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1 EINLEITUNG 

 

Die neuroendokrine Steuerung der Ovarfunktion beim Hund weist im Vergleich zu 

anderen Haussäugetieren zahlreiche Besonderheiten auf. Ein solches Spezifikum ist der 

bereits präovulatorisch einsetzende Progesteronanstieg follikulären Ursprungs. Über die 

Mechanismen, die bei der Hündin zur Luteolyse bzw. lutealen Regression führen, ist 

jedoch wenig bekannt. Anders als z.B. bei den landwirtschaftlichen Nutztieren, scheidet 

beim nicht graviden Hund ein Luteolysin (Prostaglandin F2α; PGF2α) uterinen Ursprungs 

aus (Hoffmann et al., 1992). Der unmittelbar präpartal und parallel zur Luteolyse 

auftretende PGF2α-Anstieg (Nohr et al., 1993b) weist jedoch auf eine mögliche 

luteolytische Wirkung endogenen PGF2α’s hin. In Übereinstimmung mit dieser  Folgerung 

haben Untersuchungen bei graviden Hündinnen gezeigt, dass mit PGF2α bei 

entsprechenden Dosierungen eine Luteolyse und damit ein Abort induziert werden konnte 

(Romagnoli et al., 1991; Übersicht bei Riesenbeck, 1997). 

Insgesamt weisen die Beobachtungen beim Hund somit auf eine Bedeutung von PGF2α als 

luteolytischer Faktor hin. Informationen über die dabei zugrunde liegenden 

Wirkungsmechanismen sowie über den Ort der Synthese von PGF2α liegen jedoch nicht 

vor. 

 

Untersuchungen bei Mensch (Rossmanith et al., 1990) und Schwein 

(Wuttke et al., 1998a,b) haben gezeigt, dass Substanzen, die im Corpus luteum (CL) 

produziert werden, wie z.B. Steroide, Eicosanoide, Zytokine und Wachstumsfaktoren, als 

auto- und/oder parakrine Faktoren ebenfalls an der Steuerung der lutealen Progesteron- 

und Estradiol-17β- Sekretion beteiligt sind. Hoffmann et al. (1996) vermuteten daher, dass 

ähnliche Mechanismen auch bei der Hündin zur Wirkung kommen. 

 

Im Hinblick auf diese These war es Ziel der vorliegenden Untersuchungen, Informationen 

über eine eventuelle Bedeutung von PGF2α als parakriner/ autokriner Regelfaktor bei der 

lutealen Regression der Hündin zu erhalten. Dieser Frage wurde durch Erfassung der 

Expression der Cyclooxygenase 1 (Cox1) und Cyclooxygenase 2 (Cox2) auf mRNA- 

Ebene und Proteinebene sowie der Prostaglandin F- und E-Synthase (PGFS, PGES) und 

des Prostaglandin F Rezeptors (PGFR) auf mRNA- Ebene nachgegangen.  
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Den in Ergänzung dazu durchgeführten Untersuchungen zur Erfassung der 

3β- Hydroxysteroid Dehydrogenase-∆4/5-Isomerase (3βHSD) lag die Überlegung 

zugrunde, dass die Expression dieses Schlüsselenzyms der Steroidbiosynthese einmal als 

Parameter zur Charakterisierung des Funktionszustandes der Luteinzellen herangezogen 

werden kann, darüberhinausgehend möglicherweise aber auch den Endpunkt einer die  

Progesteronsekretion kontrollierenden Reaktionskaskade darstellt, an der u.a. auch 

Eicosanoide beteiligt sein können.  
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2 LITERATURÜBERSICHT 

 

2.1 Verlauf der Sekretion von Progesteron bei der ingraviden und graviden Hündin 

 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nomenklatur der Zyklusphasen der Hündin 

wurde 1987 von Feldman und Nelson definiert. Entsprechend dieser Definition lässt sich 

der Zyklus der Hündin in den Proöstrus, mit der Dauer von 3 - 16 Tagen, den Östrus, der 

etwa 4 - 12 Tage dauert, den Diöstrus, dessen Dauer zwischen 60-90 Tagen schwankt, und 

den Anöstrus mit der Dauer von 15 - 265 Tagen unterteilen (Feldman und Nelson, 1987). 

Analog zu anderen Spezies ist der Diöstrus auch bei der Hündin die Zyklusphase, die 

durch die Progesteronsekretion der sich an- und rückbildenden Corpora lutea (Gelbkörper) 

gekennzeichnet ist.  

Eine Besonderheit der Hündin ist, dass die Luteinisierung der Granulosazellen schon vor 

der Ovulation, also während des Östrus, durch den Anstieg der Progesteronkonzentration 

im peripheren Blutplasma erkennbar wird. Bei einer Progesteronkonzentration von etwa 5 

ng/ml wird die Ovulation beobachtet (Concannon, 1993). 

Bei der Hündin wird Progesteron sowohl im Diöstrus als auch während der Trächtigkeit 

nahezu ausschließlich in den Corpora lutea gebildet.  

Der präovulatorische Progesteronanstieg setzt sich post ovulationem (p.o.) weiter fort und 

erreicht innerhalb von 20 - 30 Tagen p.o., d.h. im ersten Drittel des Diöstrus, den 

Höhepunkt. Die Progesteron- und Estradiol-17β- Konzentrationen im Plasma sind bei 

graviden und ingraviden Hündinnen nahezu identisch (Concannon et al., 1989; 

Hoffmann et al., 1999; Jones et al., 1973). 

Allerdings läuft bei ingraviden Tieren die Progesteronproduktion in den Corpora lutea 

langsam aus; der Fixpunkt von 1 ng/ml, bei dem definitionsgemäß die Phase des Anöstrus 

erreicht wird (Concannon, 1993), wird teilweise erst nach mehr als 100 Tagen p.o. erreicht. 

Bei graviden Tieren fällt dagegen die Progesteronproduktion 12-42 Stunden ante partum 

von Konzentrationen um 10 ng/ml abrupt auf < 2 ng/ml mit der Geburt ab (Concannon und 

Hansel, 1977; Concannon et. al., 1989). Dieser Verlauf lässt auf ein zu diesem Zeitpunkt 

aktiv wirksam werdendes luteolytisches Prinzip schließen.  
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Abb. 1 zeigt schematisch den Progesteron (P4) -Verlauf bei der ingraviden und graviden 

Hündin. Daraus ist ersichtlich, dass die luteale Regression zunächst einheitlich etwa ab 

dem 35. Tag p.o. einsetzt, dass eine aktive und nur über wenige Stunden anhaltende 

Luteolyse jedoch nur bei den graviden Tieren zu erkennen ist. 

 

 
 

Abb. 1: Verlauf der Hormone Estradiol-17β und Progesteron im Reproduktionszyklus 

der nicht-graviden (a) und graviden (b) Hündin (nach Hoffmann et al., 1999). 
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2.2 Morphologie des Corpus luteum (CL) 

 

Beim CL handelt es sich um eine endokrine Drüse von zeitlich begrenzter Lebensdauer, 

die sich nach der Ovulation aus den Granulosa- und Theca interna-Zellen des ovulierten 

Follikels anbildet, wobei - in Abhängigkeit von der Tierart - die Granulosa-Zellen in große 

und die Theca-Zellen in kleine Luteinzellen umgewandelt werden. Beide Zellpopulationen 

stellen z.B. beim Schaf etwa 23 % der Gesamtanzahl der Zellen im CL, was ca. 43 % des 

gesamten Volumens entspricht. Die Stromazellen, bei denen es sich hauptsächlich um 

Endothelzellen und Fibroblasten handelt, bilden beim Schaf ca. 70 % der gesamten 

Zellpopulation (Farin et al., 1986). Im Unterschied zu Schaf, Mensch, Rind oder Schwein, 

ist die Einteilung in große und kleine Luteinzellen beim Hund lichtmikroskopisch nicht 

möglich (Andersen and Simpson, 1973) (Abb. 2). 

