterhin eine verstarkte RNS-Synthese zur Bildung von
verschiedenen Enzymen, die zur Beretstellung von Energiereserven in Form von
Glykogen, ATP und Kreatinphosphat dienen. Diese Energielieferanten sind
Voraussetzung fur die Kontraktilitat des Myometriums, das im Prodstrus und Ostrus
starke, koordinierte Kontraktionen zum Transport der Spermien aufweist (IBUKI et al.,
1997). Die Wirksamkeit des dafur verantwortlichen Oxytocins wird durch die
Ostrogen-vermittelte Zunahme von Oxytocinrezeptoren gesteigert (ALEXANDROVA,
SOLOFF, 1980). Die vermehrte Ausbildung von Gap junctions, die die
Myometriumzellen zu einer metabolischen und elektrischen  Funktionseinheit
verbinden, kommt ebenfalls unter dem EinfluRR von Ostrogenen zustande (SAITO et al.,
1985).

Gestagene (iben eine zu den Ostrogenen antagonistische Wirkung auf das Myometrium
aus. Die wichtigste Funktion kommt dabei der Ruhigstellung des Uterus wahrend der
Graviditdt zu. Dazu tragt vor allem das durch Progesteron erhohte Ruhepotential der
Zdlmembranen und die reduzierte Verflgbarkeit von intrazelluldrem Calcium bei
(SALLOCH, 1969). AulRerdem verringert sich im Myometrium die Anzahl der Gap
junctions unter Progesteroneinwirkung (SAITO et a., 1985). Die herabgesetzte
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Kontraktilitdt des Uterus aulRert sich im Diodstrus durch schwache, unkoordinierte und
durch Oxytocin nicht stimulierbare Kontraktionen (IBUKI et al., 1997).

2.3 Ster oidhor monr ezeptor en
231 Definition, Vorkommen und Eigenschaften von Steroidhor mon-
rezeptoren

Steroidhormonrezeptoren sind intrazelluldre Proteine, die als Informationsvermittier
zwischen den Steroidhormonen und ihren Zielzellen bzw. Zielorganen dienen. Der
entscheidende Schritt ist dabel die Aktivierung der Transkription durch Bindung des
Hormon-Rezeptorkomplexes an die DNS (s. Kap. 2.3.3).

Beai den Steroidnhormonen handelt es sich um von Cholesterin  abstammende
hydrophobe Ringmolekiile, die nicht nur bei Vertebraten, sondern auch bei Insekten,
Pflanzen und sogar Prokaryonten zu finden sind, was auf ihr phylogenetisch hohes
Alter schlief3en 183 (YAMAMOTO, 1985). Steroidhormone sind sehr kleine, einfach
gebaute Molekiile, die aleine nicht in der Lage wéren, ihre vielfdltigen Funktionen
auszutiben. Erst durch Bindung an spezifische Rezeptoren wird eine Kaskade von
Resktionen in Gang gesetzt, die Uber die Aktivierung bestimmter Gensegquenzen zur
Transkription und Trandation und schliefdich zur Synthese von spezifischen Proteinen
fahrt.

Steroidhormone konnen auf Grund ihres lipophilen Charakters Zellmembranen
ungehindert passieren, so dal3 sie in allen Geweben nachweisbar sind und zwischen
extra= und intrazelluldrem Raum ein Diffusionsgleichgewicht herrscht. Ihre gezielte
Wirkung ergibt sich durch die Eigenschaft, an spezifische Rezeptoren zu binden, deren
Existenz auf bestimmite Zielzellen beschrankt ist (MEYER, 1994).

Da Rezeptoren nur in Zielgeweben anzutreffen sind, wird ihre Existenz in einem Organ
alsHinwelis auf die Sengitivitét fir das homologe Hormon angesehen.

Ostrogen- und/oder  Progesteronrezeptoren wurden  bisher nicht nur im
Reproduktionstrakt, sondern auch in zahlreichen anderen Organen nachgewiesen; dazu
zéhlen z.B.



10 Literaturiibersicht

- Mamma (PRESS, GREENE, 1988)

- Hypothalamus (AL-KHOURI, GREENSTEIN, 1985; SIMERLY, YOUNG, 1991)
. Hypophyse (ADAMS, RITAR, 1986)

- Schilddriise (VAN HOEVEN et a., 1993)

- Leber (JOHNSTON et a., 1985)

. Lunge (PRESS, GREENE, 1988)

- Verdauungstrakt (SALIH et al., 1996)

Ein charakteristisches Merkmal aler Rezeptoren ist die Eigenschaft, das homologe
Steroid mit hoher Spezifitdt und Affinitét zu binden. Die Assoziationskonstante ist ein
Mal3 fur die Affinitdt zweier Substanzen und liegt fur Steroidrezeptor-Ligand-
Interaktionen in der GréRenordnung 108 bis 10" I/M (VU HAI, MILGROM, 1978;
ZACHARIAH, CHAKMAKJAN, 1983). Durch die hohe Affinitdt wird gewahrleistet,
dal3 das zirkulierende Hormon aus dem Blut abgefangen wird und an den spezifischen
Rezeptor bindet. Da dieser in dem Gewebe nur in begrenzter Zahl zur Verfligung steht,
ist das Ausmal3 der biologischen Reaktion regulierbar - eine veranderte Konzentration

des Rezeptors fuhrt zu einer quantitativen Veranderung der biologischen Reaktion.

232 Einteilung in Rezeptorfamilien und Struktur der nukleéren

Rezeptoren am Beispiel des Ostrogenr ezeptors

Rezeptoren sind Proteine mit einem Molekulargewicht von 30.000 bis 200.000 Dalton.
Die Haupteinteilung erfolgt in die Familie der nuklegren Rezeptoren fur hydrophobe
Ringmolekile und die Familie der membranstdndigen Rezeptoren fir hydrophile
Verbindungen. Obwohl die Steroidhormonrezeptoren eine weitgehend einheitliche
Struktur- und Funktionsorganisation besitzen, lassen sie sich zwe  Subfamilien
zuordnen. Zur Ostrogenrezeptor-Subfamilie gehdren aulRer den Rezeptoren fiir
Ostrogene auch die Bindungsproteine fir Vitamin D und fir die Schilddriisenhormone
T3 und T4. Sie sind mit einer Kettenlénge von 400 bis 600 Aminosduren kirzer als die
Vertreter der Glucocorticoidrezeptor-Subfamilie, die 750 bis 1000 Aminosauren
umfassen. IThnen werden unter anderem die Rezeptoren fir Gestagene und Androgene
zugeordnet (MEY ER, 1994).
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Der Familie der nukledren Rezeptoren ist die strukturelle Gliederung in sechs

Untereinheiten gemeinsam, die als Doménen A bis F bezeichnet werden Abb. 2).

N --1 A/B C D E F |---C

DNS-Bindung Hormon-Bindung

Dimerisierung Dimerisierung

Zellkern-
Erkennungssignal
TAF-1Y TAF-2Y
Abb. 2: Struktur des humanen Ostrogenrezeptors; Bindungsdoméanen

und deren Funktionen (nach HOFFMANN, SCHULER, 2000)
Y Transkriptionsaktivierende Funktionen

Uber die A/B-Region am N-terminalen Ende des Proteins ist bisher am wenigsten
bekannt. Sie weist die variabelste Aminoséuresequenz innerhalb der Rezeptorfamilie
auf. Man geht davon aus, dal? diese Doméane as Modulator (Transkription-aktivierende
Funktion-1, TAF-1) der Genakti-vierung dient (EVANS, 1988), wobei ihr Verlust nicht
zur Inaktivierung des Rezeptors fihrt. Sie besitzt, verglichen mit den anderen
Regionen, die stérkste Antigenitét, so dal3 in Labortieren produzierte Antikorper meist
gegen Epitope innerhalb dieser Region gerichtet sind (GEHRING et a., 1989).

Die ca. 100 Aminoséuren der Doméne C sind am stérksten konserviert und dienen der
Bindung des Rezeptors an die DNS. Unter ihnen befindet sich eine Anhaufung von
Cydein-Resten, die diese Region zu zwel sogenannten ,Zinkfingern® organisieren.
Dies sind Windungen der a-Hdlices, in denen jewells vier Cystein-Reste ein Zinkion
binden und dadurch die Tertiarstruktur der Doméne stabilisieren (GEHRING et a.,
1989). Der amino-terminade Zinkfinger ist fur die spezifische DNS-Erkennung
verantwortlich und dstellt den spezifischen Kontakt zu bestimmten Basen, den
sogenannten ,, Hormone-Responsive-Elements’, her. Diese Bindung wird durch nicht-
spezifische Interaktionen des carboxy-terminalen Zinkfingers mit den flankierenden
Nukleotiden stabilisiert (GREEN, CHAMBON, 1988).
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Weniger gut konserviert ist die Ligand (Hormon) - Bindungsdoméne, bestehend aus
200 bis 300 Aminosduren und lokalisiert in den Regionen E und F. Sie wird in
verschiedenen Exons kodiert und besitzt eine komplexe Struktur, die vermutlich
vielfaltige Aufgaben erfillt (s. Kap. 2.3.3).

Durch Mutationsanalysen konnten die unterschiedlichen Funktionen der Ligand-
Bindungsdoméne spezifischen Aminosduresequenzen zugeordnet werden. Die
Positionen 503 bis 514 des humanen Ostrogenrezeptors dienen der Dimerisierung (s.
Kap. 2.3.3); an den folgenden Aminosduren 515 bis 535 erfolgt die Bindung des
Liganden. Besondere Bedeutung haben die Aminosduren 521, 524, 525 und 528, deren
Verlust eine bis zu 250-fach reduzierte Transkriptionsaktivitét, resultierend aus einer
verminderten Ostrogenaffinitét, zur Folge hat. Bemerkenswert ist die Tatsache, dal? ale
vier Aminosduren auf derselben Seite der a-Helix direkt nebeneinander liegen
(EKENA et d., 1996). Fir Rezeptoren der gleichen Familie wurden die
korrespondierenden Aminosduren as Ligand-Bindungsstelle identifiziert. Die
Aminosiuren 534 bis 548 am Ubergang von der E- zur F-Doméne werden der
» Transkription-aktivierenden Funktion-2“ (TAF-2) (s.u.) zugeordnet und sind somit an
der Aktivierung der Genexpression beteiligt (EKENA et a., 1996).

233 Wirkungsmechanismen der Steroidhormonrezeptoren

Zahlreiche Modelle wurden bisher Uber den Wirkungsmechanismus der Rezeptoren
aufgestellt, die zum Teil korrigiert, erweitert oder verworfen wurden. Lange Zeit ging
man von einem zytoplasmatischen Rezeptor aus, der erst nach hormoneller Aktivierung
in den Zellkern wandert und seine Bindungsfahigkeit an die DNS erlangt. Diese These
wurde algemein akzeptiert, obwohl die haufig gemachte Beobachtung, dal3 sich
grofRere Mengen unbesetzter Rezeptoren im Kern befinden, sich nicht mit dem Modell
vereinbaren  lied. Seit Mitte der achtziger Jahre wurden zunehmend
immunhistochemische Methoden entwickelt, mit deren Hilfe Steroidhormonrezeptoren
fast ausschliefdich im Kern nachgewiesen wurden. GORSKI et a. vertraten 1984 die
These eines ausschliefdlich im Kern lokalisierten Rezeptors, nach der sowohl der aktive
als auch der unbesetzte Rezeptor mit bestimmten Kernstrukturen assoziiert ist.
Weiterhin vermuteten sie auf Grund von Extraktionsexperimenten die Existenz zweier
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Bindungsmodalitdten an den Zellkern: schwéchere Bindung der unbesetzten und

stérkere Bindung der besetzten, aktiven Rezeptorform.

Die weitgehende Strukturaufklarung der Rezeptoren trug wesentlich zum besseren
Verstdndnis ihres Wirkungsmechanismus bei. Nach dem heutigen Wissensstand
vollzient sich die Transkriptionsregulation entsprechend des in  Abbildung 3
dargestellten Modells.

- /N
Agonist D - <

Rezeptor

Koaktivatoren Y

“IIIII... ‘

“A Korepressoren

Abb. 3: Modell der Transkriptionsregulation durch Hormone via nukledre
Rezeptoren; HRE: Hormone-Responsive-Element; Hsp: mit dem
Rezeptor assoziiertes Protein (SCHULER, 2000)

Das Steroid bindet an die Hormon-Bindungsdoméne des Rezeptors. Daraufhin
dissoziieren verschiedene Proteine, wie das Hsp90, vom Rezeptor und heben so ihre
hemmende Wirkung auf die DNS-Bindungsfahigkeit des Rezeptors auf (s. Abb. 3).
Man vermutet, da3 das Hsp90 die DNS-Bindungsstelle maskiert und dadurch die
Interaktion mit den Hormone-Responsive-Elements verhindert (SULLIVAN, TOFT,
1993). Die Bindung des Hormons fihrt aulRerdem zur Dimerisierung des Rezeptors und
zieht eine ausgeprégte Steigerung der Affinitét zur DNS nach sich (GEHRING et al.,
1989). Gleichzeitig kommt es zu einer Konformationsdnderung des Rezeptors, aus der
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eine weitere Zunahme der Affinitdt und der Assoziationsrate resultiert (SULLIVAN,
TOFT, 1993).

Im né&chsten Schritt bindet das Hormon-besetzte Rezeptordimer an spezifische
Hormone-Responsive-Elements (HRE) der DNS (s. Abb. 3). Es handelt sich dabel um
15 Basenpaare, die ein unvollstandiges Palindrom darstellen. Es umfaldt zwei Arme,
bestehend aus jeweils 6 komplementéren Basenpaaren, und ein Mittelstick von 3
Basenpaaren mit dem Zentrum bel Position 8 (GREEN, CHAMBON, 1988) (s. Abb. 4).
Seine bilaterale Symmetrie deutet auf die Eigenschaft des Rezeptors hin, as Dimer zu

agieren.
5 AGGTCA CGG TGGCCA 3
3 TCCAGT GCC ACCGGT &5
Abb. 4: Hor mone-Responsive-Element des humanen Ostrogenrezeptor -

spezifischen Gens pS2 (entnommen aus GREEN, CHAMBON, 1988)

Die Hormone-Responsive-Elements weisen eine bemerkenswerte Homologie auf,
obwohl sie spezifisch von verschiedenen Steroidhormonrezeptoren erkannt werden. So
unterscheiden sich die Estrogen-Responsive-Elements nur in zwei Basenpaaren von den
Glucocorticoid-Responsive-Elements. Fir alle Vertreter der Glucocorticoidrezeptor-
Subfamilie ist die 15-Basen-Sequenz sogar vdllig identisch. GREEN und CHAMBON
(1988) vermuten auf Grund von Deletionsexperimenten, dald multiple Regionen des
Rezeptors an der Transkriptions-Aktivierung beteiligt sind, wobei die Doménen je nach
Rezeptorsubtyp und Zielgen unterschiedliche Funktionen ausiiben.

Da Hormone-Responsive-Elements in eéinem Gen mehrfach vorliegen, konnen viele
Rezeptoren gleichzeitig gebunden werden. Interaktionen zwischen mehreren
Rezeptormolekilen scheinen die Transkriptionsinitiation zu fordern (GEHRING et al.,
1989).

Der Nachwels mehrerer beteiligter Proteine |83 auf einen Synergismus multipler
Transkriptionsfaktoren schlief3en, die eventuell gemeinsam einen Initiationskomplex
bilden. Wie oben bereits dargelegt, werden als TAF-1 und TAF-2 zwel Transkriptions-
aktivierende Funktionen bezeichnet, die in der A/B- bzw. E/F-Doméne des Rezeptors
lokalisiert sind (s. Abb. 2) und Zell- und Promoter-spezifisch agieren (MEYER et .,
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1992). Fir die volle Rezeptoraktivitét und damit Hormonwirkung ist das synergistische
Zusammenspiel beider Funktionen Voraussetzung. Die Bindung von Estradiol fuhrt zu
einer Konformationsanderung des Rezeptors, bei der sich die Amino- und die Carboxy-
terminale Region verbinden und eine Transkriptions-aktivierende Interaktion zwischen
TAF-1 und TAF-2 ermoglichen (KRAUS et al., 1995; MCINERNEY et al., 1996).

Die Wirkung der Transkriptions-aktivierenden Funktionen wird durch weitere
Faktoren, sogenannte Koaktivatoren, Ubertragen. Zu diesen gehort u.a der
Steroidrezeptor-K oaktivator-1 (SRC-1), ein Protein, das die Ostrogenrezeptor-Aktivitét
deutlich steigert - vermutlich indem es Interaktionen zwischen TAF-1 und TAF-2
fordert und deren Wirkung verstérkt (Mc INERNEY et a., 1996).

Weiterhin ist das CREB (CAMP response element binding protein) - binding protein zu
nennen. Es verstarkt die Transkriptionsaktivitét des Ostrogenrezeptors zehnfach und Gibt
zusammen mit SRC-1 einen synergistischen Effekt aus (SMITH et al., 1996)

Zid der Genaktivierung ist die Synthese einer m-RNS, anhand derer die
Proteinbiosynthese in den Ribosomen erfolgt. Durch Estradiol wird beispielsweise die
Bildung von Ovalbumin, Ovomucoid und Lysozym angeregt. Progesteron induziert u.a.
die Produktion von Avidin und Uteroglobin (SCHUTZ, 1988).

234 L okalisation der Steroidhormonrezeptoren in der Zelle

Auf Grund biochemischer Experimente ging man lange Zeit von der Existenz einer
zytoplasmatischen und einer nukledren Rezeptorform aus (s. S. 14). Zytosolische
Rezeptoren wurden gangigerweise durch Homogenisierung des Gewebes gewonnen, sie
waren dabei in den Ublichen Puffermedien l6dich (LEAVITT et a., 1983; GREEN,
LEAKE, 1987); man bezeichnet sie daher auch als die locker gebundene, extrahierbare
Rezeptorfraktion (BERGMAN et al., 1992). Im Gegensatz dazu konnten die nukledren
Rezeptoren nur durch hochmolekulare Extraktionsmedien in Lésung gebracht werden
(GREEN, LEAKE, 1987; CHEN, LEAVITT, 1979); sie représentieren die Klasse der
stark gebundenen, nicht-extrahierbaren Bindungsstellen (BERGMAN et al., 1992).
Hormonelle Einflusse verschieben das Verhdltnis beider Fraktionen zueinander. Unter
Estradiol-17b-Stimulation  vermindert  sich  der  Antell  zytoplasmatischer

Ostrogenrezeptoren bei  gleichzeitigem Anstieg der entsprechenden nukledren
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Bindungsstellen (LEAVITT et a. 1983; SIERRALTA e a. 1992 a). Die
Verabreichung von Progesteron fihrt ebenfalls zu einer Verminderung seiner
spezifischen Bindungsproteine im Zytosol, wéhrend ihre Konzentration im Zellkern
zunimmt (SAFFRAN, LOESER, 1980). Aufbauend auf diesen Beobachtungen wurde
zunachst das Modell der Rezeptor-Aktivierung und -Trandokation in den Kern
entwickelt (JUNGBLUT et a. 1983). Dagegen interpretierten GREEN und
CHAMBON (1988) die Vorgéange als eine hormonell aktivierte Affinitétssteigerung der
Rezeptoren, durch die die zunéchst lockere Kernbindung gefestigt wird.

Immunhistochemische Untersuchungen weisen besetzte und unbesetzte Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren praktisch ausschliedich in den Zdlkernen nach (KING,
GREENE, 1984; GASC, BAULIEU, 1986; ISOLA et al., 1986). Auch die Trennung
von Nukleoplast (Zellkern, Kernmembran und schmaer, den Kern umgebender
Zytoplasmasaum) und Zytoplast (verbleibendes Zytoplasma) belegt, dal3 der grofite
Anteil ungebundener Ostrogenrezeptoren in der Kernfraktion zu finden ist, wahrend das
Zytoplasma kaum Bindungsaktivitat fur Ostrogene besitzt (WELSHONS et al., 1984).
Nach Homogeniserung der Nukleoplasten finden sich jedoch - wie auch nach
Homogenisierung von intaktem Gewebe - die unbesetzten Steroidrezeptoren wiederum
in der léslichen Phase (WELSHONS et al., 1985). Unter hormoneller Stimulation
verlaufen die immunhistochemisch beobachteten Anderungen der Rezeptordichte
gleichgerichtet mit der (biochemisch ermittelten) zytosolischen und der totalen
Ostrogenrezeptor-konzentration, nicht aber mit dem Anteil der nur schwer
extrahierbaren nukledren Fraktion (BRENNER et a., 1988). Demnach mussen die
immunhistochemisch nachgewiesenen Bindungsstellen jenen entsprechen, die nach der
Homogenisierung im Zytosol nachweisbar sind. Man vermutet, dal? locker gebundene,
nukledre Rezeptoren durch den Homogenisierungsprozeld gelést und ins Zytosol
ausgewaschen werden, die sogenannten ,,zytosolischen Rezeptoren® letztendlich aso
ein Artefakt darstellen (BRENNER et a., 1988; WELSHONS et al., 1984).

Als Ort der Rezeptorbildung muf3 alerdings das endoplasmatische Reticulum
angesehen werden, wie u.a aus immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen
hervorgeht (ISOLA et al., 1986).

Im Hinblick auf das VVorkommen von Steroidhormonrezeptoren im Zytoplasma zeigten
DAUVOIS et a. (1993) an Zdlkulturen, dal der murine Ostrogenrezeptor permanent
zwischen Zelkern und Zytoplasma hin und her pendelt und auf diese Weise ein
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dynamisches Gleichgewicht zwischen den Kompartimenten ereicht wird. Die
Trandokation in den Nukleus ist energieabhangig und kann durch das Antidstrogen ICI
182780 verhindert werden. Es kommt dann zu einer Akkumulation von
Ostrogenrezeptoren im  Zytoplasma. Ergdnzende Untersuchungen liegen von
NIRMALA und THAMPAN (1995) vor. Se isolierten aus dem Ziegenuterus en
ATPase- Aktivitét besitzendes 55-kDa Protein, das den Ostrogenrezeptor durch das
Zytoplasma zum Zellkern transportiert. Daraufhin bindet der Rezeptor an die
Kernmembran und wird mit Hilfe eines 14-kDa Proteins unter Verbrauch von ATP in
den Zellkern geschleust.

KARTHIKEYAN und THAMPAN (1996) identifizierten im Uterus der Ziege aul3er
dem reguldren nukledren Ostrogenrezeptor mit DNS-Bindungskapazitit einen ,,nicht-
aktivierten® Rezeptor, der Bestandteil der Plasmamembran ist. Er delt en
Rezeptormonomer mit Hormon-Bindungsfahigkeit dar, das unter Ostrogen-Exposition
von der Plasmamembran dissoziiert und zusammen mit dem nukledren Bindungsprotein
ein Rezeptorheterodimer bildet.

235 Phosphorylierung von Steroidhor monrezeptoren

Steroidhormonrezeptoren sind Phosphoproteine (DOUGHERTY et al., 1982), ihre
Funktion wird durch Phosphorylierungs- bzw. Dephosphorylierungsmechanismen
manipuliert (DAYANI et a., 1990). Es handelt sich dabei um ATP- und Mg?*-
abhangige Prozesse, bel denen die Rezeptoren in einen energiereicheren Zustand
transformiert werden. Nicht-Estradiol-bindende Rezeptorvorstufen werden dabel unter
Verbrauch von Phosphoryl-Gruppen des ATP in eine Estradiol-bindende Rezeptorform
Uberfiihrt (DAYANI et al., 1990). Der posphorylierte Status geht weiterhin einher mit
einer gesteigerten Affinitdt zur DNS und ener erhthten Transkriptionsaktivitét
(DENTON et al., 1992).

Bisher wurden verschiedene Serin-, Threonin- (TAKIMOTO et a., 1992) und
Tyrosinreste (AURICCHIO et al., 1981) der Rezeptorproteine als Zielort der
Phosphorylierung identifiziert.

Die Phosphorylierung von Rezeptoren geschieht hormonspezifisch, so dald sie bei
Ostrogenrezeptoren durch Estradiol, nicht aber durch Progesteron stimuliert wird
(DENTON et al., 1992). Umgekehrt steigert aul3er Progesteron kein anderes Steroid die
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Phosphorylierung des Progesteronrezeptors und die Dissoziierung des Hsp90 vom
Rezeptor (NAKAO, MOUDGIL, 1989).

Demnach fihrt die Exposition mit Steroidhormonen Gber Phosphorylierungs-
mechanismen zur Aktivierung der spezifischen Rezeptoren mit der Folge einer
gesteigerten Transkription.

