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Abb. 5.2: PEX14-Markierung der AMH Knock-out Maus
In gcs Pex13 knock-out Mäusen konnten apoptotische Oozyten nachgewiesen werden (Abbildung A-C). 
Deutliche Unterschiede zur Wildtyp-Maus waren nicht sichtbar.
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Ausblick

Die Ergebnisse dieser Dissertation tragen dazu bei, die Funktion der Peroxisomen in 

Oozyten während der Follikelreifung besser zu verstehen. Die entwickelten Nachweis-

verfahren können zur späteren Charakterisierung dieser Knock-out Mäuse gut her-

angezogen werden. Es ist anzunehmen, dass durch den peroxisomalen Knock-out in 

Follikelepithelzellen vermehrt Lipidliganden akkumulieren, die zu einer kontinuierlichen 

Aktivierung von PPARs führen und Veränderung im gonadalen Hormonspiegel auslö-

sen. Mittels dieser Knock-out Mäuse kann die peroxisomale Dysfunktion im gonadalen 

Steroidmetabolismus besser aufgeklärt werden. Eine selektive Induktion peroxisoma-

ler Stoffwechselwege könnte zur verbesserten Ovarfunktion beitragen und somit einen 

Therapieansatz zur Steigerung bzw. Erlangung der weiblichen Fertilität führen.
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6	 Zusammenfassung

In allen eukaryotischen Zellen kommen Peroxisomen vor, die in vielen metabolischen 

Prozessen involviert sind. Die Funktion der Organellen erstreckt sich von Entgiftungspro-

zessen der Zelle über die Beteiligung an β-Oxidation und Plasmalogensynthese bis hin 

zum Metabolismus gonadaler Steroidhormone. Peroxisomen proliferieren durch Behand-

lung mit verschiedenen Pharmaka. Hierzu zählen insbesondere Fibrate, Insulin-Sensi-

tizer, Prostaglandine und Leukotriene, die zur Aktivierung PPAR-abhängiger Gene, wie 

z.B. der Gene des ersten β-Oxidationsweges, führen. Peroxisomen im Ovar der Maus 

wurden bisher nur in einer Studie elektronenmikroskopisch beschrieben. 

Hauptziel dieser Dissertation war deshalb eine umfangreiche Charakterisierung des 

peroxisomalen Kompartimentes im Ovar durchzuführen. Hierbei wurde nach Optimie-

rung der Methode mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz die enzymatische Ausstat-

tung der Peroxisomen in den Oozyten und somatischen Zellen des Ovars nachgewiesen. 

Als peroxisomale Zielproteine wurden die Katalase, die Hydroxysteroid-(17β)-Dehydro-

genase, der ABCD3-Transmembrantransporter, sowie PEX14 als Teil des membranstän-

digen Rezeptorkomplexes des Biogenesekomplexes  ausgewählt. Die Ovarien wurden 

auch weiterhin auf qualitative und quantitative Veränderungen der Peroxisomen während 

der Follikelentwicklung und der verschiedenen oestrischen Phasen des murinen Zyklus 

untersucht. Hierbei wurde  festgestellt, dass signifikante Unterschiede in Peroxisomen 

zwischen den Follikelreifungsstadien vorhanden waren, wobei dieser Effekt auf einen 

signifikanten Anstieg der Peroxisomenflächendichte in den Tertitärfollikeln gegenüber 

den Primordial- und Sekundärfollikeln zurückging. Ebenso konnte ein signifikanter In-

teraktionseffekt zwischen Follikelreifungs- und Zyklusstadium gefunden werden, der bei 

Ausschluss der Tertiärfollikel noch stärker wurde. Dies konnte durch eine lineare Zunah-

me der Peroxisomenflächendichte in den verschiedenen Follikelstadien zu unterschied-

lichen Phasen des oestrischen Zyklus begründet werden. 