 

 
 

Abb. 2: Corpus luteum der Hündin, Tag 65 p.o., Hämatoxilin-Färbung. 
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Elektronenmikroskopisch weisen die Luteinzellen bis zum ca. 30. Tag p.o. runde Zellkerne 

mit homogenem Chromatin, ein ausgeprägtes glattes endoplasmatisches Retikulum (gER) 

und kleine Lipidvakuolen im Zytoplasma der Luteinzellen auf. Die Luteinzellen liegen zu 

diesem Zeitpunkt dicht nebeneinander. Ab dem 45. Tag p.o. nimmt der interzelluläre 

Abstand zwischen den Luteinzellen allmählich zu, gleichzeitig sinkt die Anzahl an 

Blutkapillaren und es werden zunehmend Kollagenfasern in der interzellulären Matrix 

sichtbar, die Struktur des glatten endoplasmatischen Reticulum der Luteinzellen wird 

undeutlicher. Diese ersten Degenerationserscheinungen der CL werden ab dem 60. Tag 

p.o. markanter, erkennbar an dem Auftreten einer zunehmenden Anzahl polygonaler und 

pyknotischer Zellkerne, was als Ausdruck einer beginnenden Chromatinkondensation 

angesehen wird. Das degenerierende glatte endoplasmatische Reticulum nimmt eine 

wirbelähnliche Struktur an; es umgibt große Lipidvakuolen. Zwischen den Tagen 75 und 

113 p.o. stellen sich die Zellkerne überwiegend lobuliert mit einem Anstieg des Gehaltes 

an Heterochromatin dar. Erste vereinzelte apoptotische Signale in den CL der Hündin 

wurden am Tag 40 p.o. beobachtet (Sonnack et al., 2003). 

Neben Lutein-, Stroma- und Endothelzellen wiesen Hoffmann et al. (2004a) als eine 

weitere Zellpopulation im CL der Hündin CD-8 und CD-4 exprimierende Leukozyten 

sowie Makrophagen nach. 

 

2.3 Endokrin wirksame luteotrope Regelfaktoren 

 

Luteotrope Mechanismen unterstützen das Wachstum und/oder die Funktion des CL. Die 

Menge des produzierten Progesterons hängt vom Volumen des Progesteron-

produzierenden Gewebes, dessen Durchblutung und seiner Kapazität zur 

Progesteronsynthese ab (Niswender et al., 2000). Auf molekularer Ebene limitierend ist 

dabei die Expression der für die steroidogenen Enzyme kodierenden mRNA und die 

Aktivität der Mechanismen, die für die zelluläre Aufnahme und den intrazellulären 

Transport von Cholesterol verantwortlich sind (Niswender et al., 2000). Zu den Hormonen, 

die einen positiven Einfluss auf das Wachstum und/oder die Funktion des CL haben, 

gehören u.a. Luteinisierendes Hormon (LH), Prolaktin (PRL), Growth 

Hormone/Wachstumshormon (GH), Insuline Like Growth Factor 1 (IGF-1), Oxytozin, 

Prostaglandin E2 (PGE2) und Prostaglandin I2 (PGI2) (Niswender et al., 2000). 
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Bei der Hündin sind die Corpora lutea im ersten Drittel des Diöstrus unabhängig von 

einem gonadotropen Einfluss. Weder eine Hypophysektomie, noch eine Hemmung von LH 

oder PRL führte in dieser Phase zu einer Luteolyse (Concannon, 1980; 

Concannon et al., 1987; Okkens et al., 1986). Ab dem zweiten Drittel der Lutealphase war 

eine Hypophysektomie mit einem Funktionsverlust der CL verbunden (Concannon, 1980), 

als luteotroper Faktor erwies sich dabei insbesondere PRL (Concannon et al., 1987; 

Okkens et al., 1990), aber auch dem LH kommt eine luteotrope Bedeutung zu (Concannon, 

1980, Concannon et al., 1987). 

Sowohl bei der graviden als auch der ingraviden Hündin steigt die Verfügbarkeit von LH 

im Verlauf der Lutealphase bei gegenläufigem Progesteronprofil signifikant an. Ein 

entsprechend ähnlicher Konzentrationsverlauf ergibt sich für Prolaktin (Onclin und 

Verstegen, 1997). Dies lässt die Aussage zu, dass weder während der Gravidität noch bei 

der ingraviden Hündin die Regression der Corpora lutea auf einen Mangel der luteotropen 

Regelfaktoren zurückzuführen ist (Hoffmann et al., 1996, Hoffmann und Schneider, 1993, 

Riesenbeck, 1997). Daraus lässt sich schließen, dass überwiegend auto- und/oder parakrine 

Steuerungsmechanismen für die luteale Regression verantwortlich sein müssen 

(Hoffmann et al., 1996). 

 

2.4 Ausbildung endokrin wirksamer luteolytischer Mechanismen 

 

Als luteolytische Vorgänge werden Mechanismen bezeichnet, die dazu führen, dass die CL 

ihre Fähigkeit zur Progesteronsynthese verlieren. Dabei werden zwei Vorgänge 

unterschieden, die funktionelle Luteolyse, die durch einen Verlust der 

Progesteronsynthesekapazität charakterisiert ist, und die strukturelle Luteolyse, der 

Veränderungen im histomorphologischen Aufbau des CL zugrunde liegen (z.B. das 

Auftreten von apoptotischen Zellen oder Einwanderung von Immunzellen).  

 

Landwirtschaftliche Nutztiere 

Bei den landwirtschaftlichen Nutztieren (Rind, Ziege, Schaf, Schwein, Pferd) wird die 

Luteolyse des CL cyclicum durch Freisetzung endometrialen PGF2α’s verursacht. Auch 

die Luteolyse der Corpora lutea graviditatis bei Schwein, Ziege und Rind ist PGF2α - 
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verursacht (McCracken et al., 1999). In beiden Fällen handelt es sich um eine endokrine 

Wirkung von PGF2α. 

 

Bei Rind, Schaf, Schwein, Primaten und Ratten wird PGF2α ebenfalls in den CL 

produziert (Milvae und Hansel, 1983; Patek und Watson, 1983; Watson und Sertich, 1990; 

Olofsson und Leung, 1994; Dawood et al., 1997; Stocco und Deis, 1998; 

Kobayashi et al., 2002; McCracken et al., 1999); auf die Bedeutung dieser lokalen 

PGF2α – Produktion wird in Kapitel 2.5.4 eingegengen. 

 

Hund, Katze 

Bei der nicht-graviden Hündin ergab sich ein identischer Progesteron- und Estradiolverlauf 

vor und nach Hysterektomie (Abb. 3), die Ovarfunktion verlief normal woraus 

Hoffmann et al. (1992) schlossen, dass ein Luteolysin uterinen Ursprungs bei dieser 

Spezies nicht existiert. 

Auch bei der Katze zeigt sich nach einer Hysterektomie eine normale „zyklische“ 

Ovarfunktion (Wheeler et al., 1988), so dass von ähnlichen Gegebenheiten ausgegeangen 

werden kann.  

Allerdings konnte eine luteolytische Wirkung exogen verabreichten PGF2α beim Hund in 

zahlreichen, vielfach praxisbezogenen Untersuchungen aufgezeigt werden.  
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Abb. 3: Verlauf von Progesteron (A) und Estradiol-17β (B) im peripheren Blutplasma 

bei der Hündin bevor (a) und in zwei nachfolgenden Zyklen nach erfolgter 

Hysterektomie (b, c). (nach Hoffmann et al., 1992 (A) und Höveler, 1991 (B)). 

 

Der Frage, ob bei der trächtigen Hündin der unmittelbare präpartale Progesteronabfall eine 

Folgereaktion des parallel verlaufenden PGF2α-Anstiegs ist (Abb. 4), gingen 

Hoffmann et al. (1996) nach, indem sie versuchten die präpartale endogene PGF2α-

Synthese durch Verabreichung des nicht-steroidalen Antiphlogistikums Indomethacin 

(Hemmung der Cyclooxygenase) zu hemmen. Dabei zeigte sich, dass die bei den 

Beagle - Hündinnen bis dahin festgestellte durchschnittliche Graviditätsdauer von 

61,8 ± 2,2 Tagen (Nohr, 1993a) bei Progesteronwerten von >2 ng/ml für zwei bis drei Tage 

überschritten wurde; danach wurde die Gravidität wegen der beobachteten 

Nebenwirkungen mit einer Sectio caesarea beendet. Die Ergebnisse sind aufgrund der 

geringen Tierzahl und der beobachteten Nebenwirkungen allerdings vorsichtig zu werten. 