24 Ostrogen- und Progester onr ezeptoren im Uterus der Hundin
24.1 Biochemische Eigenschaften der Ostrogen- und
Progester onrezeptoren

Erste Untersuchungen tber canine Ostrogenrezeptoren bei juvenilen, Estradiol- 17b-
stimulierten Tieren liegen von LESSEY und GORELL (1980 &) vor. Als Praparation
diente nach Homogenisierung des Gewebes der im Zytosol vorkommende sog.
zytosolische Rezeptor (s. Kap. 2.3.4). In Zielgeweben wie Uterus und Salpinx war der
Rezeptorspiegel bedeutend hoher as in Leber, Herz, Zwerchfell oder Niere. Weiterhin
wurde die hohe Bindungsspezifitdt des caninen Ostrogenrezeptors zu Estradiol-17b
belegt. Bel Gleichsetzung der Bindung von Estradiol-17b mit 100% wurden fur
Diethylstilbestrol, Estron und Estriol mit 85, 57,7 und 43 % vergleichsweise geringere
Affinitdten gemessen, fur Hydrocortison, Dexamethason, Testosteron und Progesteron
dagegen nur minimale (LESSEY, GORELL, 1980 a) bzw. keine (JOHNSTON et al.,
1985). Die Ostrogenrezeptoren im Zytosol aus caninem Uterus sind séttigbar mit
Konzentrationen von 10 nM (JOHNSTON et al., 1985) bzw. 30 nM *H-Estradiol-17b
(LESSEY, GORELL, 1980 a) und zeigen im Rahmen der Scatchard Anayse (s. Kap.
34.2 u. 34.4) ene enheitliche Klasse von Bindungsproteinen mit einem relativ
geringen Anteil unspezifischer Bindungen. Die Dissoziationskonstante (Kp) betragt bei
Estradiol-17b-stimulierten  Welpen sowie bel  zyklischen  Hundinnen  mit
unterschiedlichem Hormonstatus durchschnittlich 1,4 x 10° M (LESSEY, GORELL,
1980 a LESSEY et al., 1981). JOHNSTON et a. (1985) stellten wahrend
verschiedener Zyklusstadien deutliche Unterschiede der Affinitét fest. So erweist sich
in der ztierten Studie die Dissoziationskonstante im frihen Didstrus (bel hohen
Ostrogenrezeptorkonzentrationen) mit 2,66 x 10° M as signifikant hoher as wahrend
der Ubrigen Zeitpunkte (Kg = 0,63-1,12 x 10° M). Auch DONNAY et a. (1995)
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ermittelten in der frihen Luteslphase mit 2,9 x 10° M eine vergleichsweise hohere
Dissoziationskonstante als wahrend des tibrigen Zyklus (Kq = 1,1-1,3 x 10° M).

Biochemische Untersuchungen zum Vorkommen und zur Charakterisierung des
Progesteronrezeptors wurden vielfach unter Verwendung des synthetischen Gestagens
R5020 durchgefuhrt, das ene 2zwe- bis dreifach hoéhere Affinitdt zum
Progesteronrezeptor besitzt als das natirliche Progesteron. Es a3t sich durch Estradiol-
17b, Estron und Testosteron kaum, und durch Dexamethason, Estriol und
Hydrocortison gar nicht aus seiner hochaffinen Bindung an den Rezeptor verdrangen
(LESSEY, GORELL, 1980 b). AuRRerdem bietet R5020 den Vortell, nicht - wie
Progesteron - an Corticosteroid-bindendes Globulin (CBG) zu binden; es erféhrt auch
keine kompetitive Hemmung durch Cortisol (LESSEY, GORELL, 1980 b).
Entsprechende Studien weisen den caninen Progesteronrezeptor ebenfals als ein
Bindungsprotein  mit hoher Gewebe- und Ligandenspezifitét aus. Hohe
Rezeptorkonzentrationen kennzeichnen auch hier Uterus und Salpinx als Zielgewebe,
wéhrend in Herz, Leber, Milz und Niere keine Bindung von Gestagenen erfolgt
(JOHNSTON et al., 1985). Zur Séttigung der spezifischen Bindungsstellen im Zytosol
des caninen Uterus wurde eine Konzentration von 30 nM 2H-R5020 benétigt (LESSEY,
GORELL, 1980 b; JOHNSTON et al., 1985). Bei der Scatchard Analyse (s. Kap. 3.4.2.
u 344) egab dSch ene enhetliche Klasse von Rezeptoren mit ener
Dissoziationskonstanten von 2,5 x 10° M, die zyklusunabhangig war (LESSEY,
GORELL, 1980 b, LESSEY et al., 1981). Hiervon abweichend ermittelten JOHNSTON
et al. (1985) eine Ky von 5,83 x 10° M im Prodstrus und von 2,02-3,03 x 10° M
wahrend der Ubrigen Zyklusstadien. Dagegen lag der von DONNAY et a. (1995) im
frihen Didstrus festgestellte Wert bei Kg = 5,0 x 10° M, im Ubrigen Zyklusverlauf
wurde er mit Kg= 2,2 - 4,3 x 10° M angegeben.

24.2 K onzentration der Ostrogen- und Progester onr ezeptoren

im Verlauf des Zyklus

Angaben Uber den Verlauf der Ostrogen- und Progesteronrezeptorkonzentrationen
wahrend des Zyklus der Hundin liegen aus verschiedenen Untersuchungen vor.
Allerdings lassen se sich kaum in Beziehung zueinander setzen, da zum enen die
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Maleinheiten nicht vergleichbar sind, und zum anderen unterschiedliche Zyklusstadien
untersucht wurden. Die Autoren definieren den Ovulationszeitpunkt - und damit die
Zyklusphasen - nicht identisch. In den Tabellen 1 und 2 wird der Versuch
unternommen, die erhobenen Daten einander gegentiber zu stellen.

Tab. 1: Ostrogenrezeptor konzentrationen im Uterus der Hiindin wahrend
verschiedener Zyklusphasen nach Angaben aus der Literatur
Autor L essey Johnston Fernandes Donnay
et al. et al. et al. et al.
(1981) (1985) (1989) (1995)
Mal3einheit pmol/g pmol/g pmol/g fmol/mg
Uterus Endometrium | Endometrium | zytos.Protein
(Uterus)
Zyklusphase Zyklus-
tag
ProGstrus 1 10,7 3,35
ProGstrus 9. 46,6 9,9 650
Ostrus 0 13,0
Ostrus 3 3,98 10,5 390
Didstrus 2 6,18 16,3
Diostrus 14. 10,7 0,69 16,2 400
Diostrus 28. 4,9
Ditstrus 40. 3,7 90
Digstrus 60. 13,4
Diostrus 70. 15,7
Diostrus 80. 19,8
AnGstrus 8,5 1,06 550
Ovariektomiert 15

Ein direkter Vergleich der absoluten Zahlen ist aufgrund unterschiedlicher
Maleinheiten nicht mdglich. Aussagekréftiger ist es jedoch, die jeweiligen
Konzentrationsmaxima und -minimaim Verlauf des Zyklus zu betrachten.

LESSEY et al. (1981) stellen einen dramatischen Zuwachs an Ostrogenrezeptoren auf
das Vierfache wahrend des Prodstrus fest, dem ein ebenso starker Riickgang im Ostrus
und eine weitere Verminderung im Didstrus sowie im Anostrus folgt. Sehr niedrige
Spiegel weisen ovariektomierte Tiere auf.

JOHNSTON et a. (1985) dagegen geben weitgehend gleiche Ostrogenrezeptor-
konzentrationen fur Proostrus und Ostrus an und berichten liber eine Verdoppelung im

frihen Diostrus. Bereits wenige Tage danach sinkt der Gehalt auf minimale Werte ab,
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um dann - im Gegensatz zu Lessey’s Beobachtungen - im Andstrus wieder leicht
anzusteigen.

Auch FERNANDES et a. (1989) stellen fiir Prodstrus und Ostrus keine signifikanten
Unterschiede des Ostrogenrezeptorgehaltes fest. Ahnlich wie bei JOHNSTON et al.
(1985) steigt die Konzentration im frihen Di6strus deutlich an, minimale
Rezeptorspiegel werden hier aber erst zwischen dem 30. und 40. Tag gemessen. Im
weiteren Verlauf des Didstrus nehmen die Rezeptorkonzentrationen kontinuierlich zu
und erreichen am 80. Tag ein absolutes Maximum.

Vergleichbar mit LESSEY et al. (1981) geben DONNAY et al. (1995) einen Rezeptor-
Peak im Proostrus an, dem ein Riickgang im Ostrus und ein gleichbleibend niedriger
Gehalt im frihen Didstrus folgt. Minimale Konzentrationen ermitteln DONNAY et al.
(1995) dagegen erst im mittleren Ditstrus, gefolgt von einem erneuten starken Anstieg
im Angstrus. Dabei wird das Niveau des Prodstrus alerdings nicht wieder erreicht.

Tab. 2: Progester onrezeptor konzentrationen im Uterus der Hindin wahrend
verschiedener Zyklusphasen nach Angaben aus der Literatur

Autor Lessey Johnston Fernandes Donnay
et al. et al. et al. et al.
(1981) (1985) (1989) (1995)
Mal3einheit pmol/g pmol/g pmol/g fmol/mg
Uterus Endometrium | Endometrium | zytos. Protein
(Uterus)
Zyklusphase Zyklus-
tag
Prodstrus 1. 28,2 17,32
Proostrus 9. 24,8 49 700
Ostrus 0 19,8
Ostrus 3. 7,3 5,94 4,0 385
Diostrus 2. 4,29 6,4
Ditstrus 14. 39 1,7 210
Ditstrus 20. 1,85 2,3
Diostrus 28. 1,2
Diostrus 40. 15 150
Diostrus 50. 4,6
Ditstrus 60. 6,6
Ditstrus 70. 6,7
Ditstrus 80. 55
Anostrus 10,4 3,01 200
Ovariektomiert 0,0
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Auch bezlglich der Progesteronrezeptorkonzentrationen im Verlauf des Zyklus liefern
die Autoren differente Ergebnisse (s. Tab. 2). LESSEY et al. (1881) stellen ein
K onzentrationsmaximum im Proostrus fest, dem im Ostrus und im Didstrus jeweils ein
starker Riickgang folgt. Im Andstrus verzeichnen sie einen erneuten Zuwachs.

Einen ahnlichen Verlauf beschreitben auch JOHNSTON et al. (1985), deutlich
abweichend von ihren Angaben zum Ostrogenrezeptor. Bei FERNANDES et al. (1989)
liegt ein Konzentrationsmaximum im frihen Didstrus vor, minimale Konzentrationen
finden sich im mittleren Didstrus und ein weiteres Maximum im spéten Didstrus.
DONNAY et al. (1995) erzielen ganz dhnliche Ergebnisse.

Der Uterus von 6 bis 12 Wochen aten Welpen enthdt geringe Mengen an
Ostrogenrezeptoren, vergleichbar etwa mit Konzentrationen, die bei zyklischen
Hundinnen im mittleren Didstrus gemessen werden. Progesteronrezeptoren konnten im
Uterus von Wel pen nicht nachgewiesen werden (LESSEY et al., 1981).

Bel Hindinnen mit Pyometra sind die Progesteronrezeptorkonzentrationen im
Endometrium mit 1,53 pmol/g Gewebe auf dem gleichen Niveau wie bei gesunden
Tieren im Didstrus, wo 1,89 pmol/g Gewebe gemessen worden sind (NOMURA,
1985). Demgegeniber weisen wadhrend der Sekretionsphase Uteri von Hindinnen mit
glandulér-zystischer-Hyperplasie, verglichen mit gesunden Uteri, signifikant hohere
Ostrogenrezeptorspiegel auf (DE COCK et al., 1997).

2.4.3 Verteilung der Ostrogen- und Progester onr ezeptoren im Uterus

Immunhistochemische Untersuchungen liefern ergdnzend zu den auf biochemischem
Wege mittels Radio-Rezeptor-Test gewonnenen Daten Erkenntnisse Uber die
Verteilung der Rezeptoren innerhalb des Uterus und der einzelnen Zellen.

Positive Reaktionen werden algemein nur in den Zellkernen, nicht aber im Zytoplasma
beobachtet (DE COCK et a., 1997; DHALIWAL et a., 1997). Ostrogenrezeptoren
finden sich sowohl im Oberfléchenepithel, im Drisenepithel und im Stroma des
Endometriums als auch in den glatten Muskelzellen des Myometriums (DE COCK et
al., 1997). Das gleiche gilt fur die Progesteronrezeptoren (DHALIWAL et al., 1997).
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Im Ostrus ist eine starke Expression beider Rezeptoren im luminalen und glanduléren
Epithel, sowie im Stroma und im Myometrium zu verzeichnen. Wahrend des frihen
Didstrus sinkt die Zahl der Ostrogenrezeptor-positiven Zellkerne und auch Intensitét
und Homogenitédt der Anfarbung nehmen ab. Eine Ausnahme bilden die Epithelien der
tiefen Driisen, die auch in diesem Zyklusabschnitt positive Reaktionen aufweisen.

Die Progesteronrezeptoren zeigen im gleichen Zeitraum eine insgesamt stérkere
Auspragung und weniger deutliche, statistisch nicht signifikante Anderungen ihrer
Konzentration. Im Di6strus sind sie vorwiegend in den tiefen Drisen und im
Myometrium konzentriert, aber auch im luminalen und glanduléren Epithel sind sie im
Vergleich zu den Ostrogenrezeptoren deutlich stérker vertreten (DHALIWAL et al.,
1997).

Wahrend des spiten Diodstrus nimmt der Gehalt an Ostrogenrezeptoren in allen
Zéellpopulationen wieder zu, um im Andstrus erneut zuriick zu gehen (DE COCK et d.,
1997).

25 Uterine Ostrogen- und Progester onr ezeptoren im Spezies-
Vergleich
251 K onzentration der Ostrogen- und Progester onr ezeptoren

Die in dieseam Kapited gemachten Angaben beziehen sich auf biochemische
Untersuchungen bel Differenzierung zwischen zytosolischen und nukledren Rezeptoren
(s. Kap. 2.3.4). Unter Anwendung solcher Verfahren konnten BERGMAN et al. (1992)
belegen, dal’ bel der Maus die Konzentrationen von zytosolischen und nuklegren
Ostrogenrezeptoren im Verlauf des Zyklus betrachtlich variieren. Sie sind im Ostrus
(Plasma-Estradiol-17b: 10,3 pg/ml) signifikant hoher als im Metostrus (Plasma-
Estradiol-17b: 3,1 pg/ml). Der Anteil der nukledren Bindungsstellen nimmt dabei von
32 % auf 41 % der Gesamtfraktion zu. Erganzende Untersuchungen ergaben, dal3 der
DNS-Gehalt - und damit die Zellzahl - wahrend des Zyklus weitgehend konstant bleibt,
so dal3 der zyklische Anstieg uteriner Ostrogenrezeptoren auf der Zunahme von
Bindungsproteinen in der Zelle und nicht auf einer Steigerung der Zellzahl beruhen

mufd.
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Den Velauf

der zytosolischen und nukledren Ostrogen- und Progesteron-

rezeptorkonzentration im Uterus des Hamsters verdeutlicht die Abbildung 4. Hier

zeigen die zytosolischen und nukledren Progesteronrezeptoren und die nukledren

Ostrogenrezeptoren einen Peak wahrend der Follikelphase des Zyklus, zeitgleich mit

dem préovulatorischen Serum-Estradiol-Anstieg. Die Werte fallen jedoch - anders als
bei der Maus - bereitsim Ostrus auf ihr Basalniveau ab (LEAVITT et al., 1983).

Abb. 4:
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Serum - Progesteron und - Estradiol-17b in Beziehung zur Konzen-
tration der 2ztosolischen sowie nukledren Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren im Uterus des Hamsters wahrend des Zyklus. Die
gestrichelte, senkrechte Linie markiert die préovulatorische Freisetzung
von Gonadotropinen. Abkirzungen: E,: Estradiol-17b; P: Progesteron;
c. zytosolisch; n: nukledr; Re: Ostrogenrezeptor; Rp: Progesteron-
rezeptor (entnommen aus LEAVITT et al., 1983).
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Wie bel der Maus beschrieben, findet man auch im Myometrium der Kuh maximae
Ostrogen- und Progesteronrezeptorspiegel im Ostrus. Die niedrigsten Werte werden im
Ditstrus gemessen (KLAUKE, HOFFMANN, 1992). Die Tabelle 3 veranschaulicht
den Rezeptorstatus im Verlauf des Zyklus.

Tab. 3: Zytoplasmatische Ostrogen- und Progester onrezeptoren im Myometrium
der Kuh wahrend des Zyklus (KLAUKE, HOFFMANN, 1992)

Zyklusphase | Ostrogen- Progester on-
r ezeptor r ezeptor

fmol/ mg zytosol. | fmol/ mg zytosol.

Protein Protein
Ostrus 2874 1432
Postdstrus 130,1 866
Diostrus 97,2 296
Proostrus 157,7 450

Zu Ubereinstimmenden Ergebnissen kommen auch VESANEN et al. (1991). Die
Tabelle 4 gibt den Rezeptorstatus im bovinen Endometrium und Myometrium in
Beziehung zum Progesteronspiegel im Blutplasma wieder.

Tab. 4: Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im Uterus der Kuh wéhrend des
Zyklus (VESANEN et al., 1991)

Plasma- Ostrogenr ezeptor Progester onr ezeptor
Progester on

Endometrium | Myometrium | Endometrium | Myometrium

nmol/ | fmol/ mg fmol/ mg fmol/ mg fmol/ mg
zytosol. Protein|zytosol. Protein|zytosol. Protein|zytosol. Protein
<27 291 237 1162 1315
2,7-6,4 164 135 695 694

> 6,4 173 132 491 485
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Bei niedrigem Progesterongehalt im Plasma weisen die Ostrogen- und Progesteron-
rezeptoren sowohl im Endometrium as auch im Myometrium hohere Konzentrationen
auf als bel mittleren und hohen Progesteronkonzentrationen. Endometrium und
Myometrium unterscheiden sich nicht signifikant beziiglich ihres Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus. Auch das zum Ovar mit dem Graafschen Follikel bzw.
Corpus luteum ipsilaterde Uterushorn differiert nicht signifikant von dem
kontralateralen Uterushorn (VESANEN et al., 1991).

Beim Schwein liegen die Konzentrationsmaxima der  Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren ebenfalls im Ostrus, was fir Endometrium und Myometrium
gleichermal3en gilt. In der Luteaphase wurde ein Rickgang der Rezeptor-
konzentrationen lediglich im Myometrium beobachtet. Im Endometrium bleiben die
Ostrogenrezeptoren dagegen auf einem hohen Niveau und vermindern sich erst am 17.
Tag des Zyklus (KOZIOROWSKI et al., 1984).
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Ausfiihrliche Angaben lber den Verlauf der Ostrogenrezeptor-konzentrationen liegen
auch fir den Pavian vor. Erhdhte Rezeptorspiegel finden sich hier vom 13. bis zum 4.
Tag prae ovulationem; bereits vor dem owvulatorischen Estradiol-17b-Peak ist ein
signifikanter Rickgang zu verzeichnen. Die Rezeptorkonzentration stagniert zwischen
dem vierten Tag prae- und dem zwolften Tag post ovulationem auf Basalniveau und
steigt dann zeitgleich mit der ricklaufigen Progesteronsekretion wieder an (MARTEL
et a. 1980). Die Abbildung 5 veranschaulicht den Verlauf der
Ostrogenrezeptorkonzentration in  Beziehung zum Hormonprofil wahrend des
Sexualzyklus.
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Abb. 5: Verlauf der Progesteron- und Estradiol-17b- Konzentration im Plasma

und der uterinen Ostrogenrezeptor konzentration beim Pavian
wahrend des Sexual zyklus (entnommen aus MARTEL et al., 1980)
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Obwohl Zykludange und Hormonprofile beim Affen und bei der Frau &hnlich snd
(MARTEL et d., 1980), differieren die zyklischen Schwankungen der Rezeptor-
konzentrationen. Im Endometrium der Frau haben die Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren ihr Konzentrationsmaximum in der spéaten Proliferationsphase,
die vom vierten Tag prae ovulationem bis zur Ovulation andauert. Erst in der spéten
Sekretionsphase vom 7. bis zum 12. Tag post ovulationem vermindern sie sich auf ein

Minimum (BAYARD et d., 1978), (s. Tab. 5).

Tab. 5: Verlauf der Ostrogen- und Progester onr ezeptor konzentrationen im
Endometrium der Frau wahrend des Sexualzyklus (BAYARD et al.,
1978)
Zyklusphas Ostrogen- Progester on-
e rezeptor rezeptor
fmol/ mg DNS fmol/ mg DNS
I 1544 1521
1 1933 3013
11 1213 1895
\ 648 885

I = Frihe Proliferationsphase, 10. bis 5. Tag prae ovul.

I = Spéte Proliferationsphase, 4. Tag prae ovul. bis Ovul.
i = Frihe Sekretionsphase, 1. bis 6. Tag post ovul.

v = Spéte Sekretionsphase, 7. bis 12. Tag post ovul.
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25.2 Verteilung der Ostrogen- und Progester onr ezeptor en

Immunhistochemische Studien zur Lokalisation von Ostrogen- und Progesteron-
rezeptoren im Uterus liegen fir eine Reihe von Labor- und landwirtschaftlichen
Nutztieren sowie fur die Frau vor. Dabei werden speziesspezifische Unterschiede
beztiglich der Rezeptorverteilung in Abhangigkeit vom Zyklusstadium deutlich.
Ubereingtimmend in  alen Untersuchungen  beschréanken sich  spezifische
Immunreaktionen auf die Zellkerne. Auf elektronenmikroskopischer Ebene sind
Rezeptorproteine nur im Euchromatin, jedoch nicht im Heterochromatin erkennbar
(PRESS et al., 1985).

Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sind zumeist in den Fibrozyten des Stromas und
in den glatten Muskelzellen des Myometriums auffindbar, wahrend Oberfl&chen- und
Drisenepithelien unter dem Einflul3 der Steroidhormone unterschiedliche Farbemuster
zeigen (BRENNER et &., 1990).

Bel Darstellung der Progesteronrezeptoren im Uterus der Ratte zeigen die stromalen
Fibrozyten und die glatten Muskelzellen des Myometriums im ProGstrus die stérkste
und im Metostrus die geringste Immunférbung. Die Reaktion des Oberflachenepithels
la’t dagegen im Didstrus auf einen hohen Progesteronrezeptorgehalt schlief3en, der im
Proostrus, Ostrus und Metostrus auf minimale Werte zurtickgeht (OHTA et al., 1993).

Bem Affen sind in der Mitte des Zyklus (Ostrus) die Fibrozyten und
Druisenepithel zellen mehrheitlich Ostrogenrezeptor-positiv. Nach der Ovulation nimmt
die Intensitét der Férbung in den genannten Zellen - von innen nach auf¥en
fortschreitend - ab. In der Basalis weisen jedoch die Drisenepithelzellen - im
Gegensatz zu den Rezeptor-negativen Fibrozyten - weiterhin eine positive
Immunreaktion auf. Die glatten Muskelzellen des Myometriums zeigen in der
Follikelphase eine starke Anférbung, die auch in der Lutea phase nur wenig schwécher
ausféllt. Die Blutgefalle reagieren unabhéngig vom Zyklusstand. So sind die
Endothelien in den untersuchten Stadien stets negativ, die Muskelzellen der Tunica
media und das perivaskuldre Bindegewebe dagegen jeweils positiv (BRENNER et a.,
1988).

Ahnliches gilt auch fir den Progesteronrezeptor. Er &Rt sich in der luteal-follikularen
Ubergangsphase zunehmend in den Epithelzellen nachweisen und vermindert sich nach
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der Ovulation in der gleichen Weise wie fir den Ostrogenrezeptor beschrieben. Die
stromalen Fibrozyten zeigen dabei nur eine leichte Reduktion der Férbeintensitét. Die
BlutgefalRe und das Myometrium zeigen ein mit dem Ostrogenrezeptor identisches
Farbemuster (BRENNER et al., 1988).

Wie beim Affen ig auch bem Pferd die stérkste Immunreaktion im Ostrus
festzustellen. Ostrogen- und Progesteronrezeptoren zeigen sich hier am deutlichsten im
Stroma und in geringerem Ausmald im Myometrium sowie in den glandulédren
Epithelien. Wahrend des Didstrus geht die Férbeintensitdt im Myometrium und im
Stroma, nicht aber im luminalen Epithel zuriick. (WATSON et a., 1992).

Gemeinsamkeiten beziiglich des Ostrogenrezeptor-Vorkommens lassen sich auch beim
Rind finden. Wahrend des Ostrus ist die Immunresktion im Driisenepithel und im
Stroma jeweils am stérksten, im Didstrus (15. Zyklustag) ist sie am schwéachsten. Im
luminalen Epithel sind Ostrogenrezeptoren im gesamten Zyklus nachweisbar und
zeigen eine signifikante Zunahme am 15. Zyklustag. Progesteronrezeptoren sind im
Oberflachenepithel dagegen am 8. Zyklustag sehr stark vertreten, an den Ubrigen
untersuchten Zeitpunkten (Tage 1, 15 und 19) ist es jedoch frei davon. Ahnliche
Verhdtnisse gelten fur die glanduléren Epithelien. Bei den stromalen Fibrozyten gleicht
der Progesteronrezeptor-Nachweis dem des Ostrogenrezeptors (BOOS et al., 1996). Im
Unterschied zu den Verhdltnissen bei Pferd und Affe variiert beim Rind die Zahl der
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in den Muskelzellen des Myometriums
betrachtlich; in der Tunica media der Blutgefél3e konnten von BOOS et a. (1996) keine
Rezeptoren ausgemacht werden.