In der Literatur sind erste Hinweise über die Auswirkungen von Defekten in der pero-

xisomalen Biogenese, die zu einer veränderten ovariellen Funktion und schließlich zur 

Subfertiliät bzw. Infertilität führen. Der Einfluss von verschiedenen pharmakologischen 

Substanzen (Fibrate, Insulin-Sensitizer) und die Auswirkungen unterschiedlicher pero-

xisomaler Gendefekte sollen in zukünftigen Studien ausgetestet werden, um als neuer 

Ansatz für Therapiemöglichkeiten zur Steigerung bzw. Erlangung der weiblichen Fertili-

tät zu dienen. 
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Summary

Peroximones, that are involved in many metabolic processes, can be found in all eu-

karyotic cells. The organelles’ function includes detoxification processes of the cell, the 

participation in β-oxidation and the synthesis of plasmalogens and the metabolism of 

gonadal steroid hormones. Peroximones proliferate due to treatment with various phar-

maceuticals. In this category belong particularly fibrates, insulin sensitizers, prostag-

landins and leucotrienes, that lead to the activation of PPAR-depending genes, as for 

example the genes of the first β-oxidation route. Until now, peroximones in the mouse’s 

ovary using the electron microscope have just been described in one study. Therefore, 

the main goal of this dissertation was to perform an extensive characterization of the 

peroxisomal compartment in the ovary. After the optimization of the method through 

indirect immunofluorescence, the enzymatic features of the peroxisomes in the oocy-

tes and the somatic cells of the ovary could be detected here. The catalase, hydroxys-

teroid-(17β)-dehydrogenase, ABCD3-transmembrane transporter as well as PEX14, as 

part of the membrane-bound receptor complex of the biogenesis complex, were chosen 

as peroxisomal target proteins. The ovaries were still examined for quantitative and qua-

litative changes of the peroxisomes during the follicular development and the different 

oestric phases of the murine cycle. It could be noticed here, that significant differences 

existed in the peroxisomes between the follicular maturation stages, whereas this effect 

went back to a significant increase of the peroxisomal density in the tertiary follicles, 

compared to the primary and secondary follicles. Also, a significant interaction effect 

between follicular maturation and cycle stages could be observed, that even increased 

by excluding tertiary follicles. This could be justified on the linear increase of the peroxis-

omal areal density in the different follicular stages during different phases of the oestric 

cycle.  

In the literature, one can find first indications of the effects of defects in the peroxisomal 

biogenesis, that lead to an altered ovarian function and finally to a sub-fertility or rather 

infertility. The impact of different pharmacological substances (such as fibrates, insulin 

sensitizers) and the effects of different peroxisomal genetic defects are to be tested in 

future studies, in order to serve as a fresh approach for possibilities of treatment for an 

increase or acquirement of female fertility.
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7	 Abkürzungsverzeichnis

ABCD3  	 peroxisomales Membranprotein
ACOX1 	 Acyl-Coenzym A-Oxidase 1
ACOX2	 Acyl-Coenzym A-Oxidase 2
ACOX3	 Acyl-Coenzym A-Oxidase 3
Aqua dest. 	 destilliertes Wasser
ALDP 	 Adrenoleukodystrophie-Protein		
Arg	 Arginin
ATP	 Adenosin 5`-triphosphat
BMP	 Bone morphogenetic protein (morphogenetisches Knochenprotein)
BSA 	 Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 		
CHRS 	 Cerebrohepatorenales-Syndrom
CLSM 	 konfokale Laserscanning-Mikroskopie
CO2	 Kohlendioxid
CoA	 Coenzym A
DAB 	 3,3`-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
DAPAT	 Dihydroxyacetonphosphat-Acyltransferase
DAPI	 4 ,̀6-Diamidino-2-phenylindol
DHAP	 Dihydroxyacetonphosphat
DHCA	 Dihydroxycholestansäure
DNA 	 deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure)
EDTA 	 Ethylendiamintetraessigsäure
EM 	 Elektronenmikroskopie
ER 	 endoplasmatisches Retikulum
FSH	 follikelstimulierendes Hormon
GDF	 Growth differentiation factor (Wachstumsfaktor)
Glu	 Glutaminsäure
H2O2  	 Wasserstoffperoxid
His	 Histidin
Ile	 Isoleucin
LDL	 Low density lipoprotein (Lipoprotein niedriger Dichte)
Leu	 Leucin
LH	 Luteinisierendes Hormon (Luteotropin)
Lys	 Lysin
mRNA 	 messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsäure)
NALD 	 neonatale Adrenoleukodystrophie
PBS 	 Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung)
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PBD	 Peroxisome biogenesis disorder
PEX# 	 Gen des Peroxin# (humane Nomenklatur)
Pex#p 	 Peroxin# (humane Nomenklatur)
Pex#	 Gen des Peroxin# (murine Nomenklatur)
PEX#p	 Peroxin# (murine Nomenklatur)
PFA 	 Paraformaldehyd
PPAR 	 Peroxisomenproliferator-aktivierte Rezeptoren
PTS 	 Peroxisomal targeting signal (peroxisomale Zielerkennungssequenz)
RCDP 	 rhizomelische Form der Chondrodysplasia punctata
RNA 	 ribonucleic acid (Ribonukleinsäure)
ROS 	 reaktive Sauerstoffspezies
SKL 	 Serin, Lysin, Leucin (C-terminales Tripeptid-peroxisomaler 
	 Matrxiproteine)
TBS 	 Tris buffered saline (Tris-gepufferte Kochsalzlösung)
TdT	 terminal desoxynucleotidyl transferase 
	 (Desoxyribonukleotidyltransferase)
TGF 	 Transforming growth factor (transformierender Wachstumsfaktor)
THCA	 Trihydroxycholestansäure
TUNEL	 TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
U  	 Unit
UV 	 Ultraviolett
Val	 Valin
VLCFA	 Very long chain fatty acid (sehr langkettige Fettsäuren)
VLDL	 Very low density lipoprotein (Lipoprotein sehr niedriger Dichte)
ZP	 Zona pellucida
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8	 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 