Diese Beobachtungen weisen jedoch darauf hin, dass dem PGF2α auch beim Hund eine 

Bedeutung als endokriner luteolytischer Faktor im präpartalen Zeitraum zukommen 

könnte. 
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Auch andere Untersuchungen weisen auf eine Ansprechbarkeit des CL der Hündin auf 

PGF2α hin. 

So konnten Romagnoli et al. (1991) nach Verabreichung von PGF2α bei fehlgedeckten 

Hündinnen ab dem Tag 5 des Diöstrus eine Luteolyse herbeiführen und eine 

Nidationsverhütung erzielen, wobei allerdings höhere und/oder wiederholte Dosierungen 

benötigt wurden (250 µg/kg KGW zweimal täglich über einen Zeitraum von mindestens 4 

Tagen) und es zu erheblichen Nebenwirkungen, wie Erbrechen, Diarrhöe, Hecheln, 

vorübergehende Hypothermie, kam. Hubler et al. (1991) konnten bei Anwendung von 

20 µg PGF2α/kg KGW 3-4 mal täglich, bei 5-7 Wochen trächtigen Hündinnen innerhalb 

von 4-11 Tagen einen Abort induzieren. 

Ebenso konnten Williams et al. (1999) nach Anwendung des PGF2α-Analogons Natrium-

Cloprostenol eine vorzeitige Luteolyse auslösen. Auch bei nicht graviden Tieren konnte 

durch wiederholte PGF2α- Anwendung eine Luteolyse induziert werden (Concannon und 

Hansel, 1977).  

In allen Fällen wurden in der frühen CL-Phase höhere Dosierungen von PGF2α benötigt 

als in der späteren, um eine Luteolyse herbeizuführen. Diese Beobachtungen führten zur 

Aussage, dass die CL der Hündin in der frühen Lutealphase resistenter gegenüber PGF2α 

sind als in der späteren (Watts et al., 2001). 
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Abb. 4: Verlauf der Progesteron (•−•) und PGFM (▲−▲) Konzentration im peripheren 

Plasma einer Hündin vor und während der Geburt; ⇓ erste außerlich erkennbare 

Anzeichen des Geburtseintritts (Nohr, 1993a). 

 

2.5 Allgemeine Aspekte der parakrinen/autokrinen Regulation der CL - Funktion 

2.5.1 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) - System 

 

Die Neubildung von Gefäßen stellt in adulten Geweben – mit der Ausnahme von einigen 

Krankheitsbildern, wie der chronischen Entzündung oder des Tumorwachstums – ein 

relativ seltenes Phänomen dar (Cheung et al., 1998). Eine Ausnahme bilden hier die 

zyklischen Veränderungen am Ovar, bei denen die CL entstehen. 

Die Entwicklung neuer Gefäße kann durch zwei Mechanismen stattfinden: durch 

Angiogenese und durch Vaskulogenese. 

Die Vaskulogenese bezeichnet die Formation von Gefäßen de novo, und findet nur 

während der Embryogenese statt. Die Angiogenese bezeichnet die Bildung neuer 

Kapillaren, ausgehend von bestehenden Gefäßen. Hierzu gehört die Proliferation von 

Endothelzellen in Verbindung mit einer Remodellierung der existierenden Basalmembran 

und der extrazellulären Matrix (Redmer et al., 2001). 
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Die Formation von Kapillaren aus den prä-existierenden Gefäßen wird durch verschiedene 

Faktoren reguliert, von denen die meisten - wie z.B. der basic Fibroblast Growth Factor 

(bFGF) - als unspezifische Wachstumsfaktoren charakterisiert werden können. Als erster 

Faktor, der spezifisch die Proliferation der vaskulären Endothelzellen initiert, wurde der 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) beschrieben (Stouffer et al., 2001).  

VEGF ist ein potenter, die Migration der Endothelzellen stimulierender mitogener Faktor. 

Er ist zudem in der Lage, die vaskuläre Permeabilität zu erhalten und/oder zu erhöhen 

(Redmer et al., 2001). 

Die VEGF-Familie besteht aus mindestens sechs Hauptisoformen (VEGF A-F), von den 

infolge eines alternativen Splicings wieder mehrere Subtypen entstehen könnnen 

(Stouffer et al., 2001). So wurden beispielsweise beim Mensch fünf molekulare Isoformen 

von VEGF-A identifiziert (Stouffer et al., 2001); drei von ihnen (VEGF 121, VEGF 145, 

VEGF 165) befinden sich im Zytoplasma, zwei sind membrangebunden (VEGF 189, 

VEGF 206). VEGF übt seine Rolle vor allem durch die Bindung an Tyrosinkinase-

Rezeptoren aus, die als VEGF-Rezeptor(R)-1, VEGFR-2 und VEGFR-3 bezeichnet 

werden (Stouffer et al., 2001).  

Als weitere spezifische Bindungstelle für VEGF-A Subtypen wurden die Rezeptoren NP-1 

und NP-2 (neutrophil-derived platelet activator-spezifische transmenbranäre Typ I und II 

Rezeptoren) nachgewiesen. NP-1 bindet VEGF 165, NP-2 bindet VEGF 165 und VEGF 

145 (Stouffer et al., 2001). 

Im CL des Schweines wurde die mRNA von VEGFR-1 und VEGFR-2 sowie die Isoform 

VEGF 164 nachgewiesen (Boonyaprakob et al., 2003a). Die VEGF 164 mRNA war 

überwiegend in den aus Granulosazellen stammenden großen Luteinzellen lokalisiert, die 

Expression der beiden Rezeptoren wurde in den aus den Thecazellen stammenden kleinen 

Luteinzellen nachgewiesen. Die Expression von VEGF 164 war im Verlauf der 

Lutealphase zunächst konstant, ein Abfall wurde gegen deren Ende beobachtet. Die 

Expression des VEGFR-1 war kurz nach der Ovulation am niedrigsten und stieg bis zum 

Ende der CL-Phase an, die Expression des VEGFR-2 war dagegen bis zum Tag 

12 - 15 p.o. - also bis zum Einsetzen der Luteolyse – hoch, wonach ein rascher Abfall 

erfolgte (Boonyaprakob et al., 2003a). 

Im CL des Schafes wurden die Isoformen VEGF 120, -164, und -188 identifiziert 

(Redmer et al., 1996). Mittles Immunhistochemie wurden die Signale sowohl in den 

großen und kleinen Luteinzellen als auch in den Stromazellen, Perizyten und glatten 

Gefäßmuskelzellen lokalisiert. Ab Mitte der Lutealphase sank die Anzahl der VEGF 
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positiven Zellen ab, wobei die verbleibenden Signale überwiegend im perivaskulären 

Bereich der großen Blutgefäße und im Bindegewebe der CL-Kapsel beobachtet wurden 

(Redmer et al., 2001). 

Beim Rind wiesen Berisha et al. (2000) die Expression von VEGF 121, -165 und -189 in 

den großen und kleinen Luteinzellen nach, Davis et al. (2003) konnten die Expression von 

VEGFR-1 und VEGFR-2 in den Endothelzellen aufzeigen. Sowohl für VEGF als auch die 

beiden Rezeptoren war zu Beginn der CL-Phase, also zur Zeit der sehr starken 

angiogenetischen Aktivität des CL, die Expression besonders hoch (Berisha et al. 2000). 

Die der Expression des VEGF-VEGFR-Systems im CL im Verlauf des Diöstrus zugrunde 

liegende Regulationsmechanismen sind weitgehend unklar. Man vermutet, dass eine para- 

bzw. autokrine Regulation auf der CL-Ebene eine Rolle spielt (Tamanini und 

De Ambrogi, 2004). 

 

2.5.2 Steroide 

 

Zu den Hormonen ovariellen Ursprungs, die an der Regulation der CL-Funktion beteiligt 

sind, zählen vor allem Progesteron und die Östrogene. 