Gleiches gilt fur die Blutgefél3e im humanen Endometrium. Im Gefél3endothel und in
der Tunica media wurden auch hier keine Progesteronrezeptoren nachgewiesen
(PRESS, GREENE, 1988).

Bel der Katze scheinen die verschiedenen Zellpopulationen des Endometriums
beziiglich ihres Ostrogen- und Progesteronrezeptorgehaltes in Abhangigkeit vom
Zyklusstand eher gleichsinnigen Schwankungen unterworfen zu sein. Im Ostrus und
nach Estradiol-Stimulation steigern sich  Intensitéée und Anzahl  immungeférbter
Zellkerne. Dies gilt bei den Ostrogenrezeptoren firr Oberflachen- und Driisenepithelien
sowie fir die stromalen Fibrozyten. Progesteronrezeptoren finden sich alerdings nur in
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den Zellkernen des Bindegewebes. Die Verabreichung von Progesteron fihrt zur
Reduktion der Immunresktion in Qualitds und Quantitdt und zum vdlligen
Verschwinden der Ostrogenrezeptoren im luminalen Epithel. Die glatten Muskelzellen
des Myometriums weisen (wahrend der Graviditdt) beide Bindungsproteine auf (LI et
al., 1992).
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Versuchstiereund Tierhaltung

Fur die Untersuchungen standen 19 klinikseigene Beagle-Hundinnen im Alter von 3 bis
7 Jahren zur Verfigung. Die Unterbringung erfolgte in Gruppen zu je drei bis vier
Tieren in einer 12 m” groRen Box mit Hobelspaneinstreu. Die Hiindinnen wurden
einmal téglich mit einem handelsiiblichen Trocken- und Dosenfutter gefiittert. Wasser
wurde ad libitum angeboten.

Desweiteren ging eine 8 Jahre ate Cocker-Hundin in die Untersuchung ein, die zum
Patientengut der Klinik fur Geburtshilfe, Gynékologie und Andrologie der Gross- und
Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitét in  Gief3en
gehorte.

3.2 Bestimmung des Ovulationszeitpunktes

3.2.1 Klinische Unter suchung

Einma t&glich wurden die Hindinnen adspektorisch auf ihren Gesundheitszustand
Uberpriift. Besonderes Augenmerk galt den &ufReren Geschlechtsorganen, waobel
insbesondere auf Anzeichen einer beginnenden Laufigkeit, wie Odematisierung der
Vulva und blutigen Vaginadausfluld geachtet wurde. Lagen diese vor, wurde mit der
Probenentnahme bei dem betreffenden Tier begonnen.

3.2.2 Vaginalzytologie

Vom ersten Tag der prodstrischen Blutung bis zum Auftreten neutrophiler
Granulozyten im Vaginaepithel, das den beginnenden Didstrus anzeigte, wurde téglich
ein Vaginalabstrich angefertigt. Danach beschrénkte sich die Probenentnahme bis zur
Ovariohysterektomie auf einen Abstrich pro Woche.

Mit Hilfe enes derilen Stidtupfers wurde aus dem cranidlen Bereich des
Vaginaldaches zytologisches Material entnommen, auf einem entfetteten Objekttrager
abgerollt und in einem 95 %-igen Ather-Alkohol-Gemisch 30 Minuten lang fixiert. Die
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Farbung erfolgte mit dem standardiserten Verfahren nach Papanicolaou-Schorr.
Danach wurden die Praparate entwassert, 10 Minuten in Xylol geklart und anschlief3end
mit Eukitt (Hecht-Mertens, Kiel) eingedeckt.

323 Blutprobenentnahme und Hormonanalytik

Fur die Hormonanalytik wurde vom ersten Tag der prodstrischen Blutung bis zum
Anstieg des Plasmaprogesteronspiegels auf Werte um 20 ng /ml taglich eine Blutprobe
entnommen. Danach wurde bis zur Ovariohysterektomie der Hindin die
Blutprobenentnahme auf zwei mal wochentlich reduziert.

Die Entnahme von ca. 5 ml Vollblut erfolgte durch Punktion der Vena cephaica
antebrachii oder der Vena saphena. Die Proben wurden in NH4-Heparin-Monovetten
(Sarstedt, NUmbrecht) aufgefangen und bei 3000 U/min zentrifugiert. Anschlief3end
wurde das Plasma abpipettiert und in Kunststoffréhrchen (Sarstedt) bei -20°C bis zur
Hormonbestimmung aufbewahrt.

Die Bestimmung der im Blutplasma vorliegenden Konzentrationen von Progesteron
und Estradiol-17b erfolgte mit standardisierten und validierten radioimmunologischen
Methoden, wie sie von HOFFMANN (1977) und HOFFMANN et a. (1992)
beschrieben worden sind.

3.24 Versuchsaufbau

Zur Ermittlung des Ovulationszeitpunktes war die Progesteronkonzentration im
peripheren Blut die mal3gebliche Grof3e. Der Tag, an dem der Progesterongehalt tber 5
ng/ml Plasma anstieg, wurde as Tag 1 (Tag der Ovulation) festgesetzt. Erganzend
wurden die Ergebnisse der Vaginazytologie herangezogen, die zwar mit geringerer
Genauigkeit die Ovulation anzeigten, aber im Ubrigen mit dem Hormonstatus

Uberei nstimmten.

Zu definierten Zeitpunkten des Zyklus wurden jewells drei bzw. vier Hindinnen
ovariohysterektomiert. Dies waren im Didstrus der 15., 30., 45., 60. und 75. Tag post
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ovulationem. Zusétzlich wurden drel weitere Hindinnen im Anéstrus am 110. Tag post

ovulationem ovariohysterektomiert und in die Untersuchungen aufgenommen.

3.3 Ovariohysterektomie

Von jedem Tier wurden vor der Operation 5 ml Blut fir die Hormonanalytik
entnommen.

Die Narkose wurde Uber einen ventsen Zugang an der Vena cephalica antebrachii mit
Levomethadon (Polamiveto; 0,75 mg/lkg KGW) und Acepromazin (Vetranquilo; 0,15
mg/kg KGW) eingeleitet. Nach Vorbereitung des Abdomens fir die Laparotomie und
trachealer Intubation erfolgte die Inhaationsnarkose mit Sauerstoff, Lachgas und
Hal othan®.

Die Bauchdecke wurde in der Linea alba 2 cm caudal des Nabels bis ca. 2 cm crania
des Schambeines erdffnet. Um eine moglichst lang anhaltende Blutversorgung des
Uterus und der Ovarien zu gewéhrleisten, wurde nicht nach der herkdmmlichen
Methode verfahren, bei der man as erstes den Uterus am Ubergang zur Cervix
abbindet. Statt dessen wurden zunéchst die beiden jewells in der Bursa ovarica
liegenden Ovarien crania und cauda doppelt ligiert und zusammen mit Mesovar und
Mesosalpinx abgesetzt. Im néchsten Schritt wurde der Uterus im Bereich der Cervix
ligiert und nach stumpfer Durchtrennung des Mesometriums abgesetzt. Der Uterus
wurde sofort in esgekihlte Kochsalzlésung verbracht. Nach Entfernung der
Uberstehenden Cervikaschleimhaut wurde der Cervixstumpf enstilpend nach
Schmieden verschlossen, wobel die Uteringefd3e in die Naht einbezogen wurden. Fir
die genannten Ligaturen wurde Softcatgut 3,5 metric verwendet. Die Bauchwunde
wurde mit synthetischem, resorbierbarem Nahtmaterial verschlossen und die
Inhal ationsnarkose ausgel eitet.

Wahrend der gesamten Operation wurden die Tiere mit ca. 200 ml Stereofundi n° per
Dauertropfinfusion versorgt. Weiterhin wurden sie post operativ tUber finf Tage unter
Antibiose gesetzt (Synul ox° 2. 250 mg/Tag).
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34 Biochemische Unter suchungen

Der biochemische Rezeptornachweis mittels Radioligand-Bindungs-Test stellt ein
gangiges und etabliertes Verfahren dar, das routinemddig zur qualitativen und
guantitativen Rezeptorbestimmung eingesetzt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Wesentlichen die Methodik von GREEN und
LEAKE (1987) sowie KLAUKE und HOFFMANN (1992) angewandt. Das Verfahren
umfal3te folgende Schritte:

3.4.1 Prgparation und Homogenisierung des Gewebes
3.4.2 Ligand-Bindungs-Test

3.4.3 Proteinbestimmung

3.4.4 Auswertung mittels Scatchard Plot

34.1 Gewebepraparation

Da Steroihormonrezeptoren sehr labil sind, wurde bei der Gewebepraparation darauf
geachtet, dal?3 die Temperatur des biologischen Materials einschliefdich aler damit in
Berlihrung kommenden Substanzen zu keiner Zeit 8°C Uberschritt.

Unmittelbar nach Extirpation des Uterus wurde dieser in eiskalter physiologischer
Kochsalzlosung gespllt und auf einem eisgekihlten Tablett ausgebreitet. Das
Mesometrium wurde abprépariert, der Uterus gewogen und vermessen und aus der
Mitte der beiden noch geschlossenen Uterushdrner jewells ein ca. 8 mm breites
Segment mit einer Rasierklinge heraus geschnitten. Diese Proben waren fir die
immunhistochemischen Untersuchungen bestimmit.

Daraufhin wurde der Uterus mit einer Préparierschere der Lange nach er¢ffnet, um ihn
auf seinen Inhalt und seine Schleimhautoberfldche hin zu untersuchen. Je nach Grole
und Gewicht wurden die Uteri in 5 bis 10 Teile zu je ca. zwei Gramm geschnitten,
nochmals in Kochsalzlésung gespllt und mit Zellstoff abgetupft, um sie dann zu
wiegen. Anschlief?end wurden die Gewebeproben in vierfach liegender, extrastarker
Alufolie verpackt und in flissgem Stickstoff bei -196°C gefroren. Nach etwa 10
Minuten wurden die Proben einzeln entnommen und in gefrorenem Zustand durch
mehrere  Hammerschldge zertrimmert. Das zerkleinerte Material wurde in ein
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Zentrifugenglas gegeben, in dem sich 4 ml eiskalter Homogenisierungspuffer je Gramm
Gewebe befanden.

Die Proben wurden mit dem UltraTurrax in drei Durchgdngen von jeweils 10
Sekunden unter permanenter Kiihlung homogenisiert. Dabei wurden der Reithe nach die
Aufsdtze 18N, 10N und S25N8G benutzt. Zwischen den Durchgangen wurden die
Proben eine Minute lang im Eisbad gekihlt. Das Homogenat wurde 10 Minuten lang
bei 800 g und 0°C zentrifugiert und der Uberstand noch einmal 60 Minuten lang bei
105.000 g und 0°C zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand stellte das Zytosol dar. Es
wurde in 5 ml Glasgefélie mit Schraubverschlul® dekantiert und bis zur Bestimmung der
Rezeptorkonzentrationen bei -80°C aufbewahrt.

34.2 Ligand-Bindungs-Test

34.21 Prinzip der Darstellung der Rezeptor konzentration und
der Rezeptor affinitat

Dem quantitativen Rezeptornachwels liegt eine Séttigungsanalyse zugrunde, bei der
den endogenen Rezeptoren radioaktivn. markiertes Hormon in aufsteigender
Konzentration angeboten wird. Zur Differenzierung zwischen spezifischer und
unspezifischer Bindung werden in einem Parallelansatz durch den Zusatz von nicht
markiertem Hormon in hundertfachem Uberschuf? alle Bindungsstellen abgesittigt. Der
dann noch mefbare gebundene *H-Ligand gibt die , nichtspezifische Bindung* (Bns) an
und wird von der , Gesamtbindung” (Bg) subtrahiert. Auf diese Weise erhdt man die
»Spezifische Bindung”“ (Bs) als Mal3 fur die Rezeptorkonzentration. Mit ansteigenden
Konzentrationen des angebotenen *H-Liganden nimmt die Spezifische Bindung
zunéchst zu. Sie erreicht dann aber einen Séttigungsbereich, in dem zusétzlich
angebotenes Hormon an keine weiteren Rezeptoren bindet. Dieser Bereich stellt die
Rezeptorkonzentration in der Probe dar.

Der sogenannte Scatchard-Plot, bei dem die Daten in eine lineare Form transformiert

werden, vereinfacht die Berechnung der Rezeptorkonzentration (s.u.).
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In jedem Testlauf werden mehrere Ansétze zur Qualitétskontrolle mitgefhrt:

Die , technische nichtspezifische-Bindung* (t-Bns) gibt Auskunft dartiber, wie gut das
nach der Inkubation nicht gebundene Hormon durch Kohleadsorption entfernt wird.
Weiterhin wird jeweils eine Zytosolprobe mit bekannt niedrigem bzw. hohem
Rezeptorgehalt als Negativ- (KW-) bzw. Positivkontrollwert (KW+) eingesetzt.
Nachdem Skelettmuskel nur geringe Mengen an Ostrogenrezeptoren aufweist
(MEYER, RAPP, 1985), der Uterus von juvenilen Tieren dagegen recht hohe
Rezeptorkonzentrationen erreicht (REDEUILH et al., 1981; SODERGARD, 1986),
dienten im vorliegenden Fall Skelettmuskel als KW- und Uterus als KW+, jewells

gewonnen von einem juvenilen Schaf.

3422 Bestimmung der Ostrogenrezeptor konzentration

Als Radioligand fir den Ostrogenrezeptor Test wurde mit Tritium markiertes Estradiol
(*H-Estradiol) verwendet.

Die methanolische Stammlésung besal’ eine Konzentration von 280 nM *H-Estradiol
und wurde durch Verdinnung mit HED-Puffer zur Herstellung von 11 Arbeitd dsungen
zwischen 0,70 und 12,00 nM herangezogen. Die Arbeitddsungen 9, 10 und 11 dienten
zur Messung der nichtspezifischen Bindung (Bns) durch Zugabe von nicht markiertem
Diethyldtilbestrol in jeweils hundertfachem UberschuR.

Die einzelnen Arbeitd 6sungen besal3en folgende K onzentrationen:

0,70 nM *H-Estradiol

1,05 nM *H-Estradiol

1,58 nM *H-Estradiol

2,37 nM *H-Estradiol

3,56 NM >H-Estradiol

5,33 nM >H-Estradiol

8,00 nM *H-Estradiol
12,00 nM 3H-Estradiol

5,33 nM *H-Estradiol + 533 nM Diethyistilbestrol
10: 8,00 nM *H-Estradiol + 800 nM Diethylstilbestrol
11: 12,00 nM *H-Estradiol + 1200 nM Diethystilbestrol
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Alle Tests wurden im Doppelansatz bei Einbeziehung von KW+ und KW-
durchgefuhrt. Fir jede der 11 Arbeitddsungen wurden eine , Totale®, d.h. eine Probe
ohne Zusatz von Zytosol sowie eine technische nichtspezifische Bindung (t-Bns)
angesetzt. Das Zytosol war zuvor aufgrund von Vorversuchen je nach Rezeptorgehalt
3-, 6-, 9- oder 12-fach mit HED-Puffer verdinnt worden.

Zur Durchfilhrung des Tests wurden jeweils 50 pl der *H-Estradiol-Arbeitslésung zu
150 pl HED-Puffer (Totale) bzw. verdinntem Zytosol gegeben, die Proben dann ,en
bloc* geschittelt und 20 h (Uber Nacht) im Eisbad (ca. 4°C) inkubiert. Zur Abtrennung
des nicht gebundenen ®H-Estradiols wurden anschlieRend zu jeder Probe 200 pil eiskalte
Holzkohlesuspension pipettiert, die Proben danach erneut en bloc geschittelt und 15
Minuten ab Zugabe zum ersten Rohrchen bel 4°C inkubiert. Zur , Totalen® wurde
anstelle der Kohlesuspension die gleiche Menge Aqua dest. pipettiert. Durch
funfmindtige Zentrifugation bel 1000 g setzte sich die Holzkohle als Pellet ab; danach
wurden 200 pl des Uberstandes abgehebert, mit 4 ml Szintillatorfliissigkeit gemischt
und die Radioaktivitét durch Flissigszintillation (L SC) gemessen.

Eine Ubersicht iiber den Testablauf ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tab. 6: Versuchsprotokoll des Ligand-Bindungs-Tests zur Bestimmung
der Ostrogenrezeptorkonzentration
Totale | t-Nsg KP+ K P- Probe
HED-Puffer 150 pul | 150 pl
Zytosol - - 150l | 150wl | 150

Arbeitsosungen 1-11 | 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul

Inkubation; 20 h

K ohlesuspension 200ul 200l | 200 pl | 200 pl
Aqua dest. 200 pl
Inkubation; 15 Min.

34.2.3 Bestimmung der Progester onr ezeptor konzentration

Zur Bestimmung der Progesteronrezeptorkonzentration wurde das synthetische, mit
Tritium markierte Gestagen Promegeston (*H-R5020) verwendet, da sich Progesteron
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aufgrund seiner auch zum Glucocorticoidrezeptor ausgeprégten Affinitét weniger gut
eignet.

Unter Verwendung einer methanolischen Stammldsung mit der Konzentration 500 nM
®H-R5020 wurden 11 Arbeitsdsungen hergestellt. Der dazu benutzte HED-Puffer
enthielt in diesem Fal 10 % Glycerin. Zur Bestimmung der nichtspezifischen Bindung
wurde auch hier den Arbeitslésungen 9, 10 und 11 nicht markiertes Promegeston in
hundertfachem Uberschul zugesetzt.

1,15 nM *H-R5020

1,75 nM *H-R5020

2,64 nM 3H-R5020

3,95 nM 3H-R5020

5,93 nM 3H-R5020

8,85 nM 3H-R5020
13,33 M H-R5020
20,00 nM 3H-R5020

8,85 nM ®H-R5020 + 885nM R5020
13,33 nM *H-R5020 + 1333nM R5020
20,00 nM 3H-R5020 + 2000nM R5020

RBOON2ORWN R

= o

Da sich bei dem Progesteronrezeptor-Test in Vorversuchen Probleme durch hohe
nichtspezifische Bindungen ergaben, wurde allen Arbeitddsungen zur Abséttigung
nicht progesteron-spezifischer Bindungsstellen 500 nM Cortisol und 50 nM
Dihydroxytestosteron zugesetzt.

Ansonsten efolgte die Durchfihrung des Tests nach dem oben fur die

Ostrogenrezeptoren dargestellten Testprotokoll einschlieflich des Pipettierschemas.

3.4.3 Proteinbestimmung

Die Menge der zytosolischen Steroidrezeptoren wurde entsprechend der
Literaturangaben (KLAUKE, HOFFMANN, 1992; VESANEN et a. 1991,
SODERGARD, 1986) auf die Proteinkonzentration im Zytosol bezogen.

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Coomassie® Protein Assay (Pierce) nach der
dort beschriebenen Vorgehensweise. Mit Bovinem Serum Albumin wurde eine
Standardkurve erstellt, anhand derer der in den Proben vorliegende Proteingehalt
abgel esen werden konnte.
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344 Berechnung der Rezeptor konzentration und der
Assoziationskonstanten

Die Berechnung der Rezeptorkonzentration und der Assoziationskonstanten erfolgte
nach SCATCHARD (1949) und KING (1982) und der darauf aufbauenden
Computeranalyse nach GREEN und LEAKE (1987).

Die im Uberstand der Proben mittels LSC gemessene Radioaktivitdt wurde in cpm
(gemessene Zefdle pro Minute) angegeben. Von den Doppelansdtzen wurden
anschlief?end die arithmetischen Mittel berechnet und unter Beriicksichtigung der
Zahlausbeute des Counters von 58 % fur Tritium die tatsdchlichen Zerféle pro Minute
(dpm) ermittelt, die dann in Bequerd (Zerfdlle pro Sekunde) umgerechnet wurden.
Unter Berticksichtigung der spezifischen Aktivitét der Radioliganden (Bg/pmol) wurde
die Menge des gebundenen Hormons in dem entnommenen 200 pl Aliquot (s. S. 42)
bestimmt und auf die Einheit nmol/l umgerechnet.

Diese Berechnungen wurden fur die Totale (T) und die Gesamtbindung (Bg) der
einzelnen Proben durchgefiihrt. Die fir jede Arbeitsddsung angesetzte t-Bys (s. S. 41)
diente lediglich zur Uberprifung des technischen Systems und ging nicht in die
Auswertung ein.

Der weiteren Analyse lagen folgende Zusammenhadnge zugrunde (GREEN, LEAKE,
1987):

BG = Bo - T (1)
Bs = B - Bns (2
Bns = T -a (3)

Bo: (Bg/T)- 100 (%) = Antell der Gesamtbindung (Bg) an der Totalen (T) in Prozent

Bs: Spezifische Bindung = gebundenes Hormon abzuglich des nichtspezifisch
gebundenen Hormons

Bns: Nichtspezifisch gebundenes Hormon, Mef3ergebnisse der Arbeitsésungen 9, 10
und 11

a  Steigungsfaktor der Geraden
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Fir Bns gilt dabei, wie oben bereits dargelegt, dal3 der Radioligand auf3er den
hochaffinen Bindungen mit Steroidhormonrezeptoren auch Bindungen mit weiteren
Proteinen im Zytosol eingeht, die durch niedrige Affinitét gekennzeichnet und nicht
absdttigbar sind. Der Graph dieser nicht-spezifischen Bindung, gegen die Totale
aufgetragen, ergibt eine Gerade mit der konstanten Steigung a.
Geradengleichung: Y =a- X +b

a=Y/X, oder

a=BndT
Zur Berechnung von a wurde fur die Mef3punkte 9, 10 und 11 jeweils die Bindung
(Bns) durch die Totale dividiert und der arithmetische Mittelwert aus den Ergebnissen
gebildet. Die nichtspezifische Bindung fur jeden beliebigen Punkt ist dann Bys=T - a
Dieser zunéchst kompliziert erscheinende Rechenweg hat den Vortell, dal3 man im Test
nicht fir jeden Mef3punkt, sondern lediglich fir die drei htheren Konzentrationen eine
Bns ansetzen mul3 (GREEN, LEAKE, 1987).

Durch Einsetzen und Umformen der Gleichung (2) ergaben sich die Formeln (4) und

(5); mit Hilfe letzterer wurde jewells Bs errechnet.

Bs=By-T-T-a (4)

BSZT(Bo-a) (5)

Die Gesamtbindung (Bg), die spezifische Bindung (Bs) und die nichtspezifische
Bindung (Bns) wurden in einem Koordinatensystem gegen die Totale aufgetragen.
Anhand des Graphen der spezifischen Bindung liefd sich der Séttigungsbereich des
Rezeptors ablesen (s. Abb. 6 und 7). Zusdtzlich wurde die Séttigung rechnerisch
ermittelt, indem der prozentuale Zuwachs der spezifischen Bindung von einem
Mef3punkt zum néchsten berechnet wurde. Sobald die spezifische Bindung um weniger
als 6 % andgtieg, galten die Rezeptorproteine als abgeséttigt. In die Berechnung der
Rezeptorkonzentration und -affinitét gingen nur die Werte im ungeséttigten Bereich

an.
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Wie oben dargelegt, handelt es sich bel dem durchgefiihrten Test um eine
Séatigungsanalyse, bei der die Rezeptorkonzentration mit dem Verfahren nach
SCATCHARD (1949) berechnet werden kann (s. S. 49). Voraussetzung dafur ist, dal3
zwischen Hormon (H), Rezeptor (R) und Hormon-Rezeptor-Komplex (HR) en
Sattigungsgleichgewicht eingetreten ist. Die Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung folgt
dem Massenwirkungsgesetz:

H+R S HR (6)

Essai:

H=F und HR=B und R=Ry;-B
F.  frelesHormon

B: gebundenes Hormon

Ro.  Gesamt-Rezeptorkonzentration

Dann gilt:
F+(Ro-B) 5 B )

Die Dissoziationskonstante Kp ist definiert als;

F-(Ro-B)
Ko [mol/l] = %% %% % % ©)
B

Die Dissoziationskonstante ist ein Mal3 fur die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor
und wird in der Einheit [mol/l] angegeben. Liegt das Gleichgewicht der Reaktion (6)
auf der linken Seite, so liegt ein grol3er Teil der Molekile in dissoziierter Form vor. Es
ergibt sich ein hoher Wert fir Kp als Ausdruck einer geringen Affinitét. Umgekehrt
snd bei hoher Affinitdt die verfigbaren Molekile Uberwiegend in gebundener Form

vorzufinden. Die Assoziationskonstante K, nimmt dann einen hohen Wert an.

B
K [1/mOl] = %% % %% 9)
F-(Ro-B)
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Nach SCATCHARD (1949) kann man die Gleichung (9) in eine lineare Form
Uberfuhren, die eine einfache Berechnung von Ry und Ka erlaubt. Durch diverse

Umformungen kommt man zu der Formel:

B
% =Ka (Ro- B)
F

oder:

B
Y =-Ka (B) + Ka (Ro) (10) (Y=m.X+a)
F

Es ergibt sich der sogenannte Scatchard Plot, im Idealfall dargestellt durch eine Gerade
mit der Steigung m = -Ka (Ka ist der negative Wert der Steigung m), deren
Schnittpunkt mit der X-Achse die molare Konzentration der Bindungsstellen Rg

repréasentiert.

GREEN und LEAKE (1987) haben die Berechnung von Bg/F noch welter vereinfacht,

indem siein der Gleichung

F=T-Bs (12)

Bs durch die Gleichung (5) ersetzt haben:

F=T-T (Bo-d) (12
F:T.(l-Bo+a) (13)
Bs T - (Bo-a) Bo-a

Yo = ¥ = Vs (14)

F T.(1-Bo+a 1-Bo+a
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Aus den entsprechend umgerechneten Mel3werten wurde fir jede Probe die
Séttigungskurve (s.0.) und der Scatchard Plot erstellt. Mit Hilfe der ermittelten
Geradengleichung lief3 sich anhand der Steigung die Assoziationskonstante ablesen.
Der Schnittpunkt der Geraden mit der X-Achse gab die Rezeptorkonzentration in der
Einheit nmol/l Ansatzvolumen an und wurde nach Multiplikation mit dem
Verdinnungsfaktor des Zytosols in die Einheit fmol Rezeptor/mg zytosolisches Protein
transformiert. Die Abbildungen 8 und 9 veranschaulichen die VVorgehensweise.

Voraussetzung fur die Anwendbarkeit des Scatchard Plots ist, dald im Testansatz eine
einheitliche Klasse von Bindungsproteinen vorliegt, an die das Hormon bindet;
andernfalls ergeben die ermittelten Daten keine Gerade (KING, 1982; GREEN,
LEAKE, 1987). Im vorliegenden Fall wurde der Grad der Ubereinstimmung mit der
Ideallinie durch das Bestimmtheitsma (R®) uberpriift. Bei der Berechnung der
Ostrogenrezeptorkonzentrationen fanden sich Ubereinstimmungen von R? = 0,80 - 0,99
und bei der Berechnung der Progesteronrezeptorkonzentrationen von R? = 0,80 - 0,98
(5 Ausnahmen mit R = /£ 0,62).
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Anmerkung zur Handhabung des Scatchard Plots:

In Vorversuchen zeigte sich, dall der Scatchard Plot nur unter bestimmten
Voraussetzungen verladiche Ergebnisse liefert. Es wurde ein Kriterienkatalog fir den
korrekten Einsatz dieser Rechenmethode erstellt, dessen Bedingungen ale gultigen
Ergebnisse erfullen muf3ten:

1. Im Reaktionsansatz mul3 ein Sattigungsgleichgewicht eintreten, erkennbar an dem
Plateau im oberen Bereich der Séttigungsbindungskurve.

2. Fur die Berechnung mittels Scatchard Plot werden nur die Werte im ansteigenden
Bereich der Séttigungsbindungskurve verwendet. Werte, die um weniger als 6 %
zunehmen, gehen nicht in die Auswertung ein.

3. Der Progesteronrezeptor bindet unter den gegebenen Verhdtnissen maximal 15 bis
30 Prozent des angebotenen Hormons (drei Ausnahmen mit 10-14 Prozent). Liegt die
relative Bindung Uber diesem Bereich, so ist in dem Testansatz i.d.R. keine Séttigung
erreicht worden. Liegt sie darunter, ist das Zytosol zu stark verdinnt worden und es
resultieren sehr variable Ergebnisse. Aus diesen Grinden werden nur die Testansdize
verwendet, die zu einer relativen Bindung in dem angegebenen Bereich fuhren. Fur den
Ostrogenrezeptor gilt analog eine relative Bindung von 65 bis 80 Prozent als
Referenzbereich.

4. Die Werte fur die Spezifische Bindung (Bs) mussen kontinuierlich ansteigen,
gleichzeitig mul3 sich das Verhdtnis von gebundenem zu freiem Hormon (Bg/F)
kontinuierlich vermindern. Wird diese Regel durchbrochen, fallen die betroffenen
Punkte aus der Auswertung heraus.
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345 Zuverlassigkeit der angewandten M ethodik

3451 Linearitat

Zur Uberprifung der Linearitdt wurde die Konzentration des Ostrogenrezeptors in
zwel, die des Progesteronrezeptors in funf unterschiedlichen Verdinnungsstufen
derselben Zytosolprobe gemessen. Die daraus ermittelten Variationskoeffizienten lagen
bei 1,3 % fir die Bestimmung des Ostrogenrezeptors und bei 3,7 % fur die
Bestimmung des Progesteronrezeptors.

3452 Préazision

Zur  Uberprifung der Préazison wurden die Konzentration und die
Assoziationskonstante der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in einer Zytosolprobe
sechsmal im  gleichen Test gemessen (Intra-assay-Variation). Die Mehrfach-
bestimmungen ergaben einen Variationskoeffizienten von 5,6 % fur die Konzentration
des Ostrogenrezeptors und von 7,9 % fir die des Progesteronrezeptors. Fir die
Assozi ationskonstanten wurden Werte von 9,3 und 8,1 % ermittelt.

Weiterhin wurde eine Zytosolprobe in vier separaten Tests auf die oben genannten
Parameter hin untersucht (Inter-assay-Variation). Hierbei ergab sich  ein
Variationskoeffizient von 15,0 % fir die Konzentration des Ostrogenrezeptors und von
17,3 % fir die des Progesteronrezeptors. Die Variationskoeffizienten fir die
Assoziationskonstanten lagen bel 22,9 und 26,0 %.

Die Daten sind im Einzelnen den Tabdlen 7 und 8 zu entnehmen.
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Tab. 7: Mittelwert (Xa), Standar dabwei chung(SD) und Variati onskoeffizient
(VK) von Mehrfachbestimmungen (n) der Konzentrationen und der
Assozi ationskonstanten des Ostrogen- und Progesteronrezeptorsin
einer Zytosolprobe im gleichen Test (Intra-assay-Variation)
Rezeptor Parameter n Xa SD VK
(%)
Rezeptorkonz. 6 2289 128,2 5,6
Ostrogen- | (fmol/mg Prot.)
rezeptor
Assoziationsk. 6 2,1 0,2 9,3
(I/nmol)
Rezeptorkonz. 6 921 72,8 7,9
Progesteron- | (fmol/mg Prot.)
rezeptor
Assoziationsk. 6 0,9 0,07 8,1
(I/nmol)
Tab. 8: Mittelwert (X5), Standar dabweichung (SD) und Variationskoeffizient
(VK) von Mehrfachbestimmungen (n) der Konzentrationen und der
Assozi ationskonstanten des Ostrogen- und Progesteronrezeptorsin
einer Zytosolprobe in vier separaten Tests (Inter-assay-Variation)
Rezeptor Parameter n Xa SD VK
(%)
Rezeptorkonz. 4 2230 335,5 15,0
Ostrogen- | (fmol/mg Prot.)
rezeptor
Assoziationsk. 4 24 0,5 22,9
(I/nmol)
Rezeptorkonz. 4 774 133,6 17,3
Progesteron- | (fmol/mg Prot.)
rezeptor
Assoziationsk. 4 0,8 0,2 26,0
(I/nmol)
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35 I mmunhistochemische Unter suchungen

Zid dieser Untersuchungen war es zunéchst, ein geeignetes Testsystem zum
immunhistochemischen Nachweis der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im Uterus
der Hindin  zu entwickeln. Uber die semiquantitative Bewertung der
Rezeptorkonzentration hinaus sollte zusétzlich die Lokalisation der Rezeptoren
innerhalb der Zelle und im Gewebe beobachtet werden. Weiterhin sollte Uberprift
werden, ob die Resultate mit den Ergebnissen des Ligand-Bindungs-Tests korrelieren.

351 Probenaufbereitung

Wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, wurde aus beiden Uterushdrnern jewells ein etwa 8
mm breites Segment heraus geschnitten und in eisgekuhlter, physiologischer
Kochsalzlésung gespllt. Daraufhin - wurden die Proben in  Methylbutan als
Kétevermittler, das mit flissgem Stickstoff gekihlt wurde, schonend tiefgefroren.
Nach zwe bis drei Minuten wurden sie in Aluminiumkapseln Uberfihrt, die mit einem
Einbettungsmedium (O.C.T.?) gefiillt waren. Das Tiefgefrieren der gesamten Proben
geschah in Stickstoffdampf (ca. -100°C), woraufhin sie im Hochleistungsgefrierschrank

bel -80° C bis zur weiteren Verwendung gelagert wurden.

35.2 Anfertigung der histologischen Pr&par ate
3521 Objekttrager beschichtung

Zur besseren Haftung der histologischen Schnitte an den Objekttrégern wurden diese
mit 0,5 % Chromal aun-Gel atine beschichtet.

Dazu wurden vorgereinigte Objekttrager der Reihe nach in Aqua dest., zwei ma in
Methanol (100 %) und in drei weitere Kuvetten mit Gelatinel6sung getaucht. Wenn die
Objekttrager sauber und schlierenfrei abflossen, wurden sie zum Trocknen staubfrei
weggestellt.
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3522 Aufziehen der Schnitte auf Objekttrager

Da sich sowohl bei den radiobiochemischen als auch bei den immunhistochemischen
Vorversuchen keine Unterschiede beziglich des Rezeptorstatus zwischen dem rechten
und dem linken Uterushorn bzw. dem Corpus uteri feststellen lief3en, ging von alen

Hundinnen jeweils nur ein Uterushorn in die Untersuchung ein.

Von dem gefrorenen Probenmaterial wurden Gefrierschnitte angefertigt. Es wurde bei
einer Temperatur von -27° C in der Kryotomkammer und -25° C am Objekthalter
gearbeitet.

Von den Probenbldckchen wurde zunéchst eine etwa 1 mm dicke Schicht abgetragen,
um an unversehrtes Gewebe in der Tiefe zu gelangen. Daraufhin wurden 8 bis 12
Serienschnitte je Probe mit einer Stérke von 9 um angefertigt und an den vorbereiteten
Objekttrdgern angeschmolzen. Nach enem zweistiindigen Trocknungsprozefd bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte 10 Minuten in reinem Aceton, ebenfals bel
Raumtemperatur, fixiert. Es schlofd sich ein Spilvorgang von drei mal finf Minuten in
PBS-Puffer an. Die histologischen Schnitte wurden nach der Fixierung stets sofort
weiter verarbeitet, da bereits nach 24-stindiger Lagerung im Kuhlschrank die
Antigenitét abnahm bzw. vollig verloren ging.

3523 Prinzip der immunhistochemischen Reaktion und angewandtes
Farbeverfahren

Das Prinzip des immunhistochemischen Verfahrens ergibt sich in Kirze wie folgt:
Zunéchst bindet der Primérantikbrper an das gesuchte Antigen im Gewebe. Nach
Ablauf der ersten Inkubation und Waschung erfolgt die Zugabe des markierten
Sekundérantikorpers, der gegen die Spezies des Primérantikorpers gerichtet ist und
somit die Antigen-Lokalisation markiert (s. Abb. 10, Schritt 1). In den vorliegenden
Untersuchungen wurde ein mit Biotin markierter Sekundérantikorper verwendet. Dies
erlaubt die Detektion (Farbreaktion) mittels der Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode
unter Verwendung des Peroxidase Vectastai n® ABC-Kits (Vector Laboratories, Inc.).
Durch die auRergewohnlich hohe Affinitdt und Bindungskapazitét des Proteins Avidin
zu dem niedermolekularen Vitamin Biotin wird an dieser Stelle eine grof3e Anzahl von
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Peroxidase-Molekilen eingebracht (s. Abb. 10, Schritt 2), die selbst bel geringen
Antigenkonzentrationen eine sichtbare Farbreaktion hervorruft. Die Peroxidase-
Enzyme reagieren mit Wasserstoffperoxid und 3,3'- Diaminobenzidin Tetrahydro-
chlorid (DAB) zu braunen Farbmolekllen, die am Ort des Antigens prézipitieren und
letzendlich seine Lokalisation im Gewebe sichtbar machen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des immunhistochemischen Antigennach-

weises mittels Avidin-Biotin-Per oxidase-Methode

Schritt 1: Primér- und biotinylierter Sekundérantikorper markieren
das Gewebeantigen

Schritt 2: Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex bindet an Sekundar-
antikor per

Zur immunhistochemischen Férbung der Préparate wurde nach dem empfohlenen
Schema der Firma DAK O Corporation (1989) folgendermal3en vorgegangen:

Alle beschriebenen Schritte wurden in der feuchten Kammer bzw. in einer Kiivette bel
Raumtemperatur durchgefiihrt. Einzig der Primérantikorper inkubierte bei 4°C in der
feuchten Kammer.

Nach dem Spulvorgang in PBS-Puffer (s. S. 56), der sich - soweit nicht anders
erwshnt - in gleicher Weise an jeden weiteren Arbeitsschritt anschloR (s. Ubersicht
S. 60), wurden die Praparate zur Blockade von endogener Peroxidase 15 Minuten lang
in eine 0,3-prozentige H,O.-L6sung in PBS-Puffer gestellt. Daraufhin wurden die
Schnitte mit 10-prozentigem Pferdeserum in PBS-Puffer fir 20 Minuten inkubiert.
Dieser Schritt ist nétig, um eine unspezifische Anlagerung der Antikorper an stark
geladene Bindegewebsdlemente der Praparate zu verhindern, die zu einer

unerwinschten Hintergrundféarbung fuhren. Die Lésung wurde lediglich abgesaugt und
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ohne weiteren Spulvorgang sofort der Primérantikorper aufgetragen. Dieser inkubierte
zunéchst 20 Minuten bel Raumtemperatur und danach Uber Nacht im Kuihlschrank
(4°C). Anschlieffend folgte die 30-minitige Inkubation mit dem Sekundérantikorper.
Die ABC-Losung (Vector Laboratories, Inc.) wurde nach Angaben des Herstellers
angesetzt und inkubierte 20 Minuten. Schliefdich fand die eigentliche Farbereaktion
statt, indem die Schnitte 9 Minuten lang in einer dunklen Kammer der DAB-L6sung
ausgesetzt wurden. Zuletzt erfolgte die Gegenfarbung der Préparate mit Hamatoxilin
und das Blauen in fliefendem Leitungswasser (Farbumschlag des Hamalauns in
Gegenwart von Wasser). Zur Versiegelung wurden die Schnitte mit Glyceringelatine
unter einem Deckglas eingedeckt.

Die beschriebene Methode wurde fur den Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Test
angewandt; fir den Nachweis der Ostrogenrezeptoren entfiel jedoch die H,O-
Inkubation, da sie sich in Vorversuchen schadlich auf die Anitgenitét ausgewirkt hatte.

Eine Ubersicht ber das immunhistochemische Farbeverfahren gibt das folgende
Protokoll:

» 2 htrocknen

» 10 Min. fixieren in Aceton

» 3 x5 Min. waschen in PBS-Puffer

> 15 Min. H,O,-Puffer-Bad (entfallt beim Ostrogenrezeptor)
» 3 x5 Min. waschen in PBS-Puffer

» 20 Min. 10 %-iges Pferdeserum; absaugen
» 20 Min./20 h 1. Antikorper

» 3 x5 Min. waschen in PBS-Puffer

» 30 Min. 2. Antikorper

» 3 x5 Min. waschen in PBS-Puffer

» 20 Min. ABC-Ldsung

» 3 x 5 Minuten waschen in PBS-Puffer

» 9 Min. DAB-L6sung

» 2 x5 Min. waschen in Aqua dest.

» 7 Sek. gegenfarben mit Hamatoxilin

» 10 Min. bléuen in Leitungswasser

» eindecken mit Glyceringelatine
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3524 Verwendete Antikor per

Die optimale Antikorperkonzentration wurde mit Hilfe von Verdinnungsreihen
ausgetestet. Es wurde die Verdinnung verwendet, die die grofite Intensitét der
spezifischen Anfarbung und gleichzeitig die geringste Hintergrundféarbung aufwies.

Die Spezifitét der Priméarantikbrper wurde Uberpruft, indem sie unter standardisierten
Versuchsbedingungen an verschiedenen Geweben mit bekanntem Rezeptorgehalt
eingesetzt wurden. So fielen Uterusprdparate von Hundinnen, die in den
vorausgegangenen biochemischen Untersuchungen als Rezeptor-positiv identifiziert
worden waren, auch bei der immunhistochemischen Rezeptordarstellung positiv aus.
Dagegen férbten sich histologische Schnitte von quergestreifter Muskulatur und vom
Darm, bis auf einige Drisenanschnitte in der Darmmukosa, nicht an.

Ersetzte man die Primérantikdrper durch identische Konzentrationen entsprechender
Substitutionsantikorper, so war in verschiedenen bekannt positiven Geweben keine
Immunreaktion zu verzeichnen; dabei wurden Antikorper gleichen Isotyps aus der
gleichen Tierspezies verwendet. Die Antiseren waren gegen Antigene gerichtet, die in
der zu testenden Probe nicht vorkommen.

Folgende Antikorper (AK) wurden verwendet:

Ostrogenrezeptor-Nachweis

1. Ak: monokl. Maus IgG anti hum. Ostrogenrez. (Verdiinnung 1:40)
2. Ak: biotinyliertes Pferd 1gG anti Maus (H + L) (Verdinnung 1:200)

Progesteronrezeptor-Nachweis

1. Ak: monokl. Maus 1gGz, anti hum. Progesteronrez. (70,4 ng/ml)
2. Ak: biotinyliertes Pferd IgG anti Maus (H + L) (Verdinnung 1:200)

Substitutions-Antikorper

monokl. Maus 1gG; anti a-Toxin von Clostridium perfringens (Verdinnung 1:40)
monokl. Maus 19G.,, Klon 07.27 (70,4 ng/ml)
monokl. Maus 19Gza, Klon 7T4-1F5 (70,4 ng/ml)
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35.25 Kontrollen

In jedem Testlauf wurden mehrere Préparate als Kontrollen mitgefuhrt. Als positive
Kontrolle diente Uterusgewebe einer im biochemischen Rezeptornachweis positiven
Hundin. Weiterhin wurde von den unbekannten Proben ein zusétzlicher Schnitt mit
PBS-Puffer anstelle des Primérantkorpers inkubiert (Negativkontrolle). Beim
Progesteronrezeptor-Test waren an den aul3eren Randern der Prdparate positive
Farbungen erkennbar, ansonsten wiesen die negativen Kontrollen bis auf eine ganz
dezente Hintergrundférbung keine Signale auf.

353 M or phometrische Untersuchung der histologischen Uterusschnitte

Da sich die Durchmesser der Uteri am frischen Materia nicht exakt ermitteln lief3en,
wurden anhand der histologischen Schnitte computergestiitzte Messungen
vorgenommen. Unter Verwendung des Grafikprogrammes Image Tool wurden zunéchst
die Umrisse der Préparate mit der Maus exakt nachgezeichnet. Aus dem so bestimmten
Umfang der Probe ermittelte das Programm automatisch die Flache der
Uterusquerschnitte in mm?,

Weiterhin wurden die Stdrke von Endometrium und Myometrium in pm bestimmt.
Auch hierbei wurde mit der Maus die zu messende Strecke markiert und die Lange

dieses Abschnittes von dem Programm automatisch angegeben.

354 Erfassung der Verteilung der Ostrogen- und Progesteron
rezeptoren im Uterus

Bel der Auswertung wurden funf Kompartimente des Uterus getrennt berticksichtigt,
die bel der Immunreaktion ein unterschiedliches Farbeverhaten gezeigt hatten. So
wurden das das Uterusumen begrenzende Epithel (luminales Epithel), die unmittelbar
angrenzenden Drisenanschnitte (oberflachliche Drisen) und die Myometrium-nahen
Drisenanschnitte (tiefe Drisen) sowie die Ring- und die Langsmuskelschicht einzeln
beurtellt.
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Dabei erfolgte die Bewertung der epithelialen Zonen quantitativ, indem die positiven
und negativen Zellkerne ausgezadhlt und das Verhdtnis gebildet wurde. Die Muskulatur
und das endometriale Stroma wurden semiquantitativ beurteilt (s. u.).

3541 Auswahl der Stichproben und Klassifizierungin positive bzw.
negative Zellen

Auswahl des histologischen Préparates:

Von den untersuchten Uterusproben existierten aus technischen Grinden jeweils zwei
bis acht Serienschnitte, deren Farbeintensitdt teillweise inhomogen war. Das
Farbemuster, also die Lokalisation der stérker bzw. schwéacher geférbten Bereiche,
stimmte jedoch bel den Parallelansétzen grundsétzlich Uberein. Von jeder Serie wurde
daher der erste morphologisch gut erhaltene Schnitt der Auswertung zugefihrt.
Festlegung der auszuwertenden L okalisation im Préparat:

Ein représentatives Segment, das etwa ein Viertel des Uterusguerschnittes zeigte,
wurde unter Verwendung des Grafikprogrammes Impac im Computer abgespeichert.
Zum Vergleich wurde das gleiche Segment von der entsprechenden negativen
Kontrolle kopiert. Danach wurden bei 200-facher VergrofRerung vom luminaen
Epithel, den oberflachlichen und den tiefen Drisen jeweils drel aufeinander folgende
Gesichtsfelder abgespeichert. Jedes dieser Gesichtsfelder enthielt etwa 80 bis 200
Driisenzellen, so dald pro Kompartiment etwa 240 bis 600 Zellkerne in die Auswertung
eingingen. Waren ausnahmsweise in den drei Gesichtsfeldern nicht genligend Zellen
enthalten, wurden die sich anschlief3enden Gesichtsfelder mit einbezogen.

Die beiden Schichten des Myometriums wurden mit jeweils zwel Gesichtsfeldern
berticksichtigt, wobei die Serosa miterfaldt wurde.

Klassfizierung:

Die Klassfizierung in immunologisch ,positiv®  oder ,negativ® richtete sich
ausschlieldich nach der Anférbung des Zellkerns, Hinweise auf eine Farbung des
Zytoplasmas sind rein deskriptiv. Bei der Darstellung des Ostrogenrezeptors konnte mit
dem verwendeten Antikorper lediglich zwischen immunpositiven und immunnegativen
Zellkernen differenziert werden. Hingegen war es aufgrund der Art des Farbesignals
moglich, bel der Darstellung des Progesteronrezeptors zwischen negativ (-), einer
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schwachen bis mittelgradigen Farbintensitét (+) und einer starken Farbintensitét (++) zu

differenzieren.

354.2 Computer gestiitzte Auswertung von luminalem Epithel,

oberflachlichen und tiefen Drisen

Die Auszéhlung der positiven und negativen Zellkerne fand am Computer mit Hilfe des
Grafikprogrammes Image Tool statt, das unter anderem die Markierung und Z&hlung
von Objekten in einem gespeicherten Bild erlaubte. Das Programm bot weiterhin eine
Grauwertskala, mit der die Farbdichte einer Flache objektiv beurteilt werden konnte.
Die positiven Zellkerne zeigten eine hel- bis dunkelbraune Farbung, die auf der
Grauwertskala mit einem Wert von 0 bis 100 ausgewiesen wurde. Die negativen Kerne
dagegen waren durch die Gegenfarbung mit Hamatoxilin blalfblau angefarbt und
besalien auf der Skala entsprechend einen Wert von mehr als 100.

Mit dem Befehl ,, Count and Tag® wurden per Mausklick alle zu zéhlenden Zellkerne
durch einen farbigen Punkt markiert und deren Anzahl gespeichert. Nachdem ale
positiven Kerne markiert waren, wurde das Zwischenergebnis notiert und mit der
Zahlung der negativen Kerne fortgefahren. Aus den drei Gesichtsfeldern wurde der
Mittelwert gebildet und zuletzt der Anteil positiver bzw. negativer Zellkerne an der
Gesamtzahl erfaldter Kerne je Kompartiment berechnet.

3543 Semiquantitative Auswertung von Stroma, Myometrium und
Serosa

Die seminquantitative Auswertung positiv gefarbter Zellkerne in Ring- und
Langsmuskelschicht, Gefaldschicht und Serosa erfolgte anhand einer Skala von 1
(negativ) bis 5 (stark positiv). Die genannten Kompartimente lie3en sich aufgrund
homogener Resktionsmuster mehr oder weniger einheitlich klassifizieren. Das
endometriale Stroma zeigte dagegen insbesondere beim Progesteronrezeptor-Nachweis
sehr differenzierte Immunreaktionen in Bezug auf Lokalisation und Intensitét der
Férbung, was zusétzlich beriicksichtigt wurde.
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3.6 Statistik

Die Hormonwerte und biochemisch ermittelten Rezeptorkonzentrationen im Verlauf
des Zyklus folgten keiner Normalverteilung, weshalb fur die weitere Auswertung die
geometrischen Mittelwerte (Xg) und die Streufaktoren (SF) berechnet wurden. Ebenso
wurde bei der Assoziationskonstanten des Progesteronrezeptors vorgegangen. Dagegen
zeigten die Assoziationskonstante des Ostrogenrezeptors sowie die Ergebnisse der
morphometrischen Studien (UterusgrofRe und -gewicht, Schichtdicke) Normal-
vertellungen, so dald hier die arithmetischen Mittelwerte (X;) enschlieldich ihrer
Standardabwei chungen (SD) bestimmt wurden.

Bei der Verteilung der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im Endometrium wurden
zunéchst relative Haufigkeiten berechnet, die aufgrund ihrer links- bzw. rechtsschiefen
Verteilung mit Hilfe der Arcus-Sinus-Transformation normalisiert werden mufden
(SACHS, 1992). Im Ergebnisteil wurden jewells der Median nach Rucktransformation
(Xm) und die Spannweiten in Form des kleinsten und grofdten Mef3wertes (Min/Max) in
Prozent angegeben.

Der Einfluld des Zyklusstadiums auf die untersuchten Parameter (s. Tab. 10) wurde mit
Hilfe einer enfaktoriellen Varianzandyse untersucht. Weiterhin  wurde der
Zusammenhang zwischen den Estradiol- und Progesteronkonzentrationen im Blut
einerseits und den uterinen Rezeptorkonzentrationen andererseits durch Berechnung der
Kreuz-Korrelation Uberprift.

In einigen Falen kam der t-Test zur Feststellung von Unterschieden im Rezeptorgehalt
zwischen den Zellpopul ationen im Uterus zur Anwendung (SACHS, 1992).

Alle Berechnungen wurden am Personal Computer (Pentium) mit dem Programm Excel
4.0 unter Windows 95/NT 4.0 durchgefihrt und fanden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe  Biomathematik  und  Datenverarbeitung des  Fachbereichs
Veterinarmedizin der Universitét Giefsen (Dr. Failing) statt. Dort wurde insbesondere
fur die Varianzandyse und die Arcus-Sinus-Transformation das Statistik-
programmpaket BMDP / Dynamic, Release 7.0 (DIXON, 1993) eingesetzt.
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3.7 Reagentien und Materialien

371 Reagentien und Materialien fur die biochemischen
Unter suchungen

Stammpuffer

200 mM TrisHCI [Tris(hydroxymethyl)-aminomethane - HCI]

15mM NaN; [Natriumacid]

in Aquadest.

pH 7,7 bei 20°C (mit 2n Natronlauge einstellen)

Homogenisierungspuffer

1mM MgCl, - 6 H20 [Magnesiumchloridhydrat]

250 mM Sucrose

10 % Glycerin (v/v)

10 % Stammpuffer (v/v)

1mM DTT [1,4-Dithiothreitol] (am Tag des Tests zusetzten)
in Agua dest.

pH 7,4

HED-Puffer

20mM Hepes Puffer, 1M

1,5mM EDTA [Ethylendiamintetraessigsaure]

0,25 mM DTT [1,4-Dithiothreitol] (am Tag des Tests zusetzten)
in Aqua dest.
pH 7,4 (mit 2N NaOH einstellen)

HED-Puffer + Glycerin
HED-Puffer
10 % Glycerin (v/v)

(Serva)
(Merck)

(Sigma)
(Serva)
(Serva)

(Serva)

(Sigma)
(Serva)
(Serva)

(Serva)
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Hol zkohlesuspension

0,25 % Norit A (Serva)
0,025 % Dextran T-70 (Serva)
10 % Glycerin (v/v) (Serva)

in HE-Puffer (wie HED-Puffer, jedoch ohne Dithiothreitol)

Steroidhormone
2,4,6,7- *H-Estradiol, (3,3 TBg/mmol) (NEN Life Science Products, Kéin)
Diethylstilbestrol (DES) (Sigma)
17a-Methyl-*H-Promegeston -(R5020), (3,21 TBg/mmol)

(NEN Life Science Products, KéIn)

Promegeston (R5020) (NEN Life Science Products, KéIn)
Cortisol (Paesdl)
Dihydroxytestosteron (Paesdl)
Sonstige Substanzen

Eukitt (Hecht-Mertens, Kidl)
M ethanol (Merck)
Szintillatorfllissigkeit : Aquasafe 300 Plus (Zinsser)
Coomassie® Protein Assay Reagent (Pierce)
BSA [bovines Serumalbumin], 98-99% Albumin, (Sigma)
Geréte

Homogenisierung: Ultra-Turrax (Janke-Kunkel)
Ultrazentrifugation: Ultrazentrifuge TGA-65 (Kontron)

Flussigszintillation: Liquid Szintillation System LS 5000 TD (Beckmann)
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3.7.2 Reagentien und Materialien fur dieimmunhistochemischen

Unter suchungen

0,5 %-ige Chromaaun-Gelatine

39 Gelatine (handel stiblich aus dem Supermarkt)
0,349 KCr (SOa); » 12H,0 [Kaiumchrom 111 sulfat-Dodecahydrat] (Fluka)
600 ml Aqua dest.

Die Gelatine wurde in Aqua dest. bei 50° C aufgel6st. Danach wurde das Chromalaun
zugegeben, gut durchmischt und die Losung durch Faltenfilter filtriert.

PBS-Puffer (0,01 M)

1,489 NaHPO, [di-Natriumhydrogenphosphat] (Merck)
0,439 KH,PO, [Kaliumdihydrogenphosphat] (Fluka)
7,209 NaCl [Natriumchlorid] (Merck)
1000 mi Aqua dest.

pH 7,2

0,3 %-ige H,O,-L 6sung
25ml H,0, [Wasserstoffperoxid] (30 % iQ) (Sigma)
250 mi PBS-Puffer

10 %-iges Pferdeserum

Serum von Pferden der Klinik fur Geburtshilfe, Gyndkologie und Andrologie der
Gross- und Kleintiere mit Tierdrztlicher Ambulanz in Gief3en wurde im Wasserbad bei
56°C innerhalb von 30 Minuten inaktiviert (DAKO Corporation, 1989). Die
Aufbewahrung erfolgte bel -20°C. Vor Gebrauch wurde das Serum mit PBS-Puffer
1:10 verdinnt.
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ABC-L 6sung

Peroxidase Vectastain® ABC-Kit (Vector Laboratories, Inc.)
ol Komponente A

ol Komponente B

1ml PBS-Puffer (30 Min. vor Gebrauch ansetzen)

| midazol-Puffer

8519 Imidazol (Fluka)
1925 mi Aqua dest.
ca. 60 mi IN HCl (Fluka)

Das Imidazol wurde in Aqua dest. gelost und Salzsdure bis zum Erreichen eines pH-
Wertes von 7,08 zugesetzt.

DAB-LGsung

100 mg DAB [3,3"-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid] (Fluka)
200 ml Imidazol-Puffer

70 pl H20- (30 %-iQ) (Sigma)

Das DAB wurde in Imidazol-Puffer gelost, die Losung durch ein Faltenfilter filtriert
und zuletzt das H,O, zugegeben. Die LOsung wurde stets unmittelbar vor dem
Gebrauch angesetzt.

Antikorper
monokl. Maus I1gG anti hum. Ostrogenrezeptor (Loxo 6F11)
monokl. Maus IgG,, anti hum. Progesteronrezeptor, Klon 10A9 (Immunotech 1408)
biot. Pferd IgG anti Maus (Vector BA-2000)
monokl. Maus IgG; anti a-Toxin von Clostr. perfr. (Geschenk von Fr. Dr. Schoepe,
Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Gief3en)
monokl. Maus 1gG.,, Klon 07.27 (Immunotech 0572)
monokl. Maus 1gGz,; Klon 7T4-1F5 (Immunotech)
Sonstige Substanzen
Methanol, reinst, 99,8 %-ig (Merck)
Aceton, reinst (Merck)

2-Methylbutan (Roth)
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Tissue Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek Europe B.V.)
Faltenfilter, 15 cm (Schleicher & Schill)
Objekttrager, gereinigt, 76 X 26 x 1 mm

Deckglaser, 24x50 mm und 24x60 mm (Menzel-Gléser)
Hamatoxylinlésung S fir Farbungen nach Papanicolaou (Merck)
Kaisers Glyceringelatine (Merck)
Geréte

Kryotom: 2800 Frigocut-E (Reichert Jung)
Mikroskop: Leitz DM-RB (Leica)
Color Video Camera: CCD-IRIS, Modell DXC-107AP (Sony)
Kontroll Monitor: Trinitron Color Video Monitor, PVM-1450QM (Sony)
Camera Adapter: Modell CMA-D7CE (Sony)

Personal Compuiter: Intel Pentium 233 MHz, 96 MB RAM

Software

Windows 95/NT 4.0 (Microsoft)
Excel fur Windows (Microsoft)
Word fur Windows (Microsoft)
Impac 4.0 (ViDiSys Bildanalyse GmbH)

Image Tool 2.0 (Uthscsa)
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4, ERGEBNISSE

Insgesamt standen fur die Versuche 20 Hindinnen, und damit drei bis vier Tiere je
Zyklusstadium zur Verfiigung. Tabelle 9 gibt einen Uberblick tber die Anzahl der auf
die einzelnen Zyklustage und Messparameter fallenden Tiere.

Tab. 9: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Versuche
Zyklusstadium* 15| 30 | 45| 60 | 75 | 110
Parameter: Anzahl der Versuchstiere:
Estradiol-17b im Blutplasma 3| 4 3 3 4 2
Progesteron im Blutplasma 3 4 3 3 4 3

zytosol. Ostrogenrezeptorkonzentration 3 4 3 3 4 3
u. Assoziationskonstante im Uterus

zytosol. Progesteronrezeptorkonzentration| 3 4 3 3 4 3
u. Assoziationskonstante im Uterus

Uterusgrof3e und -gewicht 3 4 3 3 4 3
Proliferationsgrad des Uterus 3 4 3 3 4 2
Verteilung der Ostrogenrezeptoren im 3 4 3 3 4 2
Uterus

\/ erteilung der Progesteronrezeptoren im 3 3 3 3 3 2
Uterus

*Zyklusstadium 15: 15. Tag p.ov., friher Digstrus
30: 30. Tag p.ov., mittlerer Didstrus
45: 45. Tag p.ov., mittlerer Didstrus
60: 60. Tag p.ov., spéter Didstrus
75: 75.Tag p.ov., spéter Digstrus
110: 110. Tag p.ov., Andstrus
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4.1 Verlauf der Estradiol-17b- und der Progester onkonzentrationen

im Blutplasma wahrend des Ditstrus und frithen Andstrus

Unmittelbar vor der Ovariohysterektomie wurde den Hundinnen eine Blutprobe
entnommen und deren Estradiol-17b- und Progesteronkonzentration bestimmt. Es
ergaben sich jeweils physiologische Werte, die mit den Literaturangaben
Ubereinstimmten (HOFFMANN et al., 1992, 1996).

Fur beide Hormone ergaben sich weiterhin  signifikante Beziehungen zum
Zyklusstadium. Die Estradiol-17b-konzentrationen lagen im frihen Didstrus bei 34,51
pmol/l, stiegen im mittleren Didstrus auf durchschnittlich 72,95 pmol/I an und fielen ab
dem 60. Tag p.ov. auf Ausgangswerte zurtick. Die Abhangigkeit vom Zyklusstadium
war signifikant mit p < 0,05.

Fur den Verlauf der Progesteronkonzentrationen war die Beziehung zum
Zyklusstadium mit p < 0,0001 hochsgnifikant. Die Konzentrationen fielen
erwartungsgemald im frihen und mittleren Digstrus von 105,2 nmol/l auf 12,08 nmol/l
ab und gingen schliefdich auf Basawerte von durchschnittlich 2,14 nmol/l zuriick.
Tabelle 10 fald die durchschnittlichen Hormonkonzentrationen fur jedes erfaldte
Zyklusstadium zusammen; die Einzelergebnisse finden sich im Anhang (Tab.19;
S. 141).

Tab. 10: Durchschnittliche (Xq; SF) Estradiol-17b- und Progester onkonzentr atio-
en im peripheren Blut der untersuchten Hindinnen im Verlauf des
Digstrus und frihen Andstrus

Zyklusstadium Estradiol-17b Progesteron

(pmol/l Plasma) (nmol/l Plasma)

Xg SF Xg SF
15. Tag 34,51 1,34 105,20 1,08
30. Tag 58,35 1,50 86,50 1,47
45. Tag 72,95 154 41,50 1,25
60. Tag 49,77 1,11 12,08 1,58
75. Tag 33,27 1,62 6,61 1,41
110. Tag (25,57) | (22,8/283)"| 2,14 1,48

X4 geometrischer Mittelwert Y2 Werte, s. Tab. 9

SF: Streufaktor
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4.2. Proteingehalt im Zytosol

Aus der Proteinbestimmung im Zytosol, das aus dem Homogenat des gesamten Uterus-
guerschnittes (Endometrium und Myometrium) gewonnen wurde, errechnete sich ein
durchschnittlicher Proteingehalt von 5,83 + 0,73 mg/ml Zytosol. Es ergaben sich keine
satistisch  signifikanten Hinweise auf  zyklusabhdngige Schwankungen der

Proteinkonzentration.

4.3 Ergebnisse der biochemischen Unter suchungen

43.1 K onzentration und Assoziationskonstante des Ostrogenr ezeptors
im caninen Uterus wahrend des Di6strus und frihen Andstrus

In den Zytosolproben wurden Konzentration und Assoziationskonstante des
Ostrogenrezeptors  mittels  Radioligand-Bindungs-Test  (s. Kap. 3.4.2 und 3.4.4)
ermittelt. Die entsprechenden Séttigungskurven und Scatchard Plots werden hier nicht
im Einzelnen aufgefuhrt, die resultierenden Daten befinden sich im Anhang (Tab. 20).
Tabelle 11 gibt die Ergebnisse as Durchschnittswerte fir jedes erfaldte Zyklusstadium

wieder.
Tab. 11: Konzentration und Assoziationskonstante des Ostrogenrezeptorsim
caninen Uterus wahrend des Didstrus und friihen Andstrus
Zyklus- Ostrogenr ezeptor Assoziationskonstante
stadium (fmol/mg zytosol. Protein) (I/nmoal)
Xg SF Xa SD
15. Tag 590,20 1,22 5,867 3,027
30. Tag 211,35 1,33 8,331 2,598
45. Tag 248,31 1,16 9,557 2,424
60. Tag 302,69 1,48 8,734 0,885
75. Tag 762,08 1,27 9,282 1,906
110. Tag 1013,91 1,27 7,968 2,613
Xgq geometrischer Mittelwert Xa arithmetischer Mittelwert

SF: Streufaktor SD: Standardabweichung
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Fir die Konzentrationen des Ostrogenrezeptors ergaben sich hochsignifikante
Abhangigkeiten vom Zyklusstadium (p < 0,0001). So lief3 sich vom Tag 15 auf Tag 30
p.ov. ein Rickgang der Rezeptorkonzentrationen um den Faktor 2,8 verzeichnen,
worauf das niedrige Niveau bis zum spéaten Didstrus (Tag 60 p.ov.) erhalten blieb.
Daraufhin stiegen die Rezeptorgehalte erneut auf Werte an, die am Tag 75 p.ov. 1,3-
fach und im Anéstrus (Tag 110 p.ov.) 1,7-fach Uber den Ausgangswerten vom 15. Tag
p.ov. lagen.

Die Assoziationskonstante des Ostrogenrezeptors zeigte dagegen keine zyklus-
abhéngigen Schwankungen (p = 0,455); sie hatte einen durchschnittlichen Wert von
8,29 £ 1,33 I/nmoal.

Die Ostrogenrezeptoren sind wahrend des Sexualzyklus demnach einer Dynamik
unterworfen, die durch die Variation der Rezeptorkonzentration, nicht aber durch
Anderungen der Affintét des Hormons zum Rezeptor zustande kommit.

4.3.2 Konzentration und Assoziationskonstante des Progester on-
rezeptorsim caninen Uterus wahrend des Digstrus und frihen
AnOstrus

Konzentration und Assoziationskonstante des Progesteronrezeptors wurden analog zum
Ostrogenrezeptor  ermittelt (s. Kap. 3.4.2 und 3.4.4). Die Ergebnisse sind as
Durchschnittswerte fir jedes erfaldte Zyklusstadium der Tabelle 12 zu entnehmen (s.
auch Tab. 20 im Anhang).
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Tab. 12: Konzentration und Assoz ationskonstante des Progester onrezeptors
im caninen Uterus wahrend des Didstrus und friihen Andstrus

Zyklus- Progester onr ezeptor Assoziationskonstante
stadium (fmol/mg zytosol. Protein) (I/nmoal)

Xg SF Xg SF
15. Tag 132,13 1,84 0,883 1,29
30. Tag 38,55 1,20 0,828 1,39
45. Tag 62,81 1,53 2,275 2,07
60. Tag 274,16 1,18 2,028 1,66
75. Tag 401,79 1,08 1,462 1,23
110. Tag 467,74 1,23 0,995 1,46

Xg: geometrischer Mittelwert
SF: Streufaktor

Auch fir die Konzentrationen des Progesteronrezeptors waren hochsignifikante
Unterschiede (p < 0,0001) in Abhangigkeit vom Zyklusstadium festzustellen, wobel die
Rezeptordynamik eine  weitgehende Ubereingtimmung mit dem Verlauf der
Ostrogenrezeptoren zeigte. So war von Tag 15 auf Tag 30 p.ov. ein Abfal der
Progesteronrezeptorkonzentrationen auf etwa ein Drittel zu beobachten. Bereits am 60.
Tag p.ov. fand - friher als fir die Ostrogenrezeptoren erkennbar - ein Anstieg auf das
Vierfache und am 75. Tag p.ov. ein weiterer Zuwachs um den Faktor 1,5 statt.

Fur die Assoziationskonstante des Progesteronrezeptors lief3 sich bei einer relativ
groRen Schwankungsbreite ebenfalls eine gewisse Abhangigkeit vom Zyklusstand
feststellen (p < 0,05), wobei an den Tagen 15 und 30 p.ov. die niedrigste und an den
Tagen 45 und 60 p.ov. die hochste Affinitét ermittelt wurde. Die Assoziationskonstante
lag im Durchschnitt bei 1,41 + 0,62 I/nmal.

Die Ergebnisse bestétigen eine zyklusabhéngige Dynamik des Porgesteronrezeptors, die
in erster Linie durch die Variation seiner Konzentration, moglicherweise aber auch

durch Anderungen seiner Affinitat hervorgerufen wird.
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4.3.3 Zusammenhang zwischen dem Hor monspiegel im peripheren Blut

und der Rezeptorkonzentration im Uterus

In den Abbildungen 11 und 12 ist der Verlauf der uterinen Rezeptorkonzentrationen

dem Verlauf der Steroidhormonkonzentrationen im peripheren Blut gegenliber gestellt.
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Der Abfall der Progesteronrezeptorkonzentrationen vom 15. auf den 30. Tag p.ov. ging
einher mit einem Rickgang der Progesteronkonzentrationen im Plasma. Bei weiterhin
abnehmenden Plasmaprogesteronwerten von 86,5 nmol/l am Tag 30 p.ov. auf 41,5
nmol/l am Tag 45 p.ov. behielten die Rezeptorkonzentrationen ihren Tiefstand bei.
Wahrend die Progesteronkonzentration im Plasma am Tag 60 p.ov. das Basaniveau
erreicht hatte, stieg der Gehalt an Progesteronrezeptoren zu diesem Zeitpunkt erneut
deutlich an. Die Konzentrationsanderungen des Ostrogenrezeptors wiesen einen
ahnlichen Verlauf auf (r = 0,85; p < 0,001), alerdings erfolgte nach dem Erreichen der
Basalwerte ein Anstieg erst wieder ab Tag 75 p. ov.. Im Anostrus wiesen sowohl der
Progesteron- as auch der Ostrogenrezeptor unter basalen Hormonkonzentrationen
maximale K onzentrationen auf.

Der Verlauf der Progesteronspiegel im Plasma und der Ostrogen- bzw.
Progesteronrezeptorkonzentrationen im Uterus waren mit r = -0,43 (OR) und r = -0,79
(PR) negativ korreliert und mit p < 0,01 fur den Progesteronrezeptor signifikant. Fur
den Zeitraum vom 45. bis 110. Tag p.ov. war die Korrelation mit r = -0,76 (OR) und
r =-0,97 (PR) fur beide Rezeptoren mit p < 0,01 bzw. p < 0,001 signifikant.

Auch fur den Verlauf der Estradiolwerte im Plasma liefd sich ab Tag 45 p.ov. ene
negative Korrelation von r = -0,9 zum Verlauf der Ostrogen- und von r = -0,79 zum
Verlauf der Progesteronrezeptorkonzentrationen feststellen. Die Korrelationen waren
mit p < 0,001 (OR) bzw. p < 0,01 (PR) signifikant.

4.4 Ergebnisse der morphometrischen Unter suchungen

44.1 Grof3e und Gewicht des Uterusim Verlauf des Didstrus und
frihen Anostrus

Unmittelbar nach Exstirpation der Uteri wurden Messungen und Wé&gungen
durchgefuhrt, wobel die Fldche der Uterusquerschnitte nachtréglich anhand der
histologischen Préparate mit Hilfe eines Grafikprogrammes am Computer ermittelt
wurde (s. Kap. 3.5.3). Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefaldt (s. auch Tab.
21 im Anhang).
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Tab. 13: Durchschnittlicher Verlauf (Xa; SD) von Gewicht, Lange und Fl&che des
caninen Uterus im Verlauf des Ditstrus und friihen AnGstrus
Zyklus- Gewicht Lange Flache
stadium © (cm) R
Xa SD Xa SD Xa SD
15. Tag 31,83 6,77 17,67 1,53 72,73 7,62
30. Tag 24,88 2,34 16,50 1,73 66,43 9,44
45. Tag 18,24 3,29 15,67 251 68,63 15,28
60. Tag 20,78 9,20 13,67 4,04 66,35 3,04
75. Tag 13,61 1,92 17,50 3,70 49,78 5,64
110. Tag 7,33 3,33 14,33 2,52 26,20 12,16

Xa arithmetischer Mittelwert
SD: Standardabweichung

Fur Gewicht und Féache ergaben sich hochsignifikante Beziehungen zum
Zyklusstadium (p < 0,001 bzw. p < 0,01). So ging das Uterusgewicht im Unter-

suchungszeitraum bei einem Ausgangsgewicht von durchschnittlich etwa 32 g im

frihen Didstrus auf ca. 7 g im friihen Andstrus zuriick. Die Flache des Uterus nahm von

72,7 mm? am 15. Tag p.ov. auf 26,2 mm? am 110. Tag p.ov. ab. Die Lange der

untersuchten Uteri lief3 mit durchschnittlich 15,9 cm keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Zyklusstadien erkennen.
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4.4.2 Proliferationsgrad des Uterusim Verlauf des Didstrus und frihen

Andstrus

An den Gefrierschnitten wurde mit Hilfe eines Grafikprogrammes die Stérke von
Endometrium und Myometrium gemessen (s. Kap. 3.5.3). Die Ergebnisse sind als
Durchschnittswerte fir die erfaldten Zyklustage in der Tabelle 14 aufgefihrt, in Tabelle
21 im Anhang finden sich die Einzelwerte.

Tab. 14: Durchschnittlicher Verlauf (X,; SD) der Starke von Endometrium und
Myometrium des caninen Uterus im Verlauf des Di6strus und frihen
AnoOstrus

Zyklus- Endometrium Myometrium

stadium

Xa(pm) SD Xa(pm) SD
15. Tag | 1838 179 3284 151
30.Tag | 1788 545 2757 326
45.Tag | 1610 491 2405 210
60. Tag | 1373 292 2631 163
75.Tag | 1355 246 1510 403
110. Tag | 822 185 1002 169

Xa arithmetischer Mittelwert
SD: Standardabweichung

Mit p < 0,0001 ergaben sich hochsignifikante Zusammenhange zwischen dem Verlauf
des Zyklus und der Verschmderung des Myometriums von 3284 + 151 um am Tag 15
p.ov. auf 1002 + 169 um am Tag 110 p.ov.. Obwohl auch die Stérke des Endometriums
im gleichen Zeitraum von 1838 + 179 pum auf 822 + 185 um abnahm, ergab sich hier
mit p = 0,082 keine Signifikanz. Allerdings war die Grofenentwicklung von
Endometrium und Myometrium Uber den erfalden Zeitraum mit r = 0,896
hochsignifikant (p < 0,001) korreliert.
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4.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Unter suchungen

Es lagen histologische Praparate von 19 Uterusproben aus sechs unterschiedlichen
Zyklusstadien zur Untersuchung auf Ostrogenrezeptoren und 17 Proben zur
Untersuchung auf Progesteronrezeptoren vor (s. Tab. 9).

In den Drisenepithelien des Endometriums fanden gravierende Verdnderungen der
Rezeptordichte in Abhangigkeit vom Zyklusstadium statt, wadhrend Myometrium,
Gefal3schicht und Serosa im gesamten Untersuchungszeitraum ein eher enheitliches
Bild ergaben. Entsprechend erfolgte die Auswertung wie in Kapitel 3.5.4 beschrieben.

45.1 Konzentration und Verteilung von Ostrogenr ezeptoren im

caninen Uterus

4511 Luminales Epithel

Positive Reaktionen waren durch enen gering- bis mittelgradigen granulierten
Niederschlag des DAB in den Zellkernen nachzuweisen, der sich haufig nur auf einen
Tell des Kernes erstreckte. Bei einigen Prgparaten war auch eine leichte diffuse
Farbung des Zytoplasmas festzustellen.

Es lagen hochsignifikante (p < 0,001) Zusammenhange zwischen dem Zyklusstadium
und der prozentualen Verteilung der Ostrogenrezeptoren vor. Wie aus Tabelle 15
(S. 84) hervorgeht, fiel der Anteil Ostrogenrezeptor-positiver Zellkerne im luminalen
Epithel von 10,5 % am Tag 15 p.ov. auf 0,25 % am Tag 30 p.ov. ab; zu diesem
Zeitpunkt konnten nur vereinzelte immunpositive Zellkerne ausgemacht werden.
Danach erfolgte ein Angtieg der Ostrogenrezeptorkonzentration, wobei mit fast 90 %
immun-positiver Zellkerne im frihen Anodstrus (Tag 110 p.ov.) der hdchste Antell
gemessen wurde (s. Abb. 13; S. 95).

Bel Betrachtung der Spannweiten (s. Tab. 15, Spalten Min/Max) fallen allerdings z. T.
starke individuelle Variationen auf, so vor alem an den Tagen 45 und 60 p.ov.. Hier
lagen die Ergebnisse in einem Bereich von 4 bis 41 % am Tag 45 p.ov. bzw. von 6 bis
76 % am Tag 60 p.ov.. Bei den Untersuchungsgruppen Tag 75 und 110 p.ov. ergab sich
mit relativ geringen Spannweiten wieder eine eher homogene Situation (s. Tab. 22 im
Anhang).
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45.1.2 Oberflachliche Dr isen

Auch hier zeigten sich positive Immunreaktionen durch eine leichte bis mittelgradige,
granulierte Braunférbung der Zellkerne. Das Zytoplasma blieb davon - bis auf wenige
Ausnahmen - unberiihrt.

Die festgestellten Verénderungen in der Expression der nuklegren Rezeptoren wiesen
hochsignifikante (p < 0,0001) Beziehungen zum Zyklusstadium auf und entsprachen
weitgehend denen im luminalen Epithel (r = 0,851; p < 0,001). Wie Tabelle 15 (S. 84)
zeigt, kam es auch hier zundchst zu einem Abfall der Rezeptor-positiven Zellkerne von
6,12 % am 15. Tag p.ov. auf 3,68 % am 30. Tag p.ov.. Es folgte ein rascher Anstieg,
wobel mit 99,7 % Rezeptor-positiver Zellkerne am Tag 60 p.ov. ein danach nicht mehr
erreichtes mittleres Maximum (X,) gemessen wurde; am Tag 110 p.ov. lag der
errechnete Durchschnittswert bei 93,5 % (s. Abb. 13).

Individuelle Variationen traten auch hier an den Zyklustagen 45 und 60 p.ov. auf. Am
45. Tag p.ov. lagen die Einzelwerte bei 2, 3 und 27 % positiver Messpunkte und am
60. Tag p.ov. bei 70, 99 und 100 % (s. Tab. 22 im Anhang).

451.3 Tiefe Drisen

Fur die tiefen Drisen ergab die einfaktorielle Varianzanalyse mit p = 0,0683 keine
sgnifikanten  Zusammenhdnge zwischen der Expresson des nukledren
Ostrogenrezeptors und dem Zyklusstadium. Mit r = 0,515 (p < 0,05) und r = 0,459
(p > 0,05) waren auch keine gesicherten Zusammenhdnge zum Verlauf der
Ostrogenrezeptor-positiven Zellkerne im luminalen Epithel und in den oberflachlichen
Drusen festzustellen. Am Tag 15 p.ov. war der Anteil von ca. 90 % Ostrogenrezeptor-
positiver Zellkerne mit jewells p < 0,001 hochsignifikant hther als im luminalen und
im oberfléchlichen Drusenepithel (vergl. Abb. 13; S. 95 u. Abb. 14; S. 97). Ebenso
waren am Tag 30 p.ov. die Unterschiede zu den zentral gelegenen Driisenbereichen mit
p < 0,01 signifikant. Bei insbesondere an den Tagen 30 und 45 p.ov. stark variierenden
Einzelwerten (s. Tab. 22 im Anhang) zeigte sich alerdings auch hier der Tendenz nach
ein Abfall von Tag 15 auf Tag 30 p.ov., gefolgt von einem erneuten Anstieg ab Tag 60
p.ov., der sich bis zum frihen Anostrus (110. Tag p.ov.) fortsetzte (s. Tab. 15 u. Abb.
14).
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Tab. 15: Durchschnittlicher prozentualer Anteil (X, Min/Max) Ostrogenrezeptor
-positiver Zellkerne im caninen Endometrium im Verlauf des Didstrus
und frihen Angstrus

Zyklus- Luminales Oberflachliche Tiefe
stadium Epithel Drisen Drisen
n Tage Xm Min/Max Xm Min/Max Xm Min/Max
p.ov. (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 10,50 1/29 6,12 121 90,18 86/92
30 0,25 0/4 3,68 0/10 35,95 4/64
45 16,40 4/41 8,01 2127 37,30 371
60 36,91 6/76 99,75 | 70/100 | 67,01 57/99
75 74,81 7179 93,15 90/95 73,05 54/93
110 89,76 81/96 93,50 93/94 81,17 77/85
Xm: Arcus-Sinus-transformierter Mittelwert nach Ricktransformation

Min/Max: Kleinster / grofter Mefdwert

4514

Stroma

Mit dem gegen den Ostrogenrezeptor gerichteten Antikérper konnte in der

bindegewebigen Grundlage des Endometriums nur eine sehr geringe Antigenitdt

nachgewiesen werden. Die Fibrozyten waren entweder vollig negativ oder zeigten in

Regionen mit Rezeptor-positiven Drisenepithelien eine ganz dezente Braunfarbung.

Dies war vor allem bel den Zyklusstadien 75. und 110. Tag p.ov., vereinzelt auch am

15. Tag p.ov., zu beobachten (s. Abb. 13 u. 14).
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45.1.5 Myomterium

In der zentral gelegenen Ringmuskelschicht fanden sich an den Tagen 15, 30, 45 und
60 p.ov. keine Immunreaktionen (s. Abb. 15 A; S. 99). Bel den Proben vom 75. Tag
konnte etwa en Drittel der Zellkerne als positiv angesprochen werden. Die
Uterusschnitte vom Angstrus (Tag 110 p.ov.) wiesen dagegen sehr zahlreiche deutliche
Signale auf, wobei die Antigen-Anhéufungen stellenweise sehr dicht waren. Auler den
Zéellkernen féarbte sich dort auch das Zytoplasma an (s. Abb. 15 B).

Die Langsmuskelschicht zeigte ene von innen nach auflen zunehmende
Rezeptordichte. Wahrend die an die Gefal3schicht angrenzenden Bereiche ungefarbt
waren, lieffen sich in den &uReren Randschichten sehr dezente bis geringgradige
Immunreaktionen verzeichnen. Die Starke der Signale stand dabei in keiner
erkennbaren Beziehung zum Zyklusstadium (s. Abb. 15 C).

45.1.6 Gefalischicht

In der Gefalschicht waren bis auf wenige Ausnahmen keine Ostrogenrezeptoren
immunhistochemisch nachweisbar. Lediglich bel vier Tieren unterschiedlicher
Zyklusstadien (15., 30., 60. und 110. Tag p.ov.) fielen einzelne postive Reaktionen in
der Tunica media der Arterien auf, die vorwiegend aus glatten Muskelzellen besteht.
Die Geféallendothelien der Arterien, die Venen und das einbettende Bindegewebe

zeigten keine Immunantwort.

451.7 Serosa

Die Tunica serosa beinhaltete - unabhangig vom Zyklusstadium - Uberwiegend immun-
negative Bereiche, die regelmddg von vereinzelten schwach braun geférbten
Zéellkernen unterbrochen wurden (s. Abb. 15 C).
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45.2 Konzentration und Verteilung von Progester onr ezeptoren im
caninen Uterus

4521 Luminales Epithel

Im luminalen Epithel waren Progesteronrezeptoren ausschliefdich in den Zellkernen in
Form enes homogenen, teillweise auch granuldren, hell- bis dunkelbraunen
Niederschlags des DAB nachweisbar. Das Zytoplasma blieb von der Immunreaktion
unbertihrt. Lediglich bei einer Hindin (Tess, 110. Tag) war an Stellen mit intensiv
gefarbten Zellkernen auch das Zytoplasma betroffen.

Auch hier erwies sich der Untersuchungszeitpunkt als signifikante Einflu3grofe. Wie
aus Tabelle 16 (S. 87) hervorgeht, stieg der Anteil Rezeptor-negativer Zellkerne von
etwa 70 % am Tag 15 p.ov. auf 88 % am Tag 30 p.ov. an. Danach war ab Tag 45 p.ov.
ein kontinuierlicher Rickgang auf 2,48 % im fruhen Andstrus (110. Tag p.ov)
festzustellen. Der Verlauf des Anteils immun-negativer Zellkerne zeigte mit p < 0,05
einen dgnifikanten Zusammenhang mit dem Zyklusstadium und war negativ und
hochsignifikant korreliert mit dem Antell stark positiver Immunreaktionen (r = -0,91;
p < 0,001). Diese waren zwischen dem 15. und 45. Zyklustag p.ov. zu lediglich 0,00 bis
1,53 % vertreten, um ab dem 60. Tag p.ov. langsam auf 74,11 % am Tag 110 p.ov.
anzusteigen (s. Abb. 16; S. 101). Dementsprechend lag auch fir den Anteil stark
posiver Immunresktionen eine sSignifikante Beziehung zum Zyklusverlauf vor
(p < 0,01). Fur den Antell an Zellkernen mit mittlerer Farbintensitdt wurde keine
Abhangigkeit vom Zyklusstadium festgestellt (p = 0,38). Die Werte lagen in einem
Bereich zwischen etwa 12 und 50 %, wobel am Tag 15 p.ov. en relatives und am Tag
60 p.ov. ein absolutes Maximum zu verzeichnen war. Es zeigten sich auch keine
signifikanten Zusammenhédnge mit dem Vorkommen von negativen bzw. stark
positiven Immunreaktionen (r = -0,15 bzw. r = -0,27).

Insbesondere im Zeitraum vom 45. bis zum 75. Tag p.ov. fieen beachtliche
Spannweiten innerhalb der untersuchten Gruppen auf (s. Tab. 16, Spalten Min/Max).
Am Tag 45 p.ov. wurden jedoch trotz grofRer individueller Unterschiede fast dle
Mef3punkte als negativ oder nur schwach positiv eingestuft. Wenngleich am 75. Tag
p.ov. innerhalb der Gruppen Spannweiten von bis zu 64 % auftraten, so wurde doch der
Uberwiegende Anteil der Zellkerne als mittelgradig bis stark positiv klassifiziert (s. Tab
16). Die Ergebnisse sind im Anhang (Tab. 23) detailliert aufgefhrt.
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Tab. 16: Durchschnittlicher prozentualer Anteil (Xm; Min/Max) Progesteron-
rezeptor -positiver und -negativer Zellkerne im luminalen Epithel des
Endometriums im Verlauf des Diéstrus und frihen Angstrus

Zyklus- | keinelmmunre- | schwache bis mitt- starke Farb-
stadium | aktion vorhanden | lere Farbintensitat intensitat
- + ++
n Tage Xm Min/Max Xm Min/Max Xm Min/Max
p.ov. (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 69,99 62/80 29,67 20/37 0,45 01
30 88,06 82/93 11,95 7/18 0,00 0/0
45 67,67 46/86 29,48 14/48 1,53 0/6
60 35,76 10/89 49 56 11/84 6,91 0/34
75 5,11 0/40 20,83 12/36 66,92 24/88
110 2,48 2/3 23,32 19/28 74,11 70/78
Xn: Arcus-Sinus-transformierter Mittelwert nach Rucktransformation

Min/Max: Kleinster / grofter Mefdwert
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4522 Oberflachliche Driisen

In den Drisenepithelien wurden Progesteronrezeptoren vorwiegend in den Zellkernen
nachgewiesen. Welterhin lief3 sich eine sehr leichte, diffuse Braunfarbung des
Zytoplasmas sowie vereinzelt schwach braun geférbtes Materia in den Drisenlumina
feststellen.

Das Verteilungsmuster der Progesteronrezeptoren in den oberflachlichen Driisen
entsprach nahezu dem des luminalen Epithels (vergl. Tab. 16 u. 17). In beiden
Kompartimenten verliefen die Anteille an Zellkernen ohne Immunreaktion bzw. mit
mittlerer und starker Farbreaktion im  Untersuchungszeitraum mit  hoher
Ubereinstimmung (r = 0,94; 0,98 bzw. 0,94; p < 0,001).

Der Anteil Rezeptor-negativer Zellkerne zeigte zunéchst einen Anstieg von 74 % am
Tag 15 p.ov. auf knapp 94 % am Tag 30 p.ov., dem ein Abfal auf Werte im Bereich
von 0,1 bis 0,5 % im spéten Didstrus und frihen Andstrus (Tage 60 -110 p.ov.) folgte
(s. Abb. 16). Es ergab sich ein hochsignifikanter Zusammenhang dieser Veranderungen
mit dem Zyklusstadium (p < 0,0001), wie auch der Anteil der Mef3punkte mit mittlerer
bzw. starker Farbintensitét signifikante (p < 0,05) bzw. hochsignifikante (p < 0,0001)
Abhangigkeiten vom Zyklustag aufwiesen. Allerdings waren nur die Anteile negativer
und die stark positiver Zellkerne negativ korrdiert (r = -0,8996; p < 0,001).
Entsprechend waren vom 15. bis 45. Tag p.ov. praktisch keine Zellen mit hohem
Antigengehalt (++) nachweisbar, ab Tag 60 p.ov. stieg ihr Anteil auf Werte zwischen
40 und 92 % an. Fur die Mef3punkte mit mittlerer Farbintensitét wurden - dhnlich wie
im luminalen Epithel - am Tag 30 p.ov. mit ca. 6 % der niedrigste und am Tag 60 p.ov.
mit knapp 60 % der hochste Wert ermittelt.

Insbesondere an den Tagen 15 und 45 p.ov. fielen Spannweiten zwischen 27 und 47 %
auf (s. Tab. 17, Spalten Min/Max), jedoch wurden hier praktisch ale Mef3punkte als
negativ bzw. schwach positiv (+) klassifiziert. Die Einzelergebnisse sind im Anhang
(Tab. 23) zu finden.
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Tab. 17: Durchschnittlicher prozentualer Antell (X, Min/Max) Progesteron-
rezeptor -positiver und -negativer Zellkerne in den oberflachlichen
Driisen des Endometriums im Verlauf des Didstrus und frihen Andstrus
Zyklus- | keinelmmunre- | schwache bis mitt- starke Farb-
stadium | aktion vorhanden | lere Farbintensitat intensitat
- + ++
n Tage Xm Min/Max Xm Min/Max Xm Min/Max
p.ov. (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 74,20 57/86 25,21 14/41 0,22 0/2
30 93,98 77/99 5,98 1/23 0,00 0/0
45 73,23 52/98 26,79 2/48 0,00 0/0
60 0,11 0/1 59,70 53/66 39,93 34/47
75 0,34 0/3 7,17 1/24 92,00 72/99
110 0,50 0/2 18,76 11/28 80,39 70/89
Xn: Arcus-Sinus-transformierter Mittelwert nach Ricktransformation

Min/Max: Kleinster / grofter Mefdwert

45.2.3

Tiefe Drisen

Progesteronrezeptoren fanden sich praktisch nur in den Zellkernen. Lediglich bel hoher

Antigendichte war stellenweise auch im Zytoplasma eine leichte, diffuse Braunféarbung

zu verzeichnen (Tag 15, 75 und 110 p.ov.).

Abhéangigkeiten vom Zyklusstadium waren fir den Verlauf des Anteils negativer

(p < 0,01) und stark positiver Zellkerne (p < 0001) erkennbar. Zellkerne ohne

Immunreaktion waren an den Tagen 30 bzw. 45 p.ov. zu einem Anteil von ca 83 %

bzw. 54 % vertreten. An den Ubrigen Zyklustagen wurde fr den tberwiegenden Antell
der Zellkerne ein mittlerer bis starker Rezeptorgehalt registriert (s. Tab. 18 u. Abb. 17,
S. 103). Waéhrend die zentralen Bereiche des Endometriums Ubereinstimmende
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Vertellungsmuster besal3en (s. Kap. 4.5.2.1 u. 4.5.2.2), korrelierten diese Daten mit
r =049 und r = 0,48 (jeweils p > 0,05) nicht mit den Ergebnissen in den basaen
Driisenabschnitten. Hier fielen insbesondere zu Beginn des Untersuchungszeitraums
(15. Tag p.ov.) hohe Rezeptorkonzentrationen von fast 90 % auf.

Tab. 18: Durchschnittlicher prozentualer Anteil (X, Min/Max) Progesteron-
rezeptor -positiver und -negativer Zellkerne in den tiefen Driisen des
Endometriums im Verlauf des Di6strus und frihen Andstrus

Zyklus- | keinelmmunre- | schwache bis mitt- starke Farb-
stadium | aktion vorhanden |lere Farbintensitét intensitat
- + ++
n Tage Xm Min/Max Xm Min/Max Xm Min/Max
p.ov. (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 0,00 0/0 10,08 3/29 89,94 71/97
30 82,79 63/98 17,23 2/37 0,00 0/0
45 53,66 12/98 46,26 2/88 0,00 0/0
60 7,53 1/35 58,03 49/74 29,12 16/50
75 0,34 0/3 23,15 11/35 76,27 63/89
110 1,02 0/4 39,73 14/69 58,62 28/86
Xn: Arcus-Sinus-transformierter Mittelwert nach Rucktransformation

Min/Max: Kleinster / grofter Mefdwert
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4524 Stroma

Bel geringen Rezeptorkonzentrationen in den Drisenepithelien waren auch fir die
stromalen Fibrozyten Uberwiegend schwache Immunresktionen zu verzeichnen.
Wahrend am 15., 30. und 45. Tag des Zyklus negative, schwach und stark positive
Fibrozyten etwa gleich haufig zu finden waren, zeigte das Stroma am 60., 75. und 110.
Tag eine vorwiegend mittelgradige bis starke Farbeintensitét (s. Abb. 16 u. 17).

Positive Signale gingen vorzugsweise von den Zellkernen der Fibrozyten aus, das
Zytoplasma zeigte in der Regel keine Reaktion. Es fiel jedoch auf, dal3 sich in
Bereichen mit hoher Rezeptordichte der Zellkerne auch das Zytoplasma hellbraun
anférbte. Dies war besonders in den dicht und zirkul&r um immunpositive Drisen
angeordneten Fibrozyten zu beobachten.

Bel einigen Proben war festzustellen, dal3 lumennahe Bereiche des Stromas schwach
reagierten, wenn auch die oberflachlichen Drisenepithelien keine Progesteron-
rezeptoren aufwiesen (Jana, 15. Tag; Cora, Jeani, 30. Tag). Waren dagegen die
oberfl&chlichen Drisenepithelien immun-positiv, so wies das Stroma in dieser Region
ebenfalls eine besonders starke Immunantwort auf, wahrend neben positiv gefarbten
tiefen Drusenepithelien immer wieder negative Fibrozyten anzutreffen waren (Daisy,
60. Tag; Ina, Ella, 75. Tag; Tess, 110. Tag).

45.2.5 Myometrium

Das Myometrium zeigte bei alen untersuchten Proben einen homogenen
Farbniederschlag in den Zellkernen von mittlerer bis starker Intensitdt. Die Proben vom
15., 30., 45. und stellenweise auch vom 60. Tag p.ov. wiesen im Stratum circulare eine
mittelgradige und im Stratum longitudinale eine etwas stérkere Immunreaktion auf. Bel
den Zyklusstadien 75. und 110. Tag p.ov. war in Ring- und L&ngsmuskelschicht
dagegen eine starke Anfarbung zu verzeichnen. In vielen Félen fiel im Stratum
longitudinale eine Abnahme der Farbdichte von der Serosa ausgehend in Richtung
Gefalschicht auf (s. Abb. 18; S. 105).

Waéhrend in der Ringmuskelschicht nur ausnahmsweise bei  besonders hohem
Antigengehalt in den Zellkernen auch das Zytoplasma einen leichten, diffusen
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Farbniederschlag aufwies, war das Zytoplasma der langs angeordneten Muskelzellen

regelméliig an der Immunreaktion beteiligt.

4526 Gefarischicht

Die Gefalischicht zeichnete sich durch ein enhetliches Reaktionsmuster bei allen
untersuchten Proben unabhangig vom Zyklusstadium aus.

In den Arterien waren dabel die starksten Immunreaktionen zu beobachten. Sowohl das
Gefél3endothel, als auch die Tunica media wiesen starke Farbniederschlage in den
Zéellkernen, letztere auch im Zytoplasma auf. In den Zellkernen der Adventitia wurden
etwas schwachere Reaktionen registriert. Keine oder nur schwache Signale gingen
dagegen von den Geféldwanden der Venen aus.

Im Bindegewebe der Gefélischicht waren die Fibrozyten von der Immunreaktion
unterschiedlich stark betroffen. Es lief3en sich negative, mittelgradig- und stark positive
Zéellkerne ausmachen.

4527 Serosa

Im peritonealen Uberzug des Uterus waren bei allen Proben sowohl negative als auch

schwach bis mittelgradig positive Zellkerne anzutreffen. Ein Unterschied zwischen den
einzelnen Zyklusgruppen war nicht zu verzeichnen (s. Abb. 18 C).
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Abb. 13

Immunhistochemische Darstellung des nuklesren Ostrogenrezeptors
im luminalen Epithel (LE) und in den oberfléchlichen Drisen (OD)
des caninen Endometriums im Verlauf des Didstrus und frihen
Anostrus anhand von Gefrierschnitten

Am Tag 15 p.ov. waren in durchschnittlich 10,5 % (LE) bzw. 6,12 %
(OD) der Zellkerne Ostrogenrezeptoren nachweisbar (Abb. 13 A), am
Tag 30 p.ov. verminderte sich der Anteil auf mittlere 0,25 % (LE)
bzw. 3,68 % (OD) (Abb. 13 B). Ein Anstieg der Ostrogenrezeptor-
konzentration war ab Tag 60 p.ov. festzustellen (s. Tab. 15), deren
Maximum bel 89,76 % (LE) bzw. 93,5 % (OD) am Tag 110 p.ov. lag
(Abb. 13 C). Die in den beschriebenen Regionen liegenden stromalen
Fibrozyten zeigten lediglich an den Tagen 75 und 110 p.ov. positive

| mmunreakti onen.

LE: Luminales Epithel

OD: Oberflachliche Driisen
S: Stroma

P : immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne
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Abb. 13 A

Hundin , Ferdi“
15. Tag p.ov.

Abb. 13 B

Hundin ,,Cord’
30. Tag p.ov.

Abb.13C

Hindin , Tess*
110. Tag p.ov.
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Abb. 14:

Immunhistochemische Darstellung des nukledren Ostrogenrezeptors in
den tiefen Drisen (TD) des caninen Endometriums im Verlauf des
Diostrus und friihen Andstrus anhand von Gefrierschnitten

Am Tag 15 p.ov. lag der durchschnittliche Anteil Ostrogenrezeptor-
positiver Zellkerne bei 90,18 % (Abb. 14 A); am Tag 30 p.ov.
verminderte er sich auf 35,95 % (Abb. 14 B). Ab Tag 60 p.ov. war
eine Kkontinuierliche Zunahme immun-positiver Zellkerne zu
beobachten (s. Tab. 15), so dal} am Tag 110 p.ov. ein Wert von
81,17 % erreicht wurde. Im Stroma fanden sich insbesondere an den
Tagen 75 und 110 p.ov. (vereinzelt am Tag 15 p.ov.) positive
Immunreaktionen (Abb. 14 C).

TD: Tiefe Drusen
S: Stroma
P : immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne
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Abb. 14 A

Hundin ,, Sally*
15. Tag p.ov.

Abb. 14 B

Hindin ,, Biene'
30. Tag p.ov.

Abb. 14 C

Hundin , Luise®
75. Tag p.ov.
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Abb. 15:

Immunhistochemische Darstellung des nukledren Ostrogenrezeptors in
Myometrium und Serosa des caninen Uterus im Verlauf des DiGstrus
und frihen Andstrus anhand von Gefrierschnitten

Im Zeitraum 15. bis 60. Tag p.ov. waren in der Ringmuskelschicht
keine Ostrogenrezeptoren nachweisbar (Abb. 15 A). Am 110. Tag
p.ov. fielen dagegen ausgepragte Immunreaktionen auf, in die auch das
Zytoplasma mit einbezogen war (Abb. 15 B). Unabhangig vom
Zyklusstadium war in der Langsmuskelschicht eine geringe, von innen
nach auf¥en zunehmende Antigenitdt zu verzeichnen. Die Serosa zeigte
- abgesehen von vereinzelten gefarbten Zellkernen - keine
Immunreaktionen (Abb. 15 C).

RM: Ringmuskel schicht

LM: Langsmuskel schicht

Se: Serosa

P : immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne



Ergebnisse

91

Abb. 15 A

Hundin ,Daisy”
60. Tag p.ov.

Abb. 15B

Hindin , Tess*
110. Tag p.ov.

Abb.15C

Hindin , Tess*
110. Tag p.ov.
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Abb. 16

Immunhistochemische Darstellung des nukledren Progesteronrezeptors
im luminalen Epithel (LE) und in den oberfléchlichen Drisen (OD)
des caninen Endometriums im Verlauf des Didstrus und frihen
Anostrus anhand von Gefrierschnitten

Am 15. Tag p.ov. waren Uberwiegend immun-negative sowie en
Anteil von knapp 30 % schwach positiver Zellkerne zu beobachten
(Abb. 16 A). Eine Abnahme der Progesteronrezeptorkonzentration
erfolgte am Tag 30 p.ov.; hier zeigten lediglich 12 % (LE) bzw. 6 %
(OD) der Zellkerne eine schwache Immunreaktion (Abb. 16 B). Ab
dem 45. Tag p.ov. kam es zu einem Anstieg der Rezeptorkonzentration
mit einer maximalen Férbeintensitét an den Tagen 75 (OD) und 110
p.ov. (LE), (Abb. 16 C). Die stromalen Fibrozyten konnten im
Zeitraum 15. bis 45. Tag p.ov. zu etwa gleichen Teilen as negativ,
schwach oder stark positiv angesprochen werden. Im weliteren
Zyklusverlauf zeigten sie Immunreaktionen von vorwiegend mittlerer
bis starker Intensitét (Pfeile).

LE: Luminales Epithel

OD: Oberflachliche Driisen
S: Stroma

P : immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne
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Abb. 16 A

Hundin , Ferdi“
15. Tag p.ov.

Abb. 16 B

Hundin ,,Cord’
30. Tag p.ov.

Abb. 16 C

Hindin ,, Cocki“
110. Tag p.ov.
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Abb. 17

Immunhistochemische Darstellung des nukledren Progesteronrezeptors
in den tiefen Drusen (TD) des caninen Endometriums im Verlauf des

Diostrus und frilhen Andstrus anhand von Gefrierschnitten

Hohe Progesteronrezeptorkonzentrationen waren am 15. Tag p.ov. mit
ca 90 % stark und ca. 10 % mittelgradig geférbten Zellkernen zu
verzeichnen (Abb. 17 A). In den Proben vom 30. und 45. Tag p.ov.
waren deutlich niedrigere Rezeptorgehalte festzustellen (Abb. 17 B).
Ab dem 60. Tag p.ov. nahm der Anteil positiver Immunreaktionen
erneut zu und stieg auf Werte von 76 % (75. Tag p.ov.) bzw. 59 %
(110. Tag p.ov.) stark immun-positiver Zellkerne an (Abb. 17 C). In
den stromalen Fibrozyten waren aul3er an den Tagen 30 und 45 p.ov.
Uberwiegend mittlere und starke Rezeptorgehalte vorhanden (Pfeile).

TD: Tiefe Drusen
S: Stroma
P immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne
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Abb. 17 A

Hundin ,, Jana"
15. Tag p.ov.

Abb. 17 B

Hindin , Billy*
45. Tag p.ov.

Abb. 17C

Hundin , Luise*

75. Tag p.ov.
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Abb. 18:

Immunhistochemische Darstellung des nukledren Progesteronrezeptors
in Myometrium und Serosa des caninen Uterus im Verlauf des
Diostrus und friihen Andstrus anhand von Gefrierschnitten

Vom Tag 15 bis 45 p.ov. waren in der Ringmuskelschicht
Immunreaktionen von mittlerer (Abb. 18 A), in der Léngsmuskel-
schicht von etwas stérkerer Intensitét zu beobachten. Ab Tag 60 und
insbesondere an den Tagen 75 und 110 p.ov. lagen in den meisten
Zellkernen beider Schichten hohe Antigen-Konzentrationen vor (Abb.
18 B u. C). Die Serosa wies bei allen untersuchten Proben sowohl
negative als auch schwach und stark positve Zellkerne auf.

RM: Ringmuskel schicht

LM: Langsmuskel schicht

Se: Serosa

P : immun-positive Zellkerne

=>: immun-negative Zellkerne
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Abb. 18 A

Hundin ,, Ferdi®
15. Tag p.ov.

Abb. 18 B

Hundin ,, Pebbels*

60. Tag p.ov.

Abb.18C

Hundin ,, Tess*

110. Tag p.ov.
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5. DISKUSSION

Unter dem Einflud ovaridler Steroidhormone kommt es im Verlauf des
Reproduktionsgeschehens  zu  umfangreichen  strukturellen  und  funktionellen
Veranderungen innerhalb des Uterus (BARRAU et a., 1975; BUHI et a., 1992
CUNHA et a., 1983). Als Besonderheit fir den Hund ist dabei zu vermerken, dal3 der
Hormonstatus sowohl bei graviden als auch nicht graviden Tieren nahezu identisch ist
und auch im Fall einiger Metropathien, wie z. B. bestimmten Formen der Pyometra,
kaum Abweichungen zeigt (HOFFMANN et a., 1992, 1996; BLENDINGER et d.,
1997; DE COCK, 1997). Damit stellt sich die Frage, welche Faktoren neben den
Sexualhormonen zur endokrinen Regulation der Uterusfunktion beitragen. Nachdem
Sexualhormone ihre Wirkung Uber spezifische Rezeptoren entfalten, war es Ziel
vorliegender Arbeit, ein komplexes Bild Uber den Verlauf der Konzentrationen und
L okalisationen von Progesteron- und Ostrogenrezeptoren im Verlauf des Didstrus und
fruhen Andstrus zu erhalten, da gerade in dieser Phase mit Metropathien gerechnet
werden kann. Pardld dazu erfolgte die Bestimmung der entsprechenden
Sexualhormone, d.h. von Progesteron und Estradiol-17a.

51 Diskussion des Versuchsaufbaus

Im Vergleich zu den poly6strischen Haussdugetieren sind bei der mondstrischen
Hiindin die Zyklusabschnitte Prodstrus, Ostrus und Didstrus mit insgesamt ca. 90 — 130
Tagen aulBergewohnlich lang; eine Besonderheit stellt auch der Angstrus mit einer
Dauer von 1 bis 9 Monaten dar (CONCANNON, 1987). Vorangegangene
Rezeptorstudien beschéftigten sich vorwiegend mit dem Zeitraum vom Prodstrus bis
zum Ostrus (LESSEY, GORELL, 1980 a, b; LESSEY et al., 1981; JOHNSTON et al.,
1985) bzw. fokussierten lediglich auf einzelne Stichtage des Zyklus, wie be
DHALIWAL et al. (1997), deren Studien sich auf den Ovulationszeitpunkt und den 21.
Tag p.ov. beziehen.

Erstmals geben VERMEIRSCH et a. (1999, 2000) - kurz vor Fertigstellung der
eigenen Arbeit - einen kompletten Uberblick tber den Verlauf der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorkonzentrationen wahrend des Zyklus im Genitaltrakt der HUndin.
Allerdings handelt es sich bei den in dieser Studie aufgenommenen Tiere um Patienten,
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so dass — anders as in den eigenen Untersuchungen — die Zuordnung zum
Zyklusstadium lediglich abgeschétzt werden konnte. Auch die kritische Phase des
mittleren Didstrus wurde nicht erfasst (VERMEIRSCH et a., 2000). Dartber
hinausgehend erfolgt in den egenen Untersuchungen eine Verifizierung der
immunhistochemischen Befunde durch die Erfassung der Rezeptorkonzentrationen
mittels Radioligand-Bindungs-Test. Zusétzliche Informationen ergeben sich weiterhin
durch die genau definierten und eng gestaffelten Untersuchungsintervalle.

5.2 Diskussion der M ethodik

Zunéchst wurden die Konzentrationen der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im
Zytosol der Uterusproben mittels Séttigungsanalyse unter Verwendung geeigneter
Radioliganden quantitativ bestimmt. Es handelt sich dabel um ein etabliertes
Mel3prinzip mit hoher Prézision, das seit Uber 20 Jahren routineméldig eingesetzt wird
(E.O.R.T.C. Breast Cancer Cooperative Group, 1973; LECLERCQ, 1984). Vorange-
gangene Studien beim Hund belegen die Gewebespezifitdt der caninen Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, ihre Bindungsspezifitét fur Estradiol-17b bzw. Promegeston,
ihre Séttigbarkeit und ihre Eigenschaft, sich im Scatchard Plot als einheitliche Klasse
von Bindungsproteinen darzustellen (s. S. 21-22), (LESSEY, GORELL, 1980 a, b). Die
vorliegende Arbeit orientierte sich methodisch stark an den Vorgaben von GREEN und
LEAKE (1987) zur Rezeptorbestimmung.

Die Reproduzierbarkeit und Zuverléssigkeit des eingerichteten Mel3verfahrens wurden
durch Uberprifung der Linearitdt und der Prézison nachgewiesen. Die eingesetzte
Menge an Zytosol stand in einem linearen Zusammenhang mit der ermittelten
Rezeptorkonzentration. Die Uberprifung der Intra-assay-Variabilitdt ergab einen
Variationskoeffizienten von 56 % bei der Ostrogenrezeptor-Bestimmung und von
7,9 % bei der Progesteronrezeptor-Bestimmung. Fir die Inter-assay-Variabilitét lag der
Variationskoeffizient bei 15,0 % (Ostrogenrezeptor) bzw. 17,3 % (Progesteron-
rezeptor). Die Genauigkeit der Methode entspricht der vergleichbarer Untersuchungen
(KLAUKE, HOFFMANN, 1992) und genuigt damit den Qualit&tskriterien.

Bel den Untersuchungen wurde nicht zwischen gebundenen und freien bzw.
zytosolischen und nukledren Rezeptoren differenziert, da deren biochemische Trennung
vielerorts as Artefakt angesehen wird (KING, GREENE, 1984; WELSHONS et 4.,
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1985). Bestimmt wurde vielmehr die Gesamtrezeptorkonzentration im Zytosol, die
— ebenso wie die zytosolische und die totale Rezeptorfraktion - paralel zu dem Gehalt
an immunhistochemisch darstellbaren nukledren Rezeptoren verlauft und daher
vermutlich en redlistisches Bild des Rezeptorstatus vermittelt (BRENNER et al.,
1988).

Die quantitative Rezeptorbestimmung mittels Radioligand-Bindungs-Test macht die
Homogenisierung des Gewebes notwendig. Demnach liefert de lediglich
Durchschnittswerte der Rezeptorkonzentration, Aussagen Uber den Rezeptorgehalt in
bestimmten Zellpopulationen konnen nicht gemacht werden. Die , rauhe” Behandlung
der labilen Proteine birgt stets auch das Risiko, einen Teil der Rezeptoren zu zerstéren
bzw. zu denaturieren. Weiterhin kénnen hohe endogene Hormonkonzentrationen die
Rezeptoren blockieren und zu falsch negativen Ergebnissen fihren.
Immunhistochemische Untersuchungen an Gefrierschnitten  ermdglichen  dagegen,
durch bestmdgliche Schonung des Gewebes die Rezeptoren quasi im Nativzustand zu
belassen. Dadurch konnen zusétzliche Erkenntnisse Uber Verteilung und Heterogenitét
der Rezeptorproteine gewonnen werden. Das Verfahren liefert reproduzierbare
Ergebnisse, die mit denen des Radioligand-Bindungstests korrelieren (KING et d.,
1985). In der vorliegenden Arbeit wurde eine gute Ubereingtimmung der Resultate
beider Untersuchungsmethoden erzielt.

Die Uberprifung der Spezifitét der in dieser Arbeit eingesetzten Antikorper erfolgte an
verschiedenen bekannt positiven bzw. negativen Geweben. Uteruspréparate von
Hundinnen, deren Rezeptorgehalt bekannt war, féarbten sich immunhistochemisch an,
dagegen zeigten quergestreifte Muskulatur und Darm - bis auf einige Drisenanschnitte
in der Darmmukosa - keine Immunreaktion. Bel Ersatz der Priméarantikérper durch in
derselben Spezies hergestellte Antikorper gleichen Isotyps mit Ausrichtung gegen ein
in der Probe nicht vorkommendes Antigen, war kein Signa zu verzeichnen. Positive
und negative Kontrollen wurden jeweils zusammen mit den unbekannten Proben
untersucht, um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu sichern (DAKO Corporation,
1989).

Der gegen den humanen Progesteronrezeptor gerichtete monoklonale Antikorper 1408
(IMMUNOTECH) férbte vorwiegend die Zellkerne an. Haufig war auch eine leichte
Zytoplasma- sowie Hintergrundfarbung zu registrieren. Dies war nur in Bereichen mit
hoher Rezeptordichte festzustellen, so dal3 es sich dabei vermutlich um ausgewaschene,
in das umliegende Gewebe diffundierte Antigen-Antikorperkomplexe handelte.
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Von den verschiedenen uberpriiften Ostrogenrezeptor-Antikérpern eignete sich
lediglich der gegen den humanen Ostrogenrezeptor gerichtete monoklonale Antikorper
6F11 (LOXO). Er zeichnete sich durch ein sehr spezifisches Signal in den Zdlkernen
ohne jegliche Hintergrundférbung aus. Allerdings wies er, abweichend vom
Progesteronrezeptor-Nachweis, Rezeptoren hauptsichlich in  den endometrialen
Epithelien nach; anders as in der Literatur beschrieben (LI et a., 1992, BRENNER et
al., 1988) ergaben sich in Stroma und Myometrium nur schwache Signae.
Moglicherweise lag der Rezeptorgehalt in diesen Zellen unterhalb der Nachweisgrenze
des verwendeten Antikorpers. Denkbar ware auch die Existenz unterschiedlicher
Rezeptorformen, die nicht in gleicher Weise von dem Antikorper erkannt werden.
Dafir spricht die Tatsache, dal3 der Progesteronrezeptor-Antikorper bei  der
Immunférbung insgesamt stérkere Reaktionen hervorrief, obwohl bel  den
biochemischen  Untersuchungen  (Ligand-Bindungs-Test) die Ostrogenrezeptoren
deutlich hohere Konzentrationen aufwiesen.

Fur die Darstellung der Antigen-Antikorperreaktion stehen in der Immunhistochemie
verschiedene Techniken zur Verfigung. Die hier verwendete Avidin-Biotin-Methode
besitzt gegentiber dem direkten oder indirekten Verfahren eine hthere Sensitivitét und
im Vergleich zur Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode eine grof3ere Aviditét, d.h.
Bindungsstérke, des Sekundarantikdrpers zum Primérantikorper. Dadurch ist der
Einsatz hochverdinnter Priméranti seren maglich.

Der Testablauf folgte dem vom Immunochemischen Labor der Firma DAKO
Corporation herausgegebenen Protokoll fur Immunperoxidase Farbemethoden (1989).
Das Verfahren wurde auf die eigenen Bedirfnisse zugeschnitten, indem die einzelnen
Schritte  in  unterschiedlichen Variationen hinsichtlich  Inkubationszeiten  und
Konzentrationen Uberpriift und optimiert wurden.

53 Diskussion der Ergebnisse

Die ermittelten Estradiol-17b- und Progesteronkonzentrationen im Blutplasma der
Versuchstiere stimmten mit den Literaturangaben tberein (HOFFMANN et a., 1992,
1996). Der im mittleren Digstrus zu verzeichnende relative Anstieg der Estradiol-17b-
Konzentrationen entspricht etwa 15-25 % der im Prodstrus gemessenen Werte.
HOFFMANN et al. (1996) erwdhnen Ubereinstimmend eine gesteigerte Verfligbarkeit
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von Estradiol-17b im gleichen Zeitraum, deren Ursache und Funktion allerdings nicht
bekannt sind.

Die im Uterus wéahrend des Zyklus der Hundin mittels Ligand-Bindungs-Test
gemessenen durchschnittlichen Ostrogenrezeptorkonzentrationen fielen von 590,2

fmol/mg zytosol. Protein im fruhen Didstrus auf 211,35 fmol/mg zytosol. Protein im
mittleren Didstrus ab. Zum 75. Tag p.ov. war wieder eine starke Zunahme der
Rezeptoren auf 762,1 fmol/mg zytosol. Protein festzustellen, die sich im Andstrus
fortsetzte, wo ein maximaler Wert von 1013,9 fmol/mg zytosol. Protein am 110. Tag
p.ov. erreicht wurde.

Im Hinblick auf den Verlauf der Ostrogenrezeptorkonzentrationen bestdtigen die
eigenen Untersuchungen die Beobachtungen von FERNANDES et a. (1989) und
DONNAY et al. (1995), die nach hohen Werten im frihen Digstrus einen folgenden
Abfall feststellen und von erneut hohen Werten im spaten Didstrus bzw. frihen
Anostrus berichten. Auch die eigenen immunhistochemischen Untersuchungen sowie
die von VERMEIRSCH et al. (1999) bestétigen diesen Verlauf der Ostrogenrezeptor-
konzentrationen, so dal3 Angaben Uber deren Abfall im spéten Didstrus bzw. frihen
Antstrus (LESSEY et al., 1981; JOHNSTON et a., 1985) wohl as nicht zutreffend
angesehen werden missen.

Auch der mittels Ligand-Bindungs-Test ermittelte Verlauf der uterinen
Progesteronrezeptorkonzentrationen verlief dhnlich wie der der Ostrogenrezeptor-

konzentrationen. Von einem durchschnittlichen Gehalt von 132,1 fmol/mg zytosol.
Protein am 15. Tag p.ov. fiel der Wert auf 38,6 bzw. 62,8 fmol/mg zytosol. Protein im
mittleren Didstrus ab. Am 60. Tag p.ov. war wieder ein Anstieg auf 274,2 fmol/mg
zytosol. Protein zu verzeichnen, die hochsten Konzentrationen ergaben sich im spéten
Digstrus und Andstrus (75. bzw. 110. Tag p.ov.) mit 401,8 bzw. 467,7 fmol/mg zytosol.
Protein.

Die eigenen Daten widersprechen nicht den Angaben anderer Autoren, die von einem
Abfall der Progesteronrezeptorkonzentrationen vom Prodstrus zum frihen Didstrus
sprechen (LESSEY et a., 1981; JOHNSTON et al., 1985; FERNANDES et al., 1989;
DONNAY et a., 1995). Allerdings fdlt der in den eigenen Untersuchungen
festgestellte erneute Anstieg im spaten Didstrus und frihen Andstrus erheblich
deutlicher aus a's dort beschrieben.
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Der Verlauf der uterinen Ostrogen- und Progesteronrezeptorkonzentrationen (gemessen
mittels Radioligand-Bindungs-Test) war wahrend der efaldten Zyklusphasen
weitgehend parald (r = 0,85; p < 0,001). In Ubereinstimmung damit war der Verlauf
der Progesteronwerte im Plasma mit dem Verlauf der Progesteronrezeptor-
konzentrationen mit p < 0,01 signifikant korreliert, wobel sich mit r = -0,79 ene
negative Korrelation ergab. Auch zum Verlauf der Ostrogenrezeptorkonzentrationen
ergab sich mit r = -0,43 eine negative Korrelation, die alerdings nicht abgesichert
werden konnte. Ab Tag 45 p.ov. war auch der Verlauf der Estradiolwerte im Plasma
signifikant (p < 0,01 — 0,001) negativ korreliert mit dem Verlauf der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorkonzentrationen.

Beide Proteine reagieren somit in dhnlicher Weise auf die zugrunde liegenden auf- bzw.
abregulierenden Mechanismen.

Unter der Einwirkung von Estradiol-17b kommt es wahrend der Follikelphase zu einer
erhdhten Expression von Ostrogenrezeptor-mRNA sowie -Protein (LEAVITT et d.,
1983; BERGMAN et al., 1992; KOJI, BRENNER, 1993). Den gleichen Einfluf3 tben
Ostrogene auch auf Progesteronrezeptor-mRNA und -Protein im Uterus aus (KRAUS,
KATZENELLENBOGEN, 1993; SUMIDA et a., 1988). Umgekehrt bewirken die nach
der Ovulation riucklaufigen Estradiolkonzentrationen in  Verbindung mit der
zunehmenden Iutealen Progesteronsynthese den Riickgang der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorkonzentrationen im Didstrus. Bel in dieser Studie gemessenen
Progesteronspiegeln von 86,4 bzw. 41,5 nmol/l im mittleren Didstrus wurden die
niedrigsten Rezeptorkonzentrationen festgestellt. Der Uterus ist in dieser Phase
refraktér gegentiber einer weiteren Stimulierung durch Gestagene (ATTARDI, 1984).
Die Bedeutung der Suppression der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren durch
Progesteron wird erkennbar angesichts pathologischer Prozesse, die mit ener
Dysregulation des Rezeptorspiegels einhergehen. Bel der Pyometra der HUndin wird
von erhohten uterinen Rezeptorkonzentrationen berichtet (DE COCK, 1997), wéahrend
die Progesteronwerte im Blut in der Regel nicht von der Norm abweichen
(BLENDINGER et d., 1997). Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Proliferation
und Sekretion des Endometriums und unter Umstdnden zur Manifestation von
verschiedenen Krankheitsbildern (DE COCK, 1997).
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Bel polydstrischen Tieren ist unmittelbar im Anschlufd an niedrige Rezeptorgehalte im
Didstrus ein erneuter Rezeptorzuwachs in der folgenden Follikelphase zu verzeichnen
(KOZIOROWSKI et al., 1984; LEAVITT et al., 1983; VESANEN et al., 1991). Dieser
Vorgang wird im Allgemeinen auf den in der Follikelphase stattfindenden
Ostrogenanstieg  zuriickgefuihrt. Beim Hund schlieft sich dem Didstrus die durch
weitgehende Ovarruhe gekennzeichnete Phase des Andstrus an. Trotzdem wurde in den
eigenen Untersuchungen und denen von VERMEIRSCH et al. (1999, 2000) zu Beginn
des Andstrus ein signifikanter Anstieg der Progesteron- und Ostrogenrezeptor-
konzentrationen beobachtet. Dies |&3 folgern, dal3 beim Hund die Aufregulierung der
Rezeptoren weniger eine Folge erhohter Estradiol-17b-Konzentrationen ist, sondern
vielmehr aus dem Wegfall der Progesteronblockade resultiert. Literaturangaben zufolge
stimulieren neben Estradiol-17b auch andere Regelfaktoren, wie z.B. IGF | und cyclo-
AMP (ARONICA, KATZENELLENBOGEN, 1991) sowie EGF (SUMIDA et a.,
1988) die Rezeptorsynthese.

Die Aufregulierung der Steroidhormonrezeptoren am Ende des Didstrus und Beginn
des Anostrus erfolgt demnach unter einer anderen hormonellen Konstellation as im
Ostrus. Paralllen sind bei dem Vergleich mit juvenilen und ovariektomierten Tieren
erkennbar.  Auch  hier sind bei basden  Steroidhormonkonzentrationen
Uberdurchschnittlich hohe Rezeptorspiegel aufzufinden (ROSSER et al., 1993).

Ziel der immunhistochemischen Untersuchungen war es, die mittels Ligand-Bindungs-
Test erhatenen Ergebnisse zu verifizieren und zu ergénzen. Darlber hinaus sollten
Aussagen Uber die Verteilung der Rezeptoren innerhalb definierter Zellpopulationen
wahrend der erfal3ten Zyklusphasen getroffen werden.

Die immunhistochemische Darstellung der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im
caninen Uterus bestétigte die mittels Sadttigungsanalyse ermittelten Konzentrations-
verlaufe im Zytosol und ist in weitgehender Ubereinstimmung mit den von
VERMEIRSCH et a. (1999, 2000) publizierten Daten, wobei in Hinblick auf den
Progesteronrezeptor die eigenen Untersuchungen alerdings sehr viel deutlicher
guantitative Unterschiede erkennen lassen.

Die Gehdte und Vertellungsmuster beider Steroidrezeptoren verliefen parallel

zueinander und in Abhéngigkeit vom Hormon- bzw. Zyklusstatus.
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Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren dartberhinausgehend die sich unter dem
Einflud von Estradiol und Progesteron in den spezifischen uterinen Zelltypen
vollziehenden Anderungen im Hinblick auf die Lokalisation der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren. Diese fanden Uberwiegend im Endometrium statt, wohingegen
das Myometrium, die Gefal3schicht und die Serosa wenig Variabilitdt bezlglich der
Rezeptorkonzentrationen aufwiesen.

Das Vorkommen beider Rezeptortypen war im luminalen Epithel und in den
oberflachlichen Driusenepithelien  vergleichbar, jedoch verschieden von dem
Vorkommen in den tiefen Drisenepithelien. Im [uminalen Epithe und in den
oberflachlichen Drisen verliefen die Rezeptorgehadte nahezu analog zu den
biochemisch gemessenen Rezeptorkonzentrationen. Am 15. Tag p.ov. waren an diesen
L okalisationen geringe Immunreaktionen festzustellen, die beim Ubergang zum 30. Tag
p.ov. fast vollig zurick gingen. Am 45. Tag p.ov. war stellenweise eine leichte
Zunahme an Rezeptor-positiven Zellen zu verzeichnen. Ein abrupter Umschlag der
Férbereaktion in Richtung positiv fand am 60. Tag p.ov. statt, worauf im weiteren
Zyklusverlauf in alen Epithelzellen ein hoher Rezeptorgehalt vorlag. Wahrend die
Féarbeintensitdt im luminalen Epithel eher kontinuierlich zunahm, vollzog sich der
Wechsel in den oberfléchlichen Drisenepithelien sehr pl6tzlich.

Die Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im luminalen Epithel bzw. den
oberflachlichen Drisen des Endometriums erfahren im Didstrus demnach durch
Progesteron eine maximale Suppression, die am Ende der Luteaphase durch den
Wegfall der Progesteronbl ockade aufgehoben wird.

Dagegen waren in den tiefen Drisenschichten am 15. Tag p.ov. nahezu in alen
Epithelzellen Ostrogen- und Progesteronrezeptoren anzutreffen. Diese Beobachtung
erklat die zum gleichen Zeitpunkt mittels Radioligand-Bindungs-Test gemessene
vergleichsweise hohere Rezeptorkonzentration im Uterus. Ebenso wie in den
lumennahen Bereichen ging auch in den tiefen Schichten die Zahl an Rezeptor-
positiven Zellen am 30. und 45. Tag p.ov. zuriick. Abweichend waren hier jedoch noch
in ca 20 % der Zellen Rezeptoren nachweisbar, die wahrscheinlich fur die mittels
Séatigungsanalyse  festgestellten geringen  Rezeptorkonzentrationen im  mittleren
Ditstrus verantwortlich sind. Eine kontinuierliche Zunahme der Immunreaktivitdt war
ab dem 60. Tag p.ov. zu verzeichnen, im Andstrus enthielten nahezu alle Epithelzellen

Rezeptoren.
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Demnach reagieren die verschiedenen endometrialen Zellpopulationen unterschiedlich
auf hormonelle Einflisse. Der durch Progesteron induzierte Abbau der Rezeptoren
schreitet von innen nach auf3en fort. Die oberfléchlichen Bereiche sind davon zeitlich
friher und in starkerem Ausmal? betroffen as die tiefen Schichten. Offensichtlich steht
dies im Zusammenhang mit Regressionsvorgdngen im Endometrium wéhrend des
Didstrus, die vor alem in den lumennahen Drisenschichten stattfinden. Die Zellen der
Kryptenzone degenerieren, dagegen blelben die basalen Driusenepithelien intakt
(BARRAU et d., 1975). Trotz anhaltender Progesteron-Exposition bleibt in den
basalen Epithelien ein geringer Rezeptorgehalt bestehen. Diese Zellen behalten ihre
Reaktivitéat fur ovarielle Hormone und reichen mdglicherweise aus, die spezifischen
Effekte zu vermitteln.

In Ubereinstimmung damit wird auch an anderen Stellen ein vom luminalen Eipthel in
Richtung Myometrium fortschreitender Rezeptorabbau wahrend der Luteaphase
beschrieben, und zwar in erster Linie fir den Hund (DHALIWAL et a., 1997; DE
COCK et d., 1997), gleiches gilt jedoch auch fur den Affen (BRENNER et al., 1988,
1990). VERMEIRSCH et a. (1999, 2000) berichten tber ahnliche Beobachtungen und
Schlussfolgerungen, wobei fiir den Ostrogenrezeptor alerdings keine Differenzierung

zwischen tiefen und oberflachlichen Epithelien getroffen wird.

Sowohl fir den Hund (VERMEIRSCH et al., 1999, 2000), als auch flr andere Spezies
(BRENNER et a., 1988; WATSON et al., 1992; BOOS et al., 1996) werden deutliche
hormonabhdngige  Fluktuationen der  Ostrogen- und  Progesteronrezeptor-
konzentrationen in den stromalen Fibrozyten des Endometriums beschrieben. In den
eigenen semiquantitativen Untersuchungen wiesen diese Zellen dagegen nur einen sehr
geringen Gehalt an Ostrogenrezeptoren auf. Dies kann keinesfalls auf methodische
Probleme zurick gefihrt werden, da die unmittelbar daneben liegenden
Drusenepithelien in Abhangigkeit vom Zyklustag deutlich positiv reagierten. Im
Vergleich dazu war der Gehalt an Progesteronrezeptoren in den stromalen Fibrozyten
deutlich héher und verlief gleichsnnig mit der Konzentration der Progesteron-
rezeptoren in den Drisenepithelien, er zeigte damit ebenfalls eine Zyklusabhangigkeit.

In der Ringmuskelschicht des Myometriums wurden vom 15. bis 60. Tag p.ov. keine
Ostrogenrezeptoren und nur ein  mittlerer  Gehalt an  Progesteronrezeptoren
nachgewiesen. Am 75. und 110. Tag p.ov. stiegen die Konzentrationen beider
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Rezeptoren an, so dal’ auch hier eine Zyklusabhangigkeit erkennbar wird. Andere
Quellen belegen ein hohes Vorkommen von Ostrogenrezeptoren im Myometrium
wihrend des Ostrus, bestétigen dartiber hinaus aber auch einen signifikanten Riickgang
der Konzentration im Diodstrus (KLAUKE, HOFFMANN, 1992; DOCKE, 1994). In
einer weiteren Studie wurden wahrend der Lutealphase ebenfalls Progesteron- aber
keine Ostrogenrezeptoren immunhistochemisch nachgewiesen (DHALIWAL et al.,
1997), wohingegen VERMEIRSCH et al. (1999, 2000) das Vorkommen beider
Rezeptoren im Myometrium belegen - sie konnten einen signifikanten Rickgang der
Farbeintensitét parallel zum lutealen Progesteronanstieg feststellen. Im Gegensatz dazu
wiesen LI et a. (1992) bei der Katze unter anhaltender Progesteroneinwirkung und
wahrend der Graviditat hohe Ostrogenrezeptorgehalte im Myometrium nach.

Im Geféldendothel und in der Muskelschicht der myometrialen Arterien wurden in den
vorliegenden  Untersuchungen  Progesteron-, jedoch keine Ostrogenrezeptoren
nachgewiesen. Ubereinstimmend beschreiben auch VERMEIRSCH et a. (1999) die
myometrialen BlutgefalRe as Ostrogenrezeptor-negativ. Die eigenen Beobachtungen
decken sich mit Aussagen von BRENNER et al. (1988) und DOCKE (1994), stehen
jedoch im Widerspruch zu den Verhdtnissen beim Rind (BOOS et al., 1996) und
Mensch (PRESS, GREEN, 1988), wo keine Rezeptoren in der Tunica media lokalisiert

wurden.

Demnach lassen sich z.T. erhebliche Differenzen beziiglich des Rezeptorgehaltes in den
verschiedenen Zellpopulationen verzeichnen. Ob diese grundséizliche tierartliche
Unterschiede widerspiegeln oder vielmehr durch unterschiedliche Antikorper und /oder
Senditivitét der Zellen zustande kommen, kann an dieser Stelle nicht beantwortet

werden.

Die geschilderten Beobachtungen lassen den Uterus der Hindin sowohl in der Phase
des Ubergangs vom Ostrus zum Didstrus als auch vom Didstrus zum Anostrus als ein
Ostrogen- und Progesteron-sensitives Organ erkennen. Er stellt damit Gber einen weiten
Zeitraum des Zyklus ein fur hormonelle Einfliisse hoch sensibles Zielgewebe dar.

Obwohl keine grundsétzlichen Unterschiede zur Regulation der uterinen Progesteron-
und Ostrogenrezeptorkonzentrationen bei anderen Spezies zu erkennen sind
(KLAUKE, HOFFMANN, 1992; MARTEL et a., 1980; BRENNER et al., 1988; LI et
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al., 1992), ergibt sich aus der langen Phase des Didstrus, gefolgt vom Angstrus, eine
Besonderheit fir den Hund. Die Anwendung von Sexualhormonen bei der HUndin ist
demnach auch wéahrend des spdten Didstrus und frihen Andstrus mit uterinen
Wirkungen verbunden, woraus sicher auch klinisch relevante Situationen resultieren

kdnnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Zid vorliegender Arbeit war es, mogliche Wechselwirkungen zwischen Ovar- und
Uterusfunktion durch Erfassung der Ostrogen (OR) - und Progesteronrezeptoren (PR)
im caninen Uterus parallel zur ovaridlen Ostrogen- und Progesteronsekretion im

Verlauf des Didstrus und frilhen Andstrus naher darzustellen.

Nach Entnahme von Blutproben fir die Bestimmung von Estradiol-17b und
Progesteron wurden jewells 3 bis 4 Hundinnen (19 Beagle, 1 Cocker Spaniel) am 15.,
30., 45, 60., 75. und 110. Tag nach der Ovulation (p.ov.) ovariohysterektomiert.
Jeweils definierte Abschnitte der beiden Uterushdrner wurden sowohl fur die
biochemische als auch immunhistochemische Darstellung der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren konserviert. Die biochemische Erfassung erfolgte nach
Gewinnung des uterinen Zytosols mittels eines Radioligand-Bindungs-Tests, wobei
nicht zwischen Endometrium und Myometrium differenziert wurde. Die Berechnung
der Rezeptorkonzentrationen und Assoziationskonstanten erfolgte mittels Scatchard
Plot.

Anhand von Gefrierschnitten wurden die Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
immunhistochemisch dargestellt (monokl. Maus IgG anti hum. ER: 6F11, LOXO;
monokl. Maus 1gG2a anti hum. PR: 1408, IMMUNOTECH) und deren Verteilung im
Endometrium und Myometrium analysiert. Die Auswertung erfolgte durch Auszdhlen
der Rezeptor-positiven und -negativen Zelen im luminaden Epithel, in den
oberflachlichen und tiefen Drisenepithelien sowie semiquantitativ im Myometrium, in
der Gefal3schicht und in der Serosa.

Die im Ligand-Bindungs-Test gemessenen Ostrogen- und Progesteronrezeptor-
konzentrationen zeigten vom Tag 15 auf Tag 30 p.ov. einen starken Rickgang. Vom
30. bis zum 45. (PR) bzw. 60. (OR) Tag p.ov. wiesen die Rezeptorgehalte bei fallenden,
aber im Vergleich zum AnGstrus noch erhthten Progesteronwerten einen Tiefststand
auf. Parallel zu den im spéten Didstrus auf Basalniveau sinkenden Progesteronspiegeln
fand ein bis zum Andstrus fortdauernder Anstieg der Rezeptorkonzentrationen statt; sie
erreichten  hier maximale Werte. Die Konzentrationen der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren verliefen im Untersuchungszeitraum gleichsinnig und waren mit
den Progesteronkonzentrationen im Plasma negativ korreliert.
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Am 15, Tag p.ov. lieen sich lediglich in den tiefen Drisenepithelien des
Endometriums Ostrogenrezeptoren immunhistochemisch in groRer Zahl nachweisen;
ihr Anteil ging im mittleren Didstrus deutlich zurlick. Im Gegensatz dazu war an den
gleichen Tagen im luminalen Epithel und im Epithel der oberfl&chlichen Drusen der
Anteil Ostrogenrezeptor-positiver Zellkerne deutlich niedriger. In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen des Ligand-Bindungs-Tests stieg die Zahl der Ostrogenrezeptoren
am Tag 60 p.ov. in den oberflachlichen und tiefen Drisen an, im luminalen Epithel
erfolgte ein entsprechender Anstieg am Tag 75 p.ov.. Am 75. und 110. Tag p.ov. waren
be maximaler Farbeintensitdt in allen Epithelzellen die Unterschiede zwischen den
Lokalisationen weitgehend aufgehoben. Die Fibrozyten des endometrialen Stromas
erwiesen sich an den Tagen 30, 45 und 60 p.ov. als Ostrogenrezeptor-negativ. Hinweise
auf das Vorkommen von Ostrogenrezeptor-positiven Fibrozyten ergaben sich an den
Tagen 15, 75 und 110 p.ov. vor allem in unmittelbarer Nhe Ostrogenrezeptor-positiver
Endometriumdrisen. Fur das Myometrium fanden sich geringe  Mengen
Ostrogenrezptoren in der duRReren Langsmuskelschicht und bei den Proben vom 75. und
110. Tag p.ov. auch in der Ringmuskel schicht, wahrend sie in der Gefalschicht bis auf
wenige Ausnahmen nicht nachweisbar waren.

Die Immunférbung der Progesteronrezeptoren fiel insgesamt starker und differenzierter
aus. Qualitativ war jedoch in den Drisenepithelien des Endometriums eine mit den
Ostrogenrezeptoren nahezu identische Verteilung feststellbar. Von den Fibrozyten
gingen Progesteronrezeptor-positive Signale im gesamten Untersuchungszeitraum aus,
se waren jedoch am 60., 75. und 110. Tag p.ov. stérker ausgepragt. Im Myometrium
waren bei alen Proben Progesteronrezeptoren zu verzeichnen, in der Gefél3schicht
konnten siein erster Linie den Arterien zugeordnet werden.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen die hormon- bzw. zyklusabhangige Regulation
der Ostrogen- und Progesteronrezeptorkonzentrationen. Sie zeigen dariiber hinaus, daR
die Aufregulierung der Steroidhormonrezeptoren am Ende des Didstrus und Beginn des
Andstrus unter einer anderen hormonellen Konstellation erfolgt alsim Ostrus.



Summary 111

1. SUMMARY

In order to gain further information on interactions between ovarian and uterine
functions the expression of oestrogen and progesterone receptors in the canine uterus
was determined parallel to the assay of oestrogen and progesterone concentrations in

periphera plasma during the course of dioestrus and early anoestrus.

20 bitches were divided into six groups of three to four bitches which were
ovaryhysterectomized on days 15, 30, 45, 60, 75 and 110 after ovulation (p.ov.).
Defined sections of both uterine horns were conserved for biochemica and
immunohistochemical receptor determination. Biochemical determination was by
radio-receptor-assay and saturation-analysis using an uterine cytosolic preparation;
determination of receptorconcentrations and association constant was by Skatchard plot

analysis.

For immunohistochemical receptor determination cryo-sections were prepared using
the monoclona mouse IgG anti hum. ER 6F11, LOXO, and monoclonal mouse IgG 2a
anti hum. PR 1408, IMMUNOTEC, as primary antibodies. Evaluation was based on the
determination of positive nuclear staining; evaluation in myometrium and stroma was
semi-quantitative, it was quantitative by determining receptor positive and negative
nucle in the luminal, the superficial and the basal glandular epithelium.

Oestrogen- and progesterone receptors as determined by radio-receptor-assay decreased
from day 15 to day 30 p.o.. Lowest values were reached on days 30 and 45 p.ov.
(progesterone receptor) and day 60 p.ov. (oestrogen receptor), respectively.
Concomitant with the decrease of progesterone during late dioestrus, receptor
concentrations increased towards anoestrus, reaching maximum values during this
period of time. The course of oestrogen- and progesterone receptor concentrations was
positively correlated, and negatively correlated (both receptors) to the course of
progesterone concentrations in plasma.

As determined by immunohistochemistry on day 15 p.o. significant amounts of
oestrogen receptors could only be detected in the basal glands; there the percentage of
positive stained nuclei decreased towards days 30 and 45 p.ov.. Compared to the basal
glands the percentage of oestrogen receptor positive nuclel in the luminal epithelium
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and in the superficia cells was distinctly lower on day 15 p.o.. In agreement with the
results obtained by radio-receptor-assay the percentage of oestrogen receptor positive
cellsin the superficial and basal glands was again increased on day 60 p.o., a respective
increase in the luminal epithelium was observed on day 75 p.o.. With maximum values
no distinction between the three localisation could be made on days 75 and 110 p.o..
Nucle of fibrocytes where negative for oestrogen receptors on days 30, 45 and 60 p.o.,
dightly positive results, particularly in the vicinity of oestrogen receptors positive
endometrial glands, were observed on days 15, 75 and 110 p.o.. At al time points
investigated the stratum longitudinare of the myometrium showed few positive nuclear
stainings, the stratum circulare was only dightly positively stained on days 75 and
110 p.ov..

Compared to the staining of the oestrogen receptor immunostaining of the progesterone
receptor yielded a stronger and more differentiated signal. However, on a qualitative
basis receptor changes in the endometrium followed the same pattern. At all times of
investigations positively stained fibrocytes could be detected, with the signa being
highest on days 60, 75 and 110 p.o.. Similarly the myometrium stained positive at dl
points of investigation. The obtained results clearly demonstrate the hormone and cycle
dependent expression of uterine oestrogen and progesterone receptors. Based on the
different hormonal profiles during prooestrus, oestrus and at the end of dioestrusg/begin
of anoestrus, it is further postulated that the upregulation of sex hormone receptors at
the onset of anoestrus is differently controlled compared to the upregulation during
oestrus.
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9. ANHANG
Tab. 19: Einzelwerte: Estradiol-17b- und Progesteronkonzentrationen im
peripheren Blut der untersuchten Hundinnen im Verlauf des Didstrus
und frihen Angstrus
Zyklusstadium Hund Estradiol-17b Progesteron
(pmol/I Plasma) (nmoal/l Plasma)

15. Tag p.ov. Ferdi 29,05 97,47
Sdly 29,24 114,32
Jana 48,57 104,69
30. Tag p.ov. Jeani 86,03 150,65
Cora 37,30 68,19

Biene 46,34 64,72

Asta 77,95 83,83

45. Tag p.ov. Hexe 56,32 44,98
Jule 57,62 49,21

Billy 119,79 32,36

60. Tag p.ov. Anka 44,03 7,12
Daisy 53,84 15,39

Pebbels 51,99 16,05

75. Tag p.ov. Ina 36,39 7,95

Ella 50,02 4,39

Gipsy 16,60 5,79

Luise 40,66 9,47

110. Tag p.ov. Cocki 22,83 2,29

Lena - 3,05

Tess 28,31 1,40
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Tab. 20: Einzelwerte: Konzentrationen und Assoz ationskonstanten des Ostrogen-
und Progesteronrezeptors im Uterus der unter suchten Hindinnen
wahrend des Didstrus und friihen Angstrus

Z. Hund Rezeptorkonzentration | Assoziationskonstante
(fmol/mg zytos. Prot.) (I/nmol)
OR PR OR PR
15 Ferdi 633,53 97,54 3,528 0,672
Sdly 470,98 88,70 9,285 1,105
Jana 687,43 266,29 4,788 0,930
30 Jeani 150,26 33,93 11,149 0,612
Cora 247,99 35,59 7,148 0,788
Biene 282,76 47,28 5,326 1,173
Asta 188,59 - 9,703 -
45 Hexe 273,13 60,34 7,295 1,280
Jule 266,19 97,83 12,115 1,781
Billy 209,88 41,90 9,261 5,160
60 Anka 255,33 276,12 7,963 3,312
Daisy 229,59 322,80 9,700 2,094
Pebbels 471,57 231,65 8,537 1,206
75 Ina 1060,48 437,13 7,279 1,372
Ella 669,96 360,40 8,139 1,348
Gipsy 611,98 407,70 11,416 1,248
Luise 772,38 407,18 10,295 1,973
110 Cocki 1338,37 442,92 8,671 1,061
Lena 914,83 589,73 10,158 0,663
Tess 852,83 392,35 5,076 1,401

Z.: Zyklusstadium (Tage post ovulationem)
OR: Ostrogenrezeptor
PR: Progesteronrezeptor
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Tab. 21: Einzelwerte: Uterusgewicht, -l&ange und -flache sowie Stérk von
Edometrium und Myometrium der unter suchten Hindinnen im Verlauf
des Digstrus und frihen Andstrus

Z. Hund | Uterus | Uterus Uterus Endo- Myo-
gewicht lange flache metrium | metrium
) (cm) (mm?) (um) (um)
15 Ferdi 37,11 18 67,7 1863 3182
Sdly 34,18 19 81,5 1647 3457
Jana 24,19 16 69,0 2003 3212
30 Jeani 21,73 14 74,8 2002 2625
Cora 27,22 17 68,3 1427 3114
Biene 24,70 18 56,2 1267 2918
Asta 25,86 17 - 2454 2372
45 Hexe 14,44 13 53,9 1332 2194
Jule 20,24 18 84,4 2176 2613
Billy 20,04 16 67,6 1321 2407
60 Anka 23,60 16 68,5 1665 2794
Daisy 28,23 16 - 704 2226
Pebbels | 10,50 9 64,2 1081 2468
75 Ina 14,14 22 449 1403 1208
Ella 14,84 18 57,7 1319 1498
Gipsy 14,70 17 49,7 1050 2083
Luise 10,76 13 46,8 1648 1249
110 | Cocki 6,31 17 17,6 691 882
Lena 4,62 12 - - -
Tess 11,05 14 34,8 953 1121

Z.: Zyklusstadium (Tage post ovulationem)
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Tab. 22: Einzelwerte: Prozentualer Anteil Ostrogenrezeptor-positiver Zellkerne
im Endometrium der untersuchten Hindinnen im Verlauf des Didstrus
und frihen Andstrus

Zyklus- | Hund Luminales | Oberflachliche Tiefe
stadium Epithel Drisen Drisen
p.ov. (%) (%) (%)
15 Ferdi 29 21 92

Sly 10 3 86

Jana 1 92

30 Jeani 0 4
Cora 4 64

Biene 0 29

Asta 0 10 59

45 Hexe 4 3 51
Jule 12 27 71

Billy 41 2 3

60 Anka 19 70 99
Daisy 6 99 57

Pebbels 76 100 67

75 Ina 71 95 67
Ela 76 92 72

Gipsy 73 90 54

Luise 79 95 93

110 Cocki 81 94 85
Tess 96 93 77
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Tab. 23: Einzelwerte: Prozentualer Anteil Progesteronrezeptor-positiver und
-negativer Zellkerne im Endometrium der untersuchten Hindinnen im
Verlauf des Didstrus und frihen Andstrus

Z. | Hund Luminales Oberflachliche Tiefe
Epithel Drisen Drisen
(%) (%) (%)
- + ++ - + ++ - + ++
15 | Ferdi 62 37 77 23 0 5 95
Sly 80 20 0 86 14 0 29 71
Jana 67 33 57 41 0 3 97
30 | Jeani 93 7 99 1 98 2
Cora 88 12 98 2 78 22
Biene | 82 18 77 23 63 37
45 | Hexe | 46 48 6 52 48 12 88
Jule - - - 56 44 40 60
Billy 86 14 0 98 2 98 2
60 | Anka 89 11 0 53 47 1 74 24
Daisy | 13 84 60 39 35 50 16
Pebbel | 10 56 34 0 66 34 1 49 50
S
75 Ina 0 12 88 4 96 11 89
Ella 40 36 24 24 72 35 63
Luise 0 17 83 1 99 26 74
110| Cocki 28 70 11 89 14 86
Tess 3 19 78 28 70 69 28

Z.: Zyklusstadium (Tage post ovulationem)




DANKSAGUNG

An dieser Stelle danke ich alen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Herrn Prof. Dr. B. Hoffmann danke ich fur die Uberlassung des Themas und die
Unterstiitzung bei der Durchfihrung, der Abfassung und der Korrektur der Arbeit.

Allen Beschéftigten im Labor der Professur fir Physiologie und Pathologie der
Fortpflanzung I1 - insbesondere Frau C. Schuhmacher und Herrn W. Damm - danke ich
fur dieimmer hilfsbereite und geduldige Einfuhrung in die Labortechniken und die
stets gewdhrte Hilfe.

Den wissenschaftlichen Mitarbeitern sai fr ihre freundliche Aufnahme und
Kollegiditét herzlich gedankt. Ganz besonderer Dank gebiihrt vor allem Frau Dr. R.
Klein, die mich nicht nur bei der Betreuung der Hunde tatkréftig unterstiitzte, sondern
mir auch in Sachen EDV immer wieder wertvolle Tipps geben konnte ( ,, Wie bekomme
ich nur die Legende unter die Grafik 27 ).

Fur die Unterstitzung bei der statistischen Auswertung bedanke ich mich bei Herrn Dr.
Failing von der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung im Fachberich
Veterindrmedizin Gief3en.

Frau Dr. H. Schoepe vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der
Justus-Liebig-Universitét Gief3en tiberliefd mir den Substitutions-Antikorper. Auch
hiefir vielen Dank.

Mein ganz besonderer Dank gilt meinem Mann, der alle Hhen und Tiefen bel der
Fertigstellung der Arbeit geduldig ertrug, und mich unermiidlich moralisch und
praktisch unterstitzte. Nicht zuletzt hielt er die Computer-Technik stets auf dem
neuesten Stand ( ,, Schon wieder eine neue Windows Version !'?* ).

Ein spezieller Grul3 geht an Fabian, der mich von Anfang seines Lebens an mit der Uni
teilen musste, und der in Hohe Frankfurter Straf3e 106 jedes Mal feststellt: ,, Und hier
wohnt die Uni 1“.