Anmerkung zu den Abbildungen 

Die Abbildungen in der vorliegenden Arbeit wurden mit einem elektronischen Bildbear-

beitungsprogramm („Adobe Photoshop“) bearbeitet. Es wurde keine inhaltsverändernde 

Bildbearbeitung vorgenommen und die Abbildungen erhalten nur die Originaldaten.
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Tabelle 4.3: 		 Extinktionswerte der FSH-Volumenreihe
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10	 Anhang 

10.1	 ELISA

10.1.1	 Ermittlung der Standardkurve

Standardkonzentration Extinktion (450nm – 570nm)

20 mlU/ml 1,057

10 mlU/ml 0,599

5 mlU/ml 0,267

2,5 mlU/ml 0,154

1,25 mlU/ml 0,078

0,625 mlU/ml 0,05

0,312 mlU/ml 0,016

0 mlU/ml (Leerwert) 0,017

Tabelle 10.1: Subtraktion der Extinktionswerte

Standardkonzentration Extinktion

20 mlU/ml 1,04

10 mlU/ml 0,582

5 mlU/ml 0,25

2,5 mlU/ml 0,137

1,25 mlU/ml 0,061

0,625 mIU/ml 0,033

0,312 mlU/ml -0,001

Tabelle 10.2: Subtraktion des Leerwertes
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10.1.2	 FSH-Volumenreihe
Standardkonzentration Extinktion (450nm – 570nm)

20 mlU/ml 2,907

10 mlU/ml 2,119

5 mlU/ml 0,814

2,5 mlU/ml 0,321

1,25 mlU/ml 0,124

0,625 mlU/ml 0,072

0,312 mlU/ml 0,057

0 mlU/ml (Leerwert) 0,035

Tabelle 10.3: Subtraktion der Extiktionswerte

Standardkonzentration Extinktion

20 mlU/ml 2,872

10 mlU/ml 2,084

5 mlU/ml 0,779

2,5 mlU/ml 0,286

1,25 mlU/ml 0,089

0,625 mlU/ml 0,037

0,312 mlU/ml 0,022

Tabelle 10.4: Subtraktion des Leerwertes

Extinktion (450nm) Extinktion (570nm) Extinktion (450nm-570nm) Extinktion - Leerwert

2,302 0,145 2,157 2,122

2,118 0,066 2,052 2,017

1,87 0,077 1,793 1,758

Tabelle 10.5: Extintionswerte Standardvolumen 100μl

Extinktion (450nm) Extinktion (570nm) Extinktion (450nm-570nm) Extinktion - Leerwert

1,779 0,067 1,712 1,677

1,509 0,08 1,429 1,394

1,348 0,059 1,289 1,254

Tabelle 10.6: Extinktionswerte Standardvolumen 80μl
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Extinktion (450nm) Extinktion (570nm) Extinktion (450nm-570nm) Extinktion - Leerwert

1,184 0,1 1,084 1,049

1 0,093 1,153 1,118

0,799 0,074 0,725 0,69

Tabelle 10.7: Extinktionswerte Standardvolumen 60μl

Extinktion (450nm) Extinktion (570nm) Extinktion (450nm-570nm) Extinktion - Leerwert

0,504 0,073 0,431 0,396

0,447 0,066 0,381 0,346

0,462 0,067 0,395 0,36

Tabelle 10.8: Extinktionswerte Standardvolumen 40μl

Proben Extinktion (450nm – 570nm)

EMH 05/09 0,024

EMH 06/09 0,01

EMH 19/09 0,015

EMH 20/09 0,151

EMH 03/10 0,02

EMH 04/10 0,014

EMH 06/10 0,021

EMH 07/10 0,008

EMH 09/10 -0,006

EMH 10/10 0,029

EMH 14/10 0,038

Tabelle 10.9: Subtraktion der Extinktionswerte

Proben Extinktion - Leerwert

EMH 05/09 0,007

EMH 06/09 -0,007

EMH 19/09 -0,002

EMH 20/09 0,134

EMH 03/10 0,003

EMH 04/10 -0,003

EMH 06/10 0,004

EMH 07/10 -0,009

EMH 09/10 -0,023

EMH 10/10 0,012

EMH 14/10 0,021

Tabelle 10.10: Subtraktion des Leerwertes
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 N Mittelwert
Standard- 
abweichung

Standard-
fehler

95%-Konfidenzintervall 
für den Mittelwert Minimum Maximum

Untergren-
ze

Obergren-
ze

Untergrenze
Ober-
grenze

Untergrenze Obergrenze
Unter- 
grenze

Ober- 
grenze

primordial 32 -,3409 ,65937 ,11656 -,5786 -,1032 -2,29 ,80

primär 39 -,0753 ,81037 ,12976 -,3380 ,1874 -1,50 2,04

sekundär 72 -,1957 ,84259 ,09930 -,3937 ,0023 -2,20 3,82

tertiär 86 ,3248 ,96644 ,10421 ,1176 ,5320 -2,15 4,07

Gesamt 229 ,0000 ,89834 ,05936 -,1170 ,1170 -2,29 4,07

Tabelle 10.11: Standardisierte Residuen 

Follikel
 

Zyklus Mittelwert
Untergrenze

Standardfehler
Obergrenze

95% Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze

Primordial
 
 
 

Dioestrus -,011 ,256 -,515 ,493

Metoestrus ,229 ,379 -,518 ,976

Oestrus -,901 ,268 -1,430 -,373

Prooestrus -,487 ,346 -1,169 ,195

Primär
 
 
 

Dioestrus -,296 ,268 -,825 ,232

Metoestrus ,176 ,256 -,328 ,679

Oestrus ,499 ,300 -,091 1,090

Prooestrus -,590 ,268 -1,119 -,062

Sekundär
 
 
 

Dioestrus -,046 ,206 -,451 ,359

Metoestrus -,395 ,200 -,788 -,001

Oestrus -,214 ,194 -,597 ,169

Prooestrus -,119 ,200 -,512 ,275

Tertiär
 
 
 

Dioestrus ,193 ,189 -,180 ,567

Metoestrus ,229 ,189 -,145 ,602

Oestrus ,337 ,163 ,015 ,658

Prooestrus ,548 ,194 ,165 ,931

Tabelle 10.12: Interaktionseffekt zwischen Follikelreifungs- und Zyklusstadium (mit Tertiärfollikel)
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Follikel
 

Zyklus
 

Mittelwert
Untergrenze

Standardfehler
Obergrenze

95% Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze

primordial
 
 
 

Dioestrus -,011 ,228 -,462 ,441

Metoestrus ,229 ,339 -,440 ,899

Oestrus -,901 ,239 -1,375 -,428

Prooestrus -,487 ,309 -1,098 ,124

Primär
 
 
 

Dioestrus -,296 ,239 -,770 ,177

Metoestrus ,176 ,228 -,276 ,627

Oestrus ,499 ,268 -,030 1,029

Prooestrus -,590 ,239 -1,064 -,117

sekundär
 
 
 

Dioestrus -,046 ,184 -,409 ,317

Metoestrus -,395 ,178 -,748 -,042

Oestrus -,214 ,174 -,558 ,129

Prooestrus -,119 ,178 -,472 ,234

Tabelle 10.13: Interaktionseffekt zwischen Follikelreifungs- und Zyklusstadium (ohne Tertiärfollikel 
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11	 Erklärung zur Dissertation

„Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige 

Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle 

Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nichtveröffentlichten 

Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen, 

sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgeführten und in der Disserta-

tion erwähnten Untersuchungen habe ich die Grundsätze guter wissenschaftlicher Pra-

xis, wie sie in der „Satzung der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Sicherung guter 

wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten sowie ethische, datenschutz-

rechtliche und tierschutzrechtliche Grundsätze befolgt. Ich versichere, dass Dritte von 
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