 

Progesteron 

Dass Progesteron auf auto-/parakrinem Wege luteotrop wirkt wurde bereits 1981 von 

Rothchild postuliert. Diese Hypothese wurde durch Befunde von Fanjul et al. (1983) und 

Pridjian et al. (1987) bei der Ratte unterstützt, die nach Zusatz synthetischer Gestagene 

(Progestin R5020, Medroxyprogesterone acetate) zu Granulosa-Zellenkulturen eine 

Stimulation der Progesteronproduktion beobachten konnten. 

Die bisher gemachten Beobachtungen lassen darauf schliessen, dass auch beim Rind 

Progesteron als autokriner/parakriner Faktor luteotrope Wirkungen besitzt. So bewirkte die 

Behandlung von bovinen Luteinzellkulturen aus der frühen CL-Phase mit einem 

spezifischen Progesteron-Antagonisten (Onapristone) eine reduzierte Sekretion von 

Progesteron, Oxytozin, PGF2α und PGE2 (Skarzynski und Okuda, 1999). Bei Zellkulturen 

aus der mittleren CL-Phase führte diese Behandlung zur Reduktion der lutealen 

Oxytozinproduktion, gleichzeitig wurde die PGF2α- Produktion stimuliert (Skarzynski und 

Okuda, 1999). In diesen Zellkulturen zeigte Progesteron eine inhibierende Wirkung auf die 

PGF2α- Sekretion (Pate, 1988; Skarzynski und Okuda, 1999). Eine weitere luteotrope 
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Funktion von Progesteron beim Rind ergibt sich aus der stimulierenden Wirkung auf die 

LH-Rezeptor-Synthese in den Luteinzellen der frühen CL-Phase (Jones et al., 1992). 

Weiterhin zeigte Progesteron in bovinen Luteinzellkulturen eine anti-apoptotische 

Wirkung (Rueda et al., 2000). Es handelt sich hierbei um Rezeptor vermittelte Effekte, 

wobei die bovinen lutealen Progesteronrezeptoren auf relativ niedrigem Niveau ohne 

signifikante Veränderungen im Verlauf des Zyklus und der Gravidität exprimiert werden 

(Berisha et al., 2002). 

 

Auch beim Schwein wirkt Progesteron luteotrop; es stimuliert die Expression der Enzyme 

3βHSD und P450scc und führt dadurch zum Anstieg der Progesteronproduktion in der 

Zellkultur (Rodway et al., 1999). 

 

Östrogene 

Neben Progesteron sind auch Östrogene ein Sekretionsprodukt der Luteinzellen zahlreicher 

Spezies. So konnte die Produktion von Estradiol-17β in den Luteinzellen beim Schwein 

(Gregoraszczuk, 1983; Gregoraszczuk, 1992), Mensch (Johnson et al., 1996), Hund 

(Nishiyama et al., 1999) und Rind (Okuda et al., 2001) nachgewiesen werden, ebenso wie 

die Expression der Aromatase in den Granulosazellen der Stute (Belin et al., 2000). 

Untersuchungen bei verschiedenen Spezies haben gezeigt, dass die Wirkung von lutealem 

Estradiol-17β unterschiedlich ist und von der Spezies, vom Zeitpunkt nach der Ovulation 

und von der Konzentration abhängt. 

So wurde für Estradiol-17β sowohl eine luteotrope als auch eine luteolytische Wirkung 

beschrieben (Endo et al.,1998; Chen et al., 1997; Hazzard und Stormshak, 1997; Gibori 

und Keyes, 1978; Gregoraszczuk und Oblonczyk, 1996; Lund et al., 1999). 

Im Hinblick auf die luteale Estradiolproduktion kann dabei grundsätzlich von einer 

parakrin/autokrin vermittelten Wirkung ausgegangen werden, bei exogener Zufuhr tritt 

aber auch eine endokrin vermittelte Wirkung ein. 

Beim Kaninchen stellt Estradiol-17β den wichtigsten luteotropen Faktor dar. So führte z.B. 

beim scheinträchtigen Kaninchen ein Abfall des Estradiol-17β Gehaltes im Blut zum 

Abfall der Progesteronkonzentration. Diese Wirkung ist jedoch auf eine Potenzierung des 

luteotropen Effekts von IGF-I und nicht auf eine direkte Stimulation der 

Progesteronsynthese durch Estradiol-17β zurückzuführen (Chen et al., 1997). 
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Auch beim Schaf scheint Estradiol-17β eher luteotrop zu wirken, da eine Insuffizienz 

präovulatorischer Granulosaluteinzellen auf einen Mangel an Estradiol-17β zurückgeführt 

wurde (Lund et al., 1999).  

Eine Behandlung von Schafen mit Estradiol-17β über 20 Tage, beginnend ab Tag 4 nach 

der Ovulation, führte zu einer Verlängerung des Interöstrus-Intervalls durch eine 

Verlängerung der CL-Lebensspanne (Hazzard und Stormshak, 1997). 

Ebenso stellt Estradiol-17β bei der Ratte einen wichtigen luteotropen Faktor dar. LH und 

PRL scheinen in dieser Spezies eine sekundäre Rolle bei der Aufrechterhaltung der CL-

Funktion zu spielen. Bei der trächtigen, hypophysektomierten Ratte hält Estradiol-17β den 

Progestrongehalt im Serum von Tag 12 bis 15 aufrecht und erhöht gleichzeitig die 

Expression von Östrogenrezeptoren im CL (Gibori und Keyes, 1978). 

In humanen Luteinzellkulturen stimulieren niedrige Dosen an Estradiol-17β (5ng/ml) die 

Progesteronsynthese, hohe Konzentrationen (100ng/ml) haben eine hemmende Wirkung 

(Endo et al. 1998). 

Untersuchungen mittels „in vitro“ Mikrodialyse-Systeme beim Rind zeigten, dass PGF2α 

in der Lage ist, die Progesteronsekretion in der frühen und mittleren Lutealphase 

(Tag 8 - 12 p.o.) zu steigern (Miyamoto et al., 1993). Dieser Effekt wird wahrscheinlich 

über Estradiol vermittelt (Okuda et al., 2001). 

Bei Schweinen mittels „in vivo“ Mikrodialyse durchgeführte Untersuchungen zeigten, dass 

PGF2α in der frühen und mittleren Lutealphase - ähnlich wie beim Rind (s.o.) - die 

Estradiol-17β Produktion stimuliert; gleichzeitig wurde der die Progesteronproduktion 

stimulierende Effekt von Estradiol-17β gezeigt; daraus wurde geschlossen, dass der 

luteptrope Effekt von PGF2α durch Estradiol-17β vermittelt wird (Wuttke et al., 1998b).  

 

2.5.3 Immunsystem 

 

Über das Vorkommen von Immunzellen (Lymphozyten und Makrophagen) im CL 

berichteten bereits 1968 Lobel und Levy. Zwischenzeitlich liegt eine Vielzahl dazu 

durchgeführter Untersuchungen vor. Auf die bisher beim Hund gemachten Beobachtungen 

wird in Kapitel 2.6.2 eingegangen. Für andere Spezies liegen u.a. folgende Beobachtungen 

vor; bei Ratte, Maus, Meerschweinchen, Schaf, Schwein und Mensch steigt die Zahl der 

im CL vorkommenden Immunzellen gegen Ende der CL-Phase, d.h. zum Zeitpunkt der 

Luteolyse, an (Hehnke et al., 1994; Niswender et al., 2000). Niswender et al. (2000) 
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diskutierten die Rolle der eingewanderten Immunzellen, insbesondere der Makrophagen 

wie folgt: 1) Phagozytose der degenerierenden Zellen, 2) zytokinvermittelte Hemmung der 

Steroidogenese, 3) Stimulation der PGF2α-Produktion im CL. Diese Thesen beruhen u.a. 

auf Beobachtungen von Pate (1995) und Davis und Rueda (2002), die  beim Rind 

proinflammatorische Zytokine wie Tumor Necrosis Factor α (TNFα), Interferon γ (IFNγ) 

und Interleukin 1β (IL-1β) für die Luteolyse mitverantwortlich machen. TNFα, IFNγ und 

IL-1β werden z.B. beim Rind sowohl durch aktivierte Makrophagen und Lymphozyten als 

auch durch Fibroblasten und Endothelzellen produziert (Neuvians et al., 2004). Sie sind in 

der Lage, die LH-stimulierte Progesteronsynthese zu hemmen (Pate, 1995), wobei gezeigt 

wurde, dass die gemeinsame Wirkung von TNFα und IFNγ auf die bovinen 

Luteinzellkulturen auf zytotoxischen Effekten beruht (Petroff et al., 2001; 

Taniguchi et al., 2002). Bei Schwein und Ratte sind TNFα, IFNγ und IL-1β in der Lage, 

direkt die Expression der mRNA, die für P450scc kodiert, zu hemmen (Übersicht bei 

Neuvians et al., 2004).  

Untersuchungen an Schweine-CL mittels Mikrodialyse haben gezeigt, dass durch die 

Vorbehandlung mit TNFα der die Progesteronproduktion stimulierende Effekt von PGF2α 

aufgehoben wird, gleichzeitig wird der luteolytische Effekt von PGF2α verstärkt 

(Wuttke et al., 1998b). Aus diesen Beobachtungen wurde geschlossen, dass TNFα im 

porcinen CL eine Rolle als ein „Umschaltsfaktor“ in der PGF2α Wirkung von einem 

luteotropen zum luteolytischen Fakor zukommt (Wuttke et al., 1998b). Auch in den CL 

beim Kaninchen und Schaf wurde TNFα nachgewiesen (Pate and Keyes, 2001). 

Während der Luteolyse infiltrieren die T-Lymphozyten das CL und setzen dort INFγ frei, 

das die Bereitstellung von Histokompatibilitätsantigenen der Klasse II (major 

histocompatibility complex II; MHC II) auf der Oberfläche von Zellen stimuliert 

(Fairchild und Pate, 1989). Eine erhöhte MHC II-Expression am Ende der CL-

Lebensspanne wurde in den CL beim Mensch (Bukovskỳ et al., 1995) und Schaf 

(Kenny et al., 1991) beobachtet. 

Neben den die Progesteronproduktion hemmenden Effekten von Zytokinen wurden auch 

die Progesteronproduktion stimulierende Effekte beschrieben. So wurde z.B. bei „in vitro“ 

kultivierten humanen Granulosazellen die Expression von mRNA und Protein von IL-8 

nachgewiesen, das einen luteotropen Faktor darstellt und zugleich Angio- und 

Vaskulogenese stimuliert (Arici et al., 1996). Ebenso wurde die luteotrope Wirkung von 

IL-10 und IL-4 in humanen Lutealzellkulturen nachgewiesen (Hashii et al., 1998). 
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2.5.4 Prostaglandine 

2.5.4.1 Expression und Beeinflussung der CL-Funktion 
 

Eine besondere Rolle als parakrine/autokrine Regelfaktoren der CL-Funktion kommt 

Prostaglandinen (PG) zu. Prostaglandine sind Produkte des Arachidonsäure-Metabolismus 

(s. Kap. 2.4.1.1). Sie werden in den CL von sehr vielen Spezies, wie z.B. Ratte, Kaninchen, 

Schwein, Schaf, Rind, Pferd und Mensch produziert (Wiltbank und Ottorobe, 2003), wobei 

ihnen sowohl luteotrope bzw. luteoprotektive als auch luteolytische Wirkungen 

zugeschrieben werden (Fitz et al., 1984; Shelton et al., 1990). PGF2α wird bei Schwein, 

Rind, Pferd, Ratte und Primaten bereits in der frühen Lutealphase im CL produziert 

(Patek und Watson, 1983; Kobayashi et al., 2002; Watson und Sertich, 1990; 

Olofsson et al., 1992; Milvae und Hansel, 1983). Es scheint sich dabei um einen 

Progesteron-vermittelten Prozess zu handeln, da - wie anhand von Luteinzellkulturen vom 

Rind gezeigt werden konnte - die Anwendung eines Antigestagenes (Onapristone) in der 

frühen CL-Phase eine Förderung und in der späten eine Hemmung der PGF2α-Synthese 

bewirkte (Skarzynski und Okuda, 1999). Zumindest in der frühen Lutealphase scheint 

beim Rind zwischen PGF2α und Progesteron eine Art „positive loop feedback“ zu 

bestehen, da PGF2α die Progesteronproduktion stimuliert, wie „in vitro“ Untersuchungen 

mit Luteinzellkulturen (Okuda et al., 1998) sowie am mikrodialisierten CL 

(Miyamoto et al., 1993) gezeigt haben.  

In vitro Untersuchungen beim Schwein haben gezeigt, dass nach einer anfänglich 

verstärkten lutealen Sekretion von PGE2 und PGF2α diese gegen Mitte der Lutealphase 

(Tag 7 - 14 p.o.) abfällt; ein erneuter Anstieg von PGF2α erfolgt während der Luteolyse 

zwischen den Tagen 15 und 19 p.o., woraus auf dessen Beteiligung an den zur Luteolyse 

führenden Mechanismen geschlossen wurde (Patek und Watson, 1983).  

Prostaglandine vermitteln ihre Wirkung über transmembranäre Rezeptoren, die an G-

Proteine (Gq, Gs, Gi) gekoppelt sind. Mittels sekundärer Botenstoffen wie zyklischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositoltriphosphat (InsP3/Ca2+), werden 

extrazelluläre Signale in intrazelluläre umgewandelt.  

Für PGE2 wurden vier Rezeptorsubtypen kloniert (EP1-EP4), die durch vier verschiedene 

Gene kodiert werden (Arosh et al., 2004; Palliser et al., 2005). PGF2α bindet an den 

PGF2α-Rezeptor (PGFR). Beim Schaf wurden zwei als Splicevarianten definierte 

Isoformen dieses Rezeptors beschrieben, die als PGFRA und PGFRB bezeichnet werden 
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(Pierce et al., 1997). EP1 und PGFR sind an ein Gq-Protein gekoppelt, das über die 

Phospholipase C (PLC) die Synthese von Inositoltriphosphat, die Freisetzung des 

intrazellulären Ca2+ und die Synthese von Diacylglycerol steigert. Diacylglycerol gilt als 

Aktivator der Proteinkinase C (PKC). Der EP3-Rezeptor ist als einziger 

Prostaglandinrezeptor an ein Gi-Protein gekoppelt und hemmt die Hormon-induzierte 

Bildung von cAMP, während sowohl der EP2 als auch der EP4 an Gs-Proteine gekoppelt 

sind und so einen PGE2-abhängigen cAMP-Anstieg in der Zelle vermitteln 

(Arosh et al., 2004; Palliser et al., 2005).  

 

Bislang wurde die PGFR-Sequenz bei Maus (Sugimoto et al., 1994), Ratte 

(Kitanaka et al., 1994; Lake et al., 1994), Schaf (Graves et al., 1995), Rind 

(Sakamoto et al., 1994) und Mensch (Lake et. Al., 1994; Abramovitz et al., 1994) kloniert 

und charkterisiert. Beim Rind haben Arosh et al. (2004) mittels Immunhistochemie die 

Expression von EP2 und PGFR in großen und kleinen Luteinzellen nachgewiesen, wobei 

der PGFR überwiegend in den großen Luteinzellen lokalisiert war. Die an mRNA- und 

Protein- gemessen höchste Expression von EP2 wurde in der frühen und mittleren CL-

Phase beobachtet. Dagegen zeigt EP3 seine maximale mRNA-Expression gegen Ende der 

Lutealphase. Der PGFR zeigte einen graduellen Anstieg der mRNA-Expression in den sich 

formierenden CL mit einem Maximum im reifen CL; danach fiel die Expression des 

Rezeptors wieder ab. 

Einen ähnlichen Verlauf zeigt die Expression der Prostaglandinrezeptoren im CL beim 

Schaf (Tsai et al., 1998; Wiepz et al., 1992). Für den EP3 gilt dabei, dass dieser spezifisch 

in den kleinen und der PGFR spezifisch in den großen Luteinzellen exprimiert wird 

(Tsai et al., 1998; Juengel et al., 1996). 

 

Bei Untersuchung an CL vom Schwein mittels in situ Hybridisierung wiesen 

Boonyaprakob et al. (2003b) die Expression von PGFR in den großen und kleinen 

Luteinzellen nach. Eine semiqantitative Analyse ergab die höchste PGFR-Expression in 

der mittleren und späten CL-Phase, also in reifen und degenerierenden CL. 

 

Auch Endothelzellen sind in der Lage den PGFR zu exprimieren, wie für das Rind 

beschrieben wurde (Mamluk et al., 1998). So kann PGF2α direkt auf diese Zellen 

einwirken und deren Degeneration verursachen. Als Folge kommt es zur Verminderung 
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der Durchblutung der CL, was indirekt die Apoptose verursacht (Mamluk et al., 1998; 

Niswender et al., 2000;) (Abb. 5). 

 

2.5.4.2 Beeinflussung der lutealen Steroidhormonbiosynthese durch Prostaglandine 
 

Unter der Einwirkung von luteotropen Stimuli wie LH, PGE2 oder PGI2 kommt es zur 

Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche die Aufnahme von Low-density 

Lipoproteinen (LDL) und High-density Lipoproteinen (HDL) in die Luteinzellen 

stimuliert. Gleichzeitig werden unter der Einwirkung von Cholesterinesterase, die 

Cholesterinester hydrolysiert und somit die intrazellulären Cholesterinvorräte freigesetzt. 

Die PKA stimuliert weiterhin den aktiven Transport von Cholesterin im Zytosol zu den 

Mitochondrien durch das Sterol Carrier Protein (SCP2), insbesondere wird jedoch unter der 

Einwirkung von PKA der Cholesterintransport mittels Steroid Acute Regulatory Protein 

(StAR-Protein) von der äußeren zur inneren Mitochondrienmembran, d.h. zum P-450ssc-

Enzym-Komplex gefördert, wo die Pregnenolonsynthese erfolgt. Anschließend wird 

Pregnenolon in das Zytoplasma freigesetzt und durch die 3β-Hydroxysteroid 

Dehydrogenase-∆4/5-Isomerase (3βHSD) in Progesteron umgewandelt 

(Wiltbank et al., 1993) (s. Abb. 5). 

Durch PGF2α kann der Syntheseweg dahingehend beeinflusst werden, dass es nach 

Aktivierung des PGFR durch endokrin wirksames PGF2α zur Aktivierung der 

Phospholipase C (PLC) und Proteinkinase C (PKC) kommt, die der Wirkung der PKA 

entgegenstehen, indem der Transport von Cholesterin durch das Zytosol und durch die 

Mitochondrialmembran gehemmt wird. Gleichzeitig steigern PLC und PKC die Expression 

der Prostaglandinsynthase (PGS; Cox). Das daraus resultierende luteale PGF2α wirkt als 

autokriner Faktor synergistisch zum endokrin wirksamen PGF2α, die Progesteronsynthese 

wird gehemmt. Eine weitere Folge der Aufregulation der lutealen PGS/Cox liegt in einer 

Herunterregulierung der steroidproduzierenden Enzyme, wie beispielsweise 3βHSD (Pate 

und Keyes, 2001; Niswender et al, 2000; Wiltbank et al., 1993) (Abb. 5). 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der enzymatischen Kaskade der durch die 

Prostaglandine induzierten lutealen Regression (nach Pate und Keyes, 2001); 

Cyt P450 = cytochrome P450 side-chain cleavage enzyme; HDL = high density 

lipoprotein; LDL = low density lipoprotein; SCP2 = Sterol Carrier Protein 2; 

StAR = Steroid Acute Regulatory Protein; PLC = Phospholipase C; PKC = 

Proteinkinase C; PKA = Proteinkinase A; PGS/Cox = Prostaglandinsynthase/ 

Cylooxygenase; 1) PGE2-, PGI2-, LH- Rezeptor; 2) PGFR = PGF2α - 

Rezeptor; → Aktivierung der Reaktion; −−> Hemmung der Reaktion;  

 

2.6 Spezielle Aspekte zur para-/autokrinen Regulation der CL-Funktion beim Hund 

 

2.6.1 Steroide 

 

Der Frage, ob Steroidhormone als para-/autokrine Faktoren auch bei der Hündin eine Rolle 

bei der Steuerung der CL-Funktion spielen, gingen Papa (2001) und 

Vermeirsch et al. (2001) nach, indem sie die Expression der Estradiol- und 

Progesteronrezeptoren (ER, PR) im CL im Verlauf des Diöstrus untersuchten. Mittels RT-

PCR konnte die Expression des PR und ER im CL zweifelfrei nachgewiesen werden 

(Hoffmann et al., 2004b), bei Anwendung von immunhistochemischen Verfahren ergaben 
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sich Färbereaktionen zu allen Untersuchungszeitpunkten, die das Vorkommen von PR und 

ER sowohl in den Luteinzellen als auch in den Stromazellen anzeigten. Für den PR konnte 

ein Bezug zum Zeitpunkt der Probeentnahme festgestellt werden; so waren die 

Progesteronkonzentrationen im peripheren Plasma negativ mit der Zahl der den PR 

exprimierenden Luteinzellen und Stromazellen korreliert. Für den ER ergab sich kein 

diesbezügliches Zusammenhang, obwohl dessen Expression positiv mit der des PR 

korreliert war (Hoffmann et al., 2004b). Das damit eindeutig nachgewiesene Vorkommen 

von PR und ER im CL der Hündin legt nahe, dass dem lutealen Progesteron und 

Estradiol-17β (Nishiyama et al., 1999) auch eine autokrine/parakrine Rolle bei Steuerung 

der Lutealfunktion zukommt.  

 

2.6.2 Rolle des Immunsystems in der Regulation der CL-Funktion der Hündin 

 

Auch für den Hund konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem offensichtlich an der 

Regulation der CL-Funktion beteiligt ist. So zeigten Befunde von 

Hoffmann et al. (2004a,b), dass in der frühen und späten Lutealphase in den CL die Zahl 

an CD4 positiver Lymphozyten und MHC II Antigen exprimierender Zellen signifikant 

erhöht war. Das Vorkommen CD8 positiver Lymphozyten war ebenfalls zu Beginn der 

CL-Phase am höchsten, eine Abnahme ergab sich für die Tage 15 bis 30 p.o., ein erneuter 

Anstieg wurde am Tag 60 nachgewiesen, der wieder von einem Abfall gefolgt war. 

Mittels qualitativer RT-PCR konnten Engel et al. (2005) die Expression der Zytokine IL-8, 

IL-10, IL-12, TNFα und TGFβ1 im CL im Verlauf des Diöstrus nachweisen. Darüber 

hinausgehend ergaben sich auch Hinweise auf eine Expression von IL-6 und IFNγ. Diese 

Befunde legen einen funktionellen Zusammenhang zu den im CL nachgewiesenen 

Immunzellen nahe, endgültige Schlussfolgerungen ergeben sich derzeit jedoch noch nicht. 

 

2.6.3 VEGF-System 

 

Auf die Bedeutung der Angiogenese und die die Angiogenese beeinflussenden 

Schlüsselfaktoren, wie den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), wurde bereits in 

Kapitel 2.5.1 eingegangen. Dazu beim Hund durchgeführte Untersuchungen haben gezeigt, 

dass zu allen Untersuchungszeitpunkten (Tag 20, 30, 50, 60 und 120 p.o.) im CL positive 
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immunhistochemische Signale für den VEGF beobachtet werden konnten 

(Mariani et al., 2004). VEGF wurde in Endothelzellen, Perizyten, Stroma- und 

Luteinzellen lokalisiert, wobei sich von Tag 20 bis 60 p.o. ein Anstieg der Anzahl 

immunpositiver Luteinzellen zeigte. Ein ähnlicher Effekt wurde für den VEGFR-1 

beobachtet, während die VEGFR-2-Expression im Laufe des Diöstrus in den Lutein- und 

Endothelzellen signifikant abnahm. Die Expression von VEGFR-2 war mit dem Verlauf 

der Progesteronkonzentration im Blutplasma positiv korreliert. 

Aus dem unterschiedlichen Expressionsmuster der beiden VEGF-Rezeptoren, von denen 

nur die Expression von VEGFR-2 statistisch signifikant mit der Progesteronproduktion 

verbunden war, schlossen die Autoren auf unterschiedliche Regulationsmechanismen, 

durch welche die VEGF-Rezeptoren als para-/autokrine Regulationsfaktoren die CL-

Funktion beim Hund beeinflussen können. 

 

2.7 Fragestellungen 

 

2.7.1 Frage I: werden- und wenn „ja“ in welchem Umfang- PGF2α, PGE2 und PGF2α-

Rezeptor im CL der nicht graviden Hündin exprimiert?  

 

2.7.1.1 Begründung und erfasste Parameter 
 
Prostaglandine werden in fast allen Zellen des Körpers gebildet und üben dort als 

Gewebshormone eine lokale autokrine und parakrine Wirkung aus. 

Prostaglandine können nicht gespeichert werden. Sie werden direkt nach der Synthese 

(de novo-Synthese) freigesetzt, um ihre Funktion ausüben zu können, bevor sie in der 

Lunge durch die Prostaglandindehydrogenase (PGDH) deaktiviert werden. Die 

Plasmahalbwertszeit beträgt weniger als eine Minute (Buddecke, 1985). Für Ratte, 

Kaninchen, Schwein, Schaf, Rind, Pferd und Mensch konnte gezeigt werden, dass 

Prostaglandine an der Regulation der CL-Funktion beteiligt sind (s.o). 

Inwieweit Wirkstoffe, die zu der Gruppe der Prostaglandine gehören, auch im CL der 

Hündin gebildet werden und dort als para-/autokrine Regulationsfaktore an der 

Funktionssteuerung des caninen CL beteiligt sind, ist derzeit unbekannt. Auf eine solche 

Möglichkeit verweisen jedoch Hoffmann et al. (1996). 
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2.7.1.2 Prostaglandin-Biosynthese und Definition der in der vorliegenden Untersuchung 

erfassten Parameter 

 

Die gemeinsame Synthesevorstufe für die Bildung von Prostaglandinen, Prostacyclinen, 

Thromboxanen und Leukotrienen ist die Arachidonsäure. 

Nach Phospholipase A2 vermittelter Bildung von Arachidonsäure aus membranständigen 

Phospholipiden ist die Cyclooxygenierung der Arachidonsäure ein weiterer wichtiger 

Syntheseschritt. Durch Einwirkung der Cyclooxygenase (Cox) entsteht das instabile 

Prostaglandin G2 (PGG2) bzw. das Prostaglandin H2 (PGH2). Diese Zwischenformen 

werden durch verschiedene Enzyme in unterschiedliche Endformen überführt: durch die 

Thromboxansynthase in Thromboxan A2, durch die Prostacyclinsynthase in Prostacyclin, 

durch die Endoperoxidaseisomerase in die Prostaglandine E2 und D2 und durch die 

Aktivität von Reduktasen  das PGF2α (Abb. 6). 

Das Schlüsselenzym dieser Reaktionen ist die Cyclooxygenase (Cox). Man unterscheidet 

heute eine konstitutive Form (Cox1) und eine induzierbare Form des Enzyms (Cox2). Die 

konstitutive Form (Cox1) wird in den meisten Geweben des Körpers exprimiert, während 

die Expression der induzierbaren Form (Cox2) generell nur bei Entzündungsreaktionen 

oder unter der Einwirkung von Wachstumsfaktoren und Tumorpromotoren und nur in 

bestimmten Geweben, z.B. Prostata, Gehirn, Nieren, Uterus und in Tumorgewebe, wie z.B. 

Kolon- und Blasenkrebs, induziert wird (Herschman, 1996). Es wurde auch über eine dritte 

Form (Cox3) des Enzyms berichtet; diese enspricht der Cox1, bei der das erste Intron nach 

dem posttranskriptionellen Splicing noch vorhanden ist (Wiltbank und Ottorobe, 2003), 

ihre biologische Rolle ist bis jetzt unbekannt. 

Die Synthese von PGF2α aus PGH2 kann auf drei verschiedenen Synthesewegen erfolgen 

(s. Abb. 6): einmal direkt aus PGH2 unter der Einwirkung von 9,11-Endoperoxidase-

Reduktase, die auch als Prostaglandin F2α-Synthase (PGFS) bezeichnet wird (dies gilt als 

Hauptweg der PGF2α-Synthese), andernmal indirekt indem aus PGH2 via PGE- bzw. 

PGD-Synthase (PGES, bzw. PGDS) zunächst PGE2 oder PGD2 gebildet werden, aus denen 

dann via 9-Ketoredukatse bzw. 11-Ketoreduktase das PGF2α entsteht. Alle an der 

Synthese von PGF2α aus PGH2 beteiligten Enzyme gehören zu der α-Ketoreduktase-

Familie und zeigen eine sehr hohe Sequenzhomologie, die 90 % überschreiten kann 

(Madore et al., 2003). 
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Beim Rind sind derzeit sechs Isoformen der PGFS synthetisiert und charakterisiert worden; 

einige von ihnen zeigen sowohl eine 9- als auch eine 11-Ketoreduktase Aktivität und  sind 

daher in der Lage PGE2 und PGD2 in PGF2α umzusetzen (Madore et al., 2003). 

 

Eine Besonderheit beim Rind und Kaninchen stellt die 20α-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase dar, ein Enzym, das Progesteron in 20α-Hydroxy-Progesteron überführt 

und damit für dessen biologische Deaktivierung mitverantwortlich ist, gleichzeitig aber 

auch eine PGFS-Aktivität aufweist. Es wurde von Madore et al. (2003) als die zu den 

α- Ketoreduktasen gehörende PGFS beschrieben, die für die endometriale Synthese des 

luteolytischen PGF2α beim Rind verantwortlich ist. 

 

 
Abb. 6: PGF2α-Synthesewege (nach Madore et al, 2003);  

▀ in den eigenen Untersuchungen erfasste Parameter 
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Abgeleitet aus dem bisherigen Kenntnisstand sollten daher in vorliegenden 

Untersuchungen durch die Erfassung der Expression der für die Prostaglandinsynthese 

verantwortlichen Enzyme: Cox1, Cox2, PGFS, PGES, sowie des PGFR erste 

Informationen über eine mögliche Bedeutung des Prostaglandinsystems für die Kontrolle 

der CL-Funktion der Hündin im Verlauf des Diöstrus erhalten werden. 

 

2.7.2 Frage II: Bedeutung der Expression der 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase 

(3βHSD) als ein möglicher Rate-limiting-Step für die Progesteronsynthese im CL 

der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Die 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase-∆4/5-Isomerase (3βHSD) katalysiert die 

Umwandlung der 3-Hydroxy-∆5-Steroiden Pregnenolon und Dehydroepiandrosteron in die 

3-Keto-∆4-Steroide Progesteron und Androstendion (Abb. 8). Abgesehen von 

steroidproduzierenden Geweben, wurde die 3βHSD auch in einigen nicht-

steroidproduzierenden Geweben gefunden, wie z.B. der Schweißdrüse der Ratte und des 

Menschen (Muir et al., 1970; Simpson et al., 1983). 

Einige der 3βHSD- Isoformen zeigen eine zusätzliche Dehydrogenase Aktivität, und zwar 

die der 17β-Hydroxysteroid Dehydrogenase/Reduktase (17βHSD). Sie sind dadurch in der 

Lage, Testosteron in Androstendion umzuwandeln, wodurch Testosteron deaktiviert wird. 

Diese besondere Aktivität der 3βHSD wurde für den Typ I (adrenal/gonadal) und VI 

(utero/embryonal) der Maus beschrieben (Mason et al., 2004). Für den Typ I und IV der 

Ratte konnte die 17βHSD Aktivität für 5α-Dihydrotestosteron als Substrat gezeigt werden. 

Dagegen wies keine der beiden humanen 3βHSD Isoformen [Typ I (plazentar) und Typ II 

(adrenal/gonadal)] eine 17βHSD Aktivität auf (Mason et al., 2004). 

Mehrere Isoformen des Enzyms wurden unter anderem bei Maus, Ratte und Mensch 

beschrieben (Mason et al., 2004). Sie zeigen unterschiedliche kinetische und katalytische 

Eigenschaften in Bezug auf das Gewebe und das Alter der Tiere (Mason et al., 2004). Bei 

der Maus wurden beispielsweise 6 Isoformen der 3βHSD (Typ I-VI) beschrieben. Davon 

wird bei adulten Mäusen die 3βHSD Typ I nur in den Gonaden und Nebennieren 

exprimiert, während 3βHSD Typ II und III in Leber und Nieren vorkommen 

(Bain et al., 1991; Abbaszade et al., 1995). Die Expression der 3βHSD Typ V wurde nur in 
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der Leber von adulten männlichen Tieren nachgewiesen (Abbaszade et al., 1995; 

Park et al., 1996). 

Die 3βHSD Isoformen werden von verschiedenen Genen kodiert und entstehen nicht als 

Produkte eines alternativen Splicings (Abbaszade et al., 1997; Bain et al., 1991). 

Bei der graviden und nicht-graviden Hündin stellt das CL die einzige Quelle des 

Progesterons dar (s. Kap. 2.1). Abgesehen vom nahezu identischen Verlauf zeigten 

Steinetz et al. (1989), dass gravide Tiere im Mittel eine höhere Konzentration an 

Progesteron im Blutplasma im Vergleich zu ingraviden aufwiesen.  

Die Expression der 3βHSD wurde im caninen CL von graviden Tieren an den Tagen 40 

und 50 der Gravidität, mittels Immunhistochemie (IHC) gezeigt (Nishiyama et al., 1999). 

Die Signale waren in den Luteinzellen lokalisiert, wobei sich stärkere positive Reaktionen 

überwiegend in den Randfeldern und weniger in den mittleren Feldern der CL gezeigt 

haben. 

 

Die canine 3βHSD-Sequenz wurde bislang nicht charakterisiert. Zur Beantwortung der 

gestellten Frage war es daher Ziel der vorliegenden Arbeit, die canine 3βHSD-cDNA zu 

isolieren, zu klonieren und zu charakterisieren, mit dem Ziel weiterführende spezifische 

Untersuchungen über den Verlauf der Expression während des Diöstrus auf Protein- und 

mRNA-Ebene durchzuführen. 
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Abb. 8: Rolle der 3βHSD in der Steroidhormon-Biosynthese; P450scc = Cytochrom 

P450 side-chain-cleavage enzym; P450c17α = Cytochrom  P450c17α (17α-

Hydroxylase-C17,20-Lyase); 3βHSD = 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase-

∆4/5-Isomerase; 17βHSD = 17β-Hydroxysteroid Dehydrogenase; P450arom = 

P450-Aromatase. 
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3 MATERIAL, METHODEN UND ERGEBNISSE 

DER KLONIERUNGEN 

3.1 Versuchsdesign 

 

Bei 31 Hündinnen unterschiedlicher Rassen wurden zu definierten Zeitpunkten nach der 

Ovulation (Tag 5, 15, 25, 35, 45 und 65) die Ovarien mittels Ovariohysterektomie (OHE) 

entnommen 1. Zu jeder Gruppe gehörten jeweils 5 Hündinnen, mit Ausnahme von Tag 25, 

an dem 6 Tiere ovariohysterektomiert wurden. Die Corpora lutea wurden vom 

Bindegewebe befreit, separiert und auf die Expression von Cox1, Cox2, PGES, PGFS, 

PGFR und 3βHSD untersucht. 

 

3.2 Probengewinnung 

 

Als Ovulationstag (Tag 1) wurde der Tag definiert, an dem der Plasmaprogesteronwert 

5 ng/ml erreicht oder überschritten hatte (siehe dazu Concannon et al., 1989). 

Zur Bestimmung des Ovulationszeitpunktes wurden ab dem Beginn der Läufigkeit 

regelmäßig im Abstand von 1-2 Tagen Blutproben aus der Vena cephalica antebrachii in 

ein heparinisiertes Blutröhrchen gewonnen. Nach Zentrifugation für 5 Minuten bei ca. 

1600 g wurde das Plasma aufgenommen, in ein Polypropylenröhrchen überführt und bis 

zur Progesteronbestimmung bei -20 oC gelagert.  

Die Bestimmung von Progesteron im Plasma erfolgte nach dem von 

Hoffmann et al. (1973) beschriebenen radioimmunologischen Verfahren. 

  

Für die Methoden der Immunhistochemie (IHC), der in situ Hybridisierung (ISH) und der 

in situ RT-PCR wurden die CL nach der Entnahme in 10 % neutral gepuffertem Formalin 

für 24 Stunden fixiert. Danach wurden die Gewebeproben zum Auswaschen des Fixans in 

0,1 M Phosphatpuffer (pH 7.2) bis zu einer Woche aufbewahrt. Während dieser Zeit wurde 

der Puffer mehrfach gewechselt. Anschließend wurden die Gewebeproben über jeweils 24 

Stunden in 30, 50 und 70%-igen Alkohol dehydriert, danach erfolgte die Einbettung in 

Paraffin.  

                                                 
1 Versuchsgenehmigung Nr.: II 25-3-19c20/15c GI 18/14 und VI 63-19c20/15c GI 18/14 
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Für die RNA-Konservierung wurden die CL zu Beginn in Tissue Tec® O.C.T. (Vogel, 

Giessen) in einem Methylbutanol-Bad über flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei 

-80 oC gelagert. Dieses Verfahren wurde im Verlauf der Untersuchungen durch die 

Verwendung von RNAlater™ (Ambion Biotechnologie GmbH, Wiesbaden), einem 

wässrigen Reagenz, das zelluläre RNA in Gewebe- und Zellproben stabilisiert (das 

Masse:Volumen-Verhältnis betrug 1 : 6) ersetzt; die CL wurden in RNAlater™ bei 4 oC 

über Nacht inkubiert und anschließend bis zur RNA-Isolierung bei -80 oC gelagert. 

 

3.3 Qualitative RT-PCR 

 

3.3.1 RNA-Isolierung aus dem CL 

 

Von dem in O.C.T. eingebettetem Gewebe wurden ca. 20 Kryostatschnitte von 20 µm 

Dicke angefertigt. Sie wurden in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß, das 1 ml Trizol®- 

Reagenz (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe) enthielt, überführt und bis zur 

vollständigen Auflösung vorsichtig geschüttelt. 

 

Das mit RNAlater® behandelte Gewebe wurde in flüssigem Stickstoff gefroren, danach mit 

einer Aluminiumfolie umwickelt und durch Schläge mit einem sauberen Hammer 

vorzerkleinert. Anschließend wurden die resultierenden Gewebesplitter aus der 

Aluminiumfolie herausgenommen, in einen vorgekühlten Mörser in ein Eisbad platziert 

und mit einem sterilen, vorgekühltem Pistill in flüssigem Stickstoff weiter zerkleinert. Das 

daraus entstandene Gewebepulver (ca. 100 mg) wurde in ein 2 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt, in dem sich 1 ml Trizol® befand, und mittels eines Ultra-

Turrax® T-8 (IKA-Werke GmbH, Staufen) homogenisiert. 

 

Die nun folgende Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte in Anlehnung an das Protokoll des 

Herstellers des Trizol®- Reagens (GibcoBRL, Life Technologies). 

Zu den in Trizol® aufgelösten bzw. homogenisierten Proben wurden 300 µl eisgekühlten 

(-20 oC) Chloroforms (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) zugegeben. Nach kräftigem 

Schütteln und einer fünf minütigen Inkubation auf Eis wurden die Phasen durch 

Zentrifugation (12400 g, 15 min, 4 oC) getrennt. Die obere, wässrige, RNA-haltige Phase 
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wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Anschließend 

erfolgte die Fällung der RNA durch Zugabe von Isopropanol (Roth GmbH & Co., 

Karlsruhe) zu gleichen Volumenanteilen, wozu die Proben entweder über 30 min bei 

-20 oC oder über Nacht bei -80oC stehen gelassen wurden. Die Proben wurden dann bei 

14810 g bei 4 oC abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach dem zweimaligen 

Waschen in eisgekühltem 70 %igem Ethanol (Roth GmbH & Co) wurde das Pellet etwa 

10 min bei Raumtemperatur getrocknet, wonach es in 50 µl DEPC-Wasser resuspendiert 

wurde. 

Die frischgewonnene, mit DEