Ny

Abb. 5.2: PEX14-Markierung der AMH Knock-out Maus
In gcs Pex13 knock-out Mausen 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 wahrend der Follikelreifung besser zu verstehen. Die entwickelten Nachweis-
verfahren kdnnen zur spateren Charakterisierung dieser Knock-out Mause 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 fihren und Veranderung im gonadalen Hormonspiegel ausl6-
sen. Mittels dieser Knock-out Mause kann die peroxisomale Dysfunktion im gonadalen
Steroidmetabolismus besser aufgeklart werden. Eine selektive Induktion peroxisoma-
ler Stoffwechselwege kdnnte zur verbesserten Ovarfunktion beitragen und somit einen

Therapieansatz zur Steigerung bzw. Erlangung der weiblichen Fertilitat fihren.
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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 Uber die Beteiligung an B-Oxidation und Plasmalogensynthese bis hin
zum Metabolismus gonadaler Steroidhormone. Peroxisomen proliferieren durch Behand-
lung mit verschiedenen Pharmaka. Hierzu zahlen insbesondere Fibrate, Insulin-Sensi-
tizer, Prostaglandine und Leukotriene, die zur Aktivierung PPAR-abhangiger Gene, wie
z.B. der Gene des ersten 3-Oxidationsweges, fihren. 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 durchzuflhren. 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-(173)-Dehydro-
genase, der ABCD3-Transmembrantransporter, sowie PEX14 als Teil des membranstan-
digen Rezeptorkomplexes des Biogenesekomplexes ausgewahlt. Die Ovarien wurden
auch weiterhin auf qualitative und quantitative Veradnderungen der Peroxisomen wahrend
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 Peroxisomenflachendichte in den Tertitarfollikeln gegentber
den Primordial- und Sekundarfollikeln zuriickging. Ebenso konnte ein signifikanter In-
teraktionseffekt zwischen Follikelreifungs- und Zyklusstadium gefunden werden, der bei
Ausschluss der Tertiarfollikel noch starker wurde. Dies konnte durch eine lineare Zunah-
me der Peroxisomenflachendichte in den verschiedenen Follikelstadien zu unterschied-

lichen Phasen des oestrischen Zyklus begrindet werden.

In der Literatur sind erste Hinweise Uber die Auswirkungen von Defekten in der pero-
xisomalen Biogenese, die zu einer veranderten ovariellen Funktion und schlieBlich zur
Subfertiliat bzw. Infertilitat flihren. Der Einfluss von verschiedenen pharmakologischen
Substanzen (Fibrate, Insulin-Sensitizer) und die Auswirkungen unterschiedlicher pero-
xisomaler Gendefekte sollen in zuklinftigen Studien ausgetestet werden, um als neuer
Ansatz fr Therapiemdglichkeiten zur Steigerung bzw. Erlangung der weiblichen Fertili-

tat 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 B-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 B-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-(178)-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 Abkilirzungsverzeichnis

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

CO, Kohlendioxid

CoA Coenzym A

DAB 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

DAPAT Dihydroxyacetonphosphat-Acyltransferase

DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindol

DHAP Dihydroxyacetonphosphat

DHCA Dihydroxycholestansaure

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EM Elektronenmikroskopie

ER endoplasmatisches Retikulum

FSH follikelstimulierendes Hormon

GDF Growth differentiation factor (Wachstumsfaktor)

Glu Glutaminsaure

H,O, Wasserstoffperoxid

His Histidin

lle Isoleucin

LDL Low density lipoprotein (Lipoprotein niedriger Dichte)
Leu Leucin

LH Luteinisierendes Hormon (Luteotropin)

Lys Lysin

mRNA messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsaure)
NALD neonatale Adrenoleukodystrophie

PBS Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)
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PBD
PEX#
Pex#p
Pex#
PEX#p
PFA
PPAR
PTS
RCDP
RNA
ROS
SKL

TBS
TdT

TGF
THCA
TUNEL

uv

Val
VLCFA
VLDL
ZP

Peroxisome biogenesis disorder

Gen des Peroxin# (humane Nomenklatur)

Peroxin# (humane Nomenklatur)

Gen des Peroxin# (murine Nomenklatur)

Peroxin# (murine Nomenklatur)

Paraformaldehyd

Peroxisomenproliferator-aktivierte Rezeptoren

Peroxisomal targeting signal (peroxisomale Zielerkennungssequenz)
rhizomelische Form der Chondrodysplasia punctata
ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

reaktive Sauerstoffspezies

Serin, Lysin, Leucin (C-terminales Tripeptid-peroxisomaler
Matrxiproteine)

Tris buffered saline (Tris-gepufferte Kochsalzldsung)

terminal desoxynucleotidyl transferase
(Desoxyribonukleotidyltransferase)

Transforming growth factor (transformierender Wachstumsfaktor)
Trihydroxycholestansaure

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling

Unit

Ultraviolett

Valin

Very long chain fatty acid (sehr langkettige Fettsduren)

Very low density lipoprotein (Lipoprotein sehr niedriger Dichte)
Zona pellucida
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10 Anhang

101 ELISA

1011 Ermittlung der Standardkurve

Standardkonzentration Extinktion (450nm — 570nm)

20 miU/ml 1,057

10 miU/ml 0,599

5 miU/ml 0,267

2,5 miU/ml 0,154

1,25 miU/ml 0,078

0,625 mIU/ml 0,05

0,312 miU/ml 0,016

0 mlU/ml (Leerwert) 0,017
Tabelle 10.1: Subtraktion der Extinktionswerte

Standardkonzentration Extinktion

20 miU/ml 1,04

10 mlU/ml 0,582

5 miU/ml 0,25

2,5 miU/ml 0,137

1,25 miU/ml 0,061

0,625 miU/ml 0,033

0,312 miU/ml -0,001

Tabelle 10.2: Subtraktion des Leerwertes
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101.2 FSH-Volumenreihe

Standardkonzentration Extinktion (450nm — 570nm)
20 miU/ml 2,907

10 miU/ml 2,119

5 miU/ml 0,814

2,5 miU/ml 0,321

1,25 mIU/ml 0,124
0,625 miU/ml 0,072
0,312 miU/ml 0,057

0 mlU/ml (Leerwert) 0,035

Tabelle 10.3: Subtraktion der Extiktionswerte

Standardkonzentration Extinktion
20 miU/ml 2,872

10 miU/ml 2,084

5 miU/ml 0,779

2,5 miU/ml 0,286

1,25 miU/ml 0,089
0,625 miU/ml 0,037
0,312 miU/ml 0,022

Tabelle 10.4: Subtraktion des Leerwertes

Extinktion (450nm)

Extinktion (570nm)

Extinktion (450nm-570nm)

Extinktion - Leerwert

2,302 0,145 2157 2,122
2118 0,066 2,052 2,017
1,87 0,077 1,793 1,758

Tabelle 10.5: Extintionswerte Standardvolumen 100ul

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 80pl
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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 60l

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 40ul

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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Standard- Standard- | 95%-Konfidenzintervall
N Mittelwert | abweichung | fehler fur den Mittelwert Minimum | Maximum
Untergren- | Obergren- Ober- Unter- Ober-
70 70 Untergrenze grenze Untergrenze | Obergrenze grenze grenze
primordial 32 -,3409 ,65937 ,11656 -,5786 -,1032 -2,29 ,80
primar 39 -,0753 ,81037 ,12976 -,3380 ,1874 -1,50 2,04
sekundar 72 -,1957 ,84259 ,09930 -,3937 ,0023 -2,20 3,82
tertiar 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 Standardfehler 95% Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze Untergrenze Obergrenze
Primordial Dioestrus -,01 ,256 -,515 ,493
Metoestrus ,229 ,379 -,518 ,976
Oestrus -,901 ,268 -1,430 -,373
Prooestrus -,487 ,346 -1,169 ,195
Primar Dioestrus -,296 ,268 -,825 ,232
Metoestrus 176 ,256 -,328 ,679
Oestrus ,499 ,300 -,091 1,090
Prooestrus -,590 ,268 -1,119 -,062
Sekundar Dioestrus -,046 ,206 -,451 ,359
Metoestrus -,395 ,200 -,788 -,001
Oestrus -,214 194 -,597 ,169
Prooestrus -119 ,200 -,512 ,275
Tertiar 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 Tertiarfollikel)
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95% Konfidenzintervall

Follikel Zyklus Mittelwert Standardfehler
Untergrenze Obergrenze 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
Primar Dioestrus -,296 ,239 -,770 A77
Metoestrus 176 ,228 -,276 ,627
Oestrus ,499 ,268 -,030 1,029
Prooestrus -,590 ,239 -1,064 -117
sekundar 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 Tertiarfollikel

I [

151



GL'o

L0

G50
[
¥9°0-
eyl
av'L
110~
G6'0-
190~
vZ'0o-
90°0-
S¥'0-
Yo't~
Al
6€0
1°0-
€10
610
600"
89'0-
6.0
Sl
¥0‘C
S0
G-
250"
€0-
¥0'0-
100~
6€0-
€Lo-
9'0-
Le‘o-

800°C
¥0‘L-
L6€°0-
120
zs1'e
L0
€80°C
90L°C
6190
286'0-
868°0-
€560~
zLe'0-
€2€'0-
€80~
1190~
8260
100°0-
6190~
268°0-
€EV'0-
12v'0
¥G9°0
2660
G06°}
8G°0
8¥8°0-
LELO-
290°0
LL0%L-
GO'}-
SLv'0-
S¥Z0-
2590~
262'0-

166°L
€8.'0-
121°0-
1780
414
zLs'o
621
Gl'z
TLLO-
€0L°}-
920°}-
69°0-
950~
10g°0-
¥96°0-
69.°0-
6€9°0
802’0~
8/8°0-
AN
60L°0-
900
89¢’}
119°)
sz
LOEL
ZyL'o-
880°0-
880°0
S¥6'0-
926°0-
GOL}-
G68°0-
992"}~
1€6'0-

vese L91°SL  €0ble ZLLO0LLY 929 € 8¢l
98Y'C z€6'8C 192 69,28, 10T I 8¢l
¥esc €69'8L  96.8% 9ev'ICLe  L0LL € 8cl
vesT 7599 629¢l vee'ors Tyl [4 8¢l
vese lgL'sc  €zel9 G09°2S69L L/8L € 8¢l
98t'C ¥GE'0L 0929 90L'8¥9  S0S 4 8cl
981'C 9zL'vlL c66 Z80°9¥L %S 0 8¢l
98v'C 29'GL 89¢ 298°LY €l 0 8¢l
98v'c €25’y (k4 zieel 8l 0 8¢l
98t'C 8ve'8e 22088 119'VGLE€E T8BE 4 8cl
98v'C L29'6 9¢e 125°Le 0¢ 0 8¢l
98v'c €6z v.v6l 726'9267  L6LL € 8¢l
98v'c 9.¥'6 €629 GZE'96S 9599 4 8¢l
98t'C /8€'6C  2ESSTL 680'0689€ 1209 € 8¢l
¥€S'C /y6'6L  €0L6 G//'G18L TlT 3 8¢l
8LL°L Lov'e 6019 228'9/L  vve 4 9€¢C
v81L°C ves's ¢v0S 066'v6€ LT 4 14
¥8G°C €90Vl  v¥EST LZL'¥9GE  9¥9 4 e
¥85°C 80€9L  2€ES6C 6,00187 G8Y 4 144
808°C LeL'el Le6ey €95°0685 9611 € vee
808°C SY0'6L 29899 898°c€/Zl €Tl € 144
808'C LGE'S (444 185°ze 8 3 144
9.C 88'v¢C [4cici°r4 8€€'/GE9 /20l € cle
9L'C zzeTL  690€S 291°6€59 2OVl € cle
9.'C Lv'vL 1890G 6€9°€0EL 6VCL € cle
9L L0v'9 91§ gle'lee 202 4 cle
[4*K4 L¥'0L [S14°14 0829/ 10T € cle
A le€'vC  GS9LL L19°8EVLL 0€6 € %4
8€T'e 9/9'vL eVl LvLI9L €S 0 124
8eT'e 7186 0e8lL 965'6LL 2L 3 174
8€T’e 80v'0L  6.8YL 909'8¥5) €2¥ 4 A%4
A 90°'LL 80¢L G09'eel 99 2 %4
A ¥68°LL 1a401%°] v/8°/2¥9 9zvL € %4
A 00v.E'S  99€9 60LZvE 9Ll 4 (1%4
8ec'e 18L'vL  ¥ELLS €Le’IszL  zsel € (1%4

PIUYDS UOA 2737 Inj S8Y puels=¢ 347

Jal] UOA | 3¥Z Iny s8Y puels=g 347

XOIPRIUYOS UOA sabxd ayoe| 4N} Usnpisay auaisiplepuels=|~ 347
SNJIS800Id=} ‘SNIIS8O =¢ ‘SNISB0}BIN=Z ‘SnAs8oid=| SNz

ze0-
ze0-
¥G°0-
ze0-
Le0-
zz0-
0
v2'0
¥8°0-
8'0
60°0
650
PAdy
850
z'o-
¥0°0
65°0-
L€°0-
9'0-
T
160~
19°'0-
L¥'0-
AN
€6°0-
86°0-
S¥'0-
620"
62'c-
9¢‘}-
Ge'0
¥€0-
4]
ze0
GL'0-

¢ 34z

662°0-
662°0-
z61'0-
80G°L-
90S°IL-
9zy'L-
LYE0-
vGe'L

166°0-
20v'0

890°L-
9€9°0-
izl
GGE0-
8EL'0-
GGZ'0-
86.°0-
8€9°0-
G€8'0-
996°0-
96.°0-
6.8°0-
18€°0-
S00°0

9lzo

YeL L~
€2'0-

260°0-
808"}~
ZLo'L-
1290

€EY°0-
GE00

9vz'o

ZGL0-

Z 3z

rv6°0-
rv6°0-
4
Lz
802}~
GEL'L-
LGL'0-
¥l
€vL0-
z€eso
YrL'0-
1GE0-
806°0-
¥60°0-
€€€0-
6E1'0-
¥€6°0-
88.°0-
896'0-
880°}-
¥0°L-
9LL'L-
199°0-
L0~
10"
29z'0-
2950
889°0
118°0-
LSL'0-
865°0
990°L-
6€9°0-
VAady
180

=SV 4

z8'l

z8'l

28l

z8'L

z8'L

298°L
8v9'z
v92'2
9,'C

80L°¢
958'2
958'Z
958°z
80L°c
801L°¢
80L'c
80L'c
958°z
801L'c
866'C
ozL'e
9zL'e
9zL'e
ozL'e
ozL'e
9zL'e
9zL'e
9zL'e
rre'Z
rre'Z
rre'Z
vre'z
918'C
9182
AN

oxoIp
-Muyos

CLLL
14584
19.°C
Svv'y
80€'c
L¥6'€
10€'9
€99°G
859l
€60't
L6
9/'c
vy
¥€6'C
20z,
9/6'G
656'G
2911l
P16°)
89¢°L
€Ly
85'8
166't
9€8°¢
16L'€
8299
8029
16L'€
8¥S5'S
868
181°C
1989
6v7'8
920'8
2856
sabxd
ayoe|4

m::t¢>>w5< ayosiisiiels 201

9¢19¢
[4%°]
VA%i4
344
00°0€62
9¢0S
€18¢
ceest
¥€59¢
PARAS
ol
0ge
9Ly
102
19€6
1188
86¢
¥8€1LE
9cl
144
86¢
€087l
€8Y5
[4:14
L€C
€6G95¢
L€GGL
Lec
€9G6¥¢
Slv
006911
28061
L1€GL
4213593

Z6971
sab
“eyoel4

1€8'v102
z8¢e'ee
9z8'eel
€LL'8l
¥26°96
9/€'861
162'0vC
G89'/98
LEE'66EY
[4TAVNAS
896G
8ve'9
6LLL
168'S
L19'v29
60€‘c6Y
6lLL'eT
280°€0S€
806°L
680°€E
6LLYL
160°0.2)
986°€.LC
81801
1518
182'00L1L
¥91'v96
162'8
GGLT9EL
8G'cl
€00'85¢€
9e'0LEL
€eL'v6eTl
186°2501

182'10%L
xd
“ayoe|4

VLL
[4%
¥0¢
e
il
98¢
6L
el
€6EL
809
€6
Ll
0C
14
3014
¥0€
€¢
6011
L
vl
9l
66¥
€ce
14
24
194
9€8
24
688
9€
[4:1 7
89/
099
LLE

[e17]
abuel
Tuno)

LEL
LEL
LEL
pAAS
LEL
96

€eC
€¢e
[444
(034
(034
ole
0le
(074
ole
ole
ole
V%4
ole
(44
[4v4
[4v4
[4v4
(44
[4v4
(404
[40r4
[4ir4
61
Y61
Y61
¥61
61
Y61
c6lL

M M O O M - O - MO O - - N N O O «~ MO N NO -« N M NNNNON-«TN~—~M

1904 Rluyds

152

[/



zLo
S0°0-
G50~
610
160
€Yo

£9'0
S00
121
19°'0-
ZL'o
66°0-
€50
S0°0
¥Z'0-
¥Z'0-
GzZ'0-
y¥'0-
€G°0-
9€°0-
z'c
8L'0
66°0-
900
Ge'0-
98'0-
120
¥Z'0-
62°0-
GE'0
G0~
190~
¥50-
v€'0-
ze0-
86°L
16'0-
99°)

G200
90°0-
€0S°0-
8zZL'0
2010
LE€°0
¥€S0
¥2'0-
659°0-
9v9°0-
GLE0-
6610
8.1°0-
LEL L~
100
GOL'L-
9veL-
8veL-
LG€°}-
vee'L-
90€°L-
GSLL-
€20°L-
600°L
G180
1800
Lv'0-
806°0-
260°0-
G250~
LLS'0-
G9E0
€2€'0-
80S°0-
2ov'o-
622'0-
Lz'o-
6GL°)
¥€2°0-
810z

€09°0-
L.'0-
eLiL-
GGG'0-
¥0€°0-
¥9€°0-
¥81°0-
605°0-
9ev°0-
vey'o-
9/1°0-
LYE0
€00°0
998°0-
S/L0
8110~
8660~
1-
800°L-
1880~
296'0-
¥28°0-
€0L°0-
SLL
G6°0-
121°0-
9€9°0-
GEO'L-
162°0-
989°0-
82L'0-
1210
10G°0-
1190~
€150~
SLy'0-
86€°0-
86€‘L
Zr'o-
¥E9'L

v92'c
90zZ'c
902'c
90Z'e
90Z'e
90Z‘e
90Z'e
90Z'e
¥92°C
8v6°L
8v6°L
8v6'L
8v6°L
8v6°L
424
44
444
[4¥4
8v6°L
444
444
[4*¥4
gl'e
alL'e
gl'e
gl'e
gl'e
alL'e
al'e
gl'e
8.
1444
z8LC
z8LC
414
z8L'e
T/8C
14594
28T
2.8C

128
GGS'S
885'S
Loe'gl
6559
1€9'8
682°S
6159
99¢‘LL
Gzz'sl
veo‘zl
1G8°LL
80v'L
SOv'L
v.6'S
z68'c
2999
€8.°L
Sve'e
906'2
8€9°0C
LL6'€L
6v'L
€106
666°v1L
9891
g0'ze
G66'8
9Lyl
v'el
19°L
zig'e
lge'e
89y
v.8'C
6L'Y
28L'S
8666
60Z°€
8v'9

099¢
LLE
89¢6
€8v.c
09161
[X4%3]
8€.C
8¢.
cll6ee
9680¢
€061
00661
¥529
G89
[4%]
919
88Y¢
v.ive
18
994014
686.¢
Ce0Ee
06¢S
y€8
Lesi
0c9ee
18€EL
1£°1%4
evvee
81181
v126
¥0.S
8088
19€L
65
828.L
vely
.89l
9l
(A

z8T'eeT
zv6'0C
968°/1G
¥GL'9¥0S
18€°9/21
981812
€18'ryl
€G5'8Y
990°22€€
900°108€
650°LLET
£¥5'65€C
9€€°005
¥ZL'0S
£81'vS
G16'€C
L1€2€T
165261
829°C
0v9'61L€
0£€'922S
106719V
122 96¢
808'LY
Gel'gee
L11'986€
1150562
L6961
LLo'GyLe
[4%:Wka74
¥12902
¥2Z€'002
86,162
€219
TL0'LL
L96'v.LE
zieiLee
€90°/891
€92°S
98€'6LY

88
e
65
oS
SLiL
06¢€
¢l
924
SoLL
€8¢
288
€68
[474
6l
L€
6€
orl
L6
S
[4%4
196
806
98l
12
L1
909
6Ly
19
19S
665
6EY
€ee
4514
S
or
96€
/81
453
14
e

M O M AN AN «~ —~ AN N ANANM~—ANM~— - AN O ANNODANAN~— AN~ AN ANOO®O~— N OO O N~ N

S61
S61
S61
S61
S61
S61
S61
S61
L6l
ol
ol
i3
vl
ol
ol
ol
vl
ol
ol
il
vl
ol
gel
Sel
el
Sel
el
gel
el
Sel
el
16

06

06

06

06

134
2124
2124
1124

Lo
G50~
L'o-
910
90°0-
100
zz'o-
GL0-
8Z°0-
v-
eyl
8€'0-
€2°0-
G0'L-
€70~
10~
6'l-
¥Z'L-
z8'e

vi-

90'0

90

Le)-
zr'o-
€€l
ze0-
20"

820~
€70
€10
G50
L'o-
8L'0

890
€20~
111°0-
€180
G6G°0-
€0v°0-
262'0-
8120~
910~
¥22°0-
€61°0-
90z')
£YE0-
612°0-
Z6L°1-
8G9'0-
¥68°0-
SLv'L-
906°0-
£ZY'e
Zro'L-
Al
€0S°0-
G8t'0
z€80
689°0-
6€0°0-
818'0-
LEL-
9zZ'I-
¥S€°0-
6500
¥90°0-
959°L
8.€°0-
1220
¥20°0-
Zrr'o
zLo-
¥80°L-

1454

9Lv'0-
220°L-
950°L-
1G8°0-
289°0-
850~

€16°0-
90~

¥95°0-
610~

z.8°'L

6St'0

TS0

GlLeo-
ZLL'0

£v0°0-
v.5°0-
GS0°0-
¥68°€

8.1°0-
890°}-
Yrady
v.v'0

160

165°0-
¥00°0-
vLL0-
voLL-
180}~
¥66°0-
2190
62L0-
6€8°0

910}~
¥9v°0-
£€69°0-
892°0-
vL.'0-
€280~

2/8C
T.8C
z/8C
YLEY
82.°C
6e'y

6E'Y

6E'Y

6e'y

8z.C
vSe'y
vSZ'y
vSe'y
vse'y
4] 4
Zle'g
8lee
8iz'c
8le'e
8¥9'C
8Y9°C
8Y9°C
8v9'c
8¥9'C
8Y9°C
80v‘C
80v'C
80v'C
8G8°C
898
898
8498
8498
898
958
958°C
998
¥E€ST
¥es‘e
¥€G°C

9G's
LLY'9
vvl'L
180°C
8,91
€€'9
60.'9
z82'G
896'G
ves's
L9S‘0L
828',
2616
S¥8°'9¢
¥6€°L
P&yl
6€2'Cl
1099
zLELL
L0's
€1€°0C
£V6°€C
826°€l
62L'7L
8068
vy
8286
PYeE'SL
95¢e‘8
181l
Slv'ze
LEL'S
£Y0'61
41 %4
€8Z°01
zo'elL
866°L1
6EV'6
L¥8'vl
€98'€L

9¢8¢
7166
€€.L5¢
pxa
G980¢€
ve0y
1€.6
Sly
2c86
8168
0L
0cs
689
1881l
Y399l
€699
180€¢
1€901
€6LEl
vy9
Lse
896¢¢€
ve6vl
686.¢
8ESY
29.€€
G6G8€
06.c€
092
8€05¢
[4274%
99¢
[423¢]
L1568
0ve8
S0.L.¢
y6cvy
¥9€ce
66109
L€GGC

9zL'LGL
GES‘IY9
¥9.'2661
§9'C
LYL'6LLS
126°S52
£58°259
26°'le
1/1'98G
98€‘ 1LY
ze'L8
998'/¢
£62°89
G92'8.22S
l62°2C)
€G.'6128
819°Ge8e
2S.°10L
80€°005}
S¥6'LLL9L
99G°LLG
825°€68.
080¢
§zeLy
SYZvovy
9se‘zozy
L11'€6L€
862'1L€0G
959°0€2
8869562
Glsiee
vze'ee
1¥9'zseel
6€5°12961
209°258
161°209€
Y6EVLES
8€6°0LLC
18G°16V.
€9€'6£GE

il
(244
3543
14
vi8
181
1€9
e
6.y
oy
6¢
3%
[44
€vGlL
S8
6991
909
6€9
L€€
8l
€0l
60€L
000}
66¢1
6€C
Sv.l
891l
6€Cl
c8l
68¢€L
€L
[44
660¢
1202
o]
oclL
8/¢c
8lcl
621
€.

M M O O O N OO O ~ N AN MO OO O NNNTOOOHOOHOOHONNDOO «~ ™M NONNMmOM N «—

8lc
1124
124
8l¢
10¢
L0¢
10¢
10¢
10¢
L0¢
€61
€61
€61
€61
€61
€61
cl

cl

cl

ocl
ogl
ocl
ocl
ocl
ogl
ocl
ocl
ocl
6¢l
62l
62l
6¢l
6¢l
6¢l
6¢l
6¢l
6¢l
8¢l
8¢l
8¢l

153

[/



G00-
4
260
810~
PAdoy
ve'L
v2'0-
120~
z0
iz

S¥'0
9.0
GL'o
L-
68°0-
G9°0
6v'L
100
Gl'z
€10~
29
69°0-
Lo
Gv'l
Ge'0-
Zy'o-
6Vl
S50
€L0-
10T
900~
LE0

Sl

6€0
8.0
€20
120

12.°0-
689°L
9050
6LLL
GLV'L
L6'C
vve'L
190~
G120~
6€20-
69°0-
29v°0-
161°0-
660
¥00°0
960°0
816°L
1€9°C
LLEL
€L1'0-
9200~
82'C
95G°0-
8zZL0
990°}
L¥'0-
$€G°0-
LoL'L
z8L'0
YEV'0-
SY'L
G/€0-
¥50°0-
60€°0
Ge'l
£6€°0
8z.0
8Lzl
610

861°0-
20L°}
8290
veL'L
LG
88
€l
Srv'0-
980°0-
250°0-
¥'0-
16L°0-
G500
€eL’L
€€2°0
L1€°0
6.6°L
GE9'T
8Y'l
2020~
9/2°0-
Ti8°)
yL2'0-
600~
99.°0
G€9'0-
¥69°0-
1620
L¥0°0-
€09°0-
9Ll
6¥5°0-
952°0-
G0°0
G2Z0'L
4140
85¥°0
7060
L0S°0

¥00°€
9eL'e
9€eL'e
9eL'e
9eL'e
9eL’e
6€C

yis'e
vis'e
9€6°¢
9€6'¢€
9€6°¢
9€6°¢
299
299°C
299°C
98L°C
901
z6£C
z6£C
98LC
98l
98L°C
vv'e

vv'e

vv'e

1444

90LC
8z.C
8z.'C
82.C
82.C
82.C
ze0'C
velL')
riv'e
8z’
vey'e
¥Zy'e

6169
L06°L
€16l
18€°2
SY9'y
8zv'e
€LL'6
Lee's
G6.°9
gz'ee
6.0°02
7068
LozL
¥69°0L
v's
Lry'yl
€zL'y
vre'sL
690°€Z
68¥°LC
¥S0‘LE
00220'62
8002
209°2
€SL°0L
666°LL
zie's
9zs0L
12L'S
G95‘e
99€'S
958G°¢
1G1°8
6LL'€
€G1°0L
9€6'L
6YS‘y
128y
60t'6

818¢
19l
061
8Ly
[4%3]
96
98¢
cove
92e8
60901
918
08LL
¥.8¢
fagcic]
80¢
AR
0861
9¢6¢l
soeet
286EY
0861
9evl
19¢el
£€8181
¢L9E
099¢l
608
e8eel
€8.
caey
16€
jord %
86¥
a8y
0801
§9¢8L
689¢
6lc
06.1€

€¥2°99C
190°¢
GE9'E
G8°80¢
9v9°8e
Leee
z6v'LE
€GY'€ST
2G1'59S
€05'GE06
S¥8'e9l
190601
yv'z9e
89/°26S
zeT'LL
99'v.
€29'v.
196°/861
¥9'8€82
Z62°LSY6
YEL'99¥GL
9LE'65€
¥10'¥992
8.0'G0YL
818z/¢
€L0'61G1
625'9¢
658071
6v9°L0Y
vLS0SL
18602
99181l
2290y
15€'€8L
259601
0LS'6vYL
gzezel
9.v'6
LziLieee

413
8¢
%4
lec
16

8l
VA4S
c08
968
L€
14
96
[4V4
L
6¢
il
89¢
856
818
9.8
9€
[4°74
€89
343
9Ly
e
Sy
16¢
SGl
9
[4:13
e
89¢
18
0.8
S6
Ll
9L

M O N M «~ N O N O NN M« AN MMOM—TOMMmOMmONOANOONNNOMMONOOT—TNO O N

L2
8€¢
8€¢
8€¢C
8€¢
8€¢
1€¢
9le
9l¢
143
143
8yl
8vl
VA4S
yA4)
yA4)
yA4)
Lyl
ovl
ovl
orl
orl
ovl
6€l
6ElL
6El
6ElL
6gl
13

Ge

Ge

Se

°13

Ge

ce

0ce
€0¢
€0¢
€0¢

z80
80°0
€0
GG'L
8v'0-
L0
zL'o
6€0
€9°0-
vZ'o
29l
6Z't-
99°0-
vLL-
rio-
880
v'L
Lz'o-
6€°0-
v'L-
zr'o-
9'0-
1€°0-
120
vyl
'L
ze
100
160
20T
¥Z'0-
€10
9'0-
4
Gl'o-
9z'0
8G'0
yL0-
zLL
4]

rve'o
620"
G60°0-
€62°)
Slady
z6v'y
60L°)
6550
€1€°0-
et}
LLE'L
4
18G°0-
266°0-
6EL°0-
L9%'0
S06°0
LLY'0-
629°0-
Sy0°L-
802°0-
9€°0-
651°0-
18€°0
6€'L
Sov'L
10T
Sl440)
121
691°C
1220
GG'0
G/0'0-
GLL'C
1610
¥¥S0
S¥G'0-
€52°0-
¥28'0
vL'0

0
6.5°0-
LOv'0-
998°0
120"
¥8.'€
8690
961°0
665°0-
v20°0
220
6v¥2'0-
9€2'0
€10~
S¥9°0
z6L°L
16G°L
£ve0
8610
181°0-
Z85°0
2]
1290
vZL'L
¥0'c
¥S0°C
€92
6EY'0
6L
10z
6€2°0
€€G°0
9€0°0-
196°L
9020
8250
G9v°0-
206°0-
180°0
v¥S0-

vev'e
vev'e
vev'e
vZy'e
8.'c

v68°L
v9Z'c
¥92'C
v92Cc
v92'C
v92'e
¥92'C
v92Cc
v92'C
208t
208t
208t
208°L
zLv'e
GG'C

GG'C

g5

gs‘e

GG'C

§S°C

g5

86€°C
86€°C
2661
266}
266}
266°L
2661
vey'e
vey'e
¥Zy'e
¥92°C
¥92°C
¥9z'c
¥92°C

8v6°c
L2l
Lol
126'Y
00L¥8'9)
G66°G
LL€'9C
o'yl
126'GC
€98'81L
786'8L
v8v'CL
180'cl
¥.,0°92
160°SC
969'62
Lsie
9856
88¢€'8
9.'8
686°€C
€86°C
00€59'G
120'0L
G186
SYZ's
S0Z'9L
1129
6EV'9
209'c
1209
szl'e
0026591
¥59°L
144%4
S.¥'0L
£¥Z'S
L9s'e
196°¢
1669

2689
ov/icl
Ges
0€G6e
691
12114
42174
€LL)
99¢|
1G09¢
LyGEE
09lve
9¢sey
0041
0€0¥8
€8G1G
SLov.
SLvL
80¥
oceel
1S60%
[ A%
9261
¥G/81
61¥8
L0GL
00°L952L
9G1€
yesvl
6891
88Y.
[Ac]
96662
G99
Sl
96681
[474
98¢
L2
oG

960°C/Z
€8y’ LIyl
GZ0'eS
€26'€LL
092282
Zhest
825159
LLY'952
9ez'8Te
000'vL6¥
295'89€9
yEL'9L0E
928°29SS
8SZ'evy
gge‘osole
880°8LEGI
129°0266G1
¥SS9LL
£2C've
2L0'8GLL
G/1°GZ86
0ee‘geL
LG€'€L0L
18’6881
Gze'9zs
Zv0'6.
oLs'seoe
€16'261
002°S€6
8€8°09
258'05Y
G/8°/1
9€6'9/61
668°0S
z8¢'9
LvL'Ev6lL
889°Cl
¥8L°0L
68601
612'697

65€
98¢
6l
gel
09l
191
G6
88
9g
966
clLiL
L6
901
17
086¢
0esl
4198
LLE
6l
8.G
0SS
8¢l
1601
102
[x4
€9
1G€
ocl
918
98
L€
SS
8.G
9¢
L
[472
Sl
e
[44
[4ci4

M O «~ O ™M O O ™M «~ M N M ANM~—ANOMOMONMMmOMOMOMOM™“—OMMANOM—T~— N — N O ™ N

€0¢
€0¢
€0¢
€0¢
vel
€el
€el
el
€el
€el
€el
€el
€el
€el
cel
cel
cel
[44%
9¢¢
9¢e
9¢e
9¢¢
9¢e
9¢e
9¢e
9¢¢
1424
1424
1424
1424
1424
1474
1424
961
961
961
S61
S61
S61
S61

154

[/



11 Erklarung zur Dissertation

LHiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstdndig und ohne unzulassige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngeman aus verdéffentlichten oder nichtveréffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Ausklnften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Disserta-
tion erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlicher Pra-
xis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Gielen zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten sowie ethische, datenschutz-
rechtliche und tierschutzrechtliche Grundsatze befolgt. Ich versichere, dass Dritte von
mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen flr Arbeiten erhalten haben,
die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, oder habe
diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit wurde weder im Inland noch im
Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehérde zum Zweck
einer Promotion oder eines anderen Prufungsverfahrens vorgelegt. Alles aus anderen
Quellen und von anderen Personen Ubernommene Material, das in der Arbeit verwendet
wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht.
Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung
der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.”

Ort, Datum Eva-Maria Hesselbach

[/

155



12 Danksagung

Mein grofter Dank gilt Frau Prof. Dr. Baumgart-Vogt, die mir die Forschungsarbeit zu
diesem Thema ermoglichte und mir stets hilfreich mit ihrem groRen praktischen und

theoretischen Wissen zu Seite stand.

Des Weiteren danke ich allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fur ihre Unterstitzung im
Labor, besonders Herrn Dr. Dr. Klaus-Peter Valerius fir die Hilfe bei der Perfusion der
Tiere und Frau Bianca Pfeiffer, Frau Elke Rodenberg-Frank und Frau Magdalena Gott-
wald, die stets mit Rat und Tat bei labortechnischen Fragen zur Seite standen. Frau
PD Dr. Barbara Ahlemeyer danke ich fur die Einarbeitung am konfokalen Laser-Raster-
Mikroskop (CLSM).

Ein weiterer Dank gilt Herrn Dr. Phillip Grant fir die Hilfe zur Erarbeitung der statistischen

Auswertung. Die schéne Zeit im gemeinsamen Buro wird in Erinnerung bleiben.

Herrn Domkapitular Monsignore Dr. Stefan Rambacher danke ich fir die Unterstitzung

bei der lateinischen Ubersetzung.

Von Herzen danke ich meiner Familie, insbesondere meinen Eltern, die mich immer

unterstitzt und ermutigt haben, meinen Kindheitstraum zu leben.

Vielen Dank!

Wirzburg, Maria Himmelfahrt 2013

[/

156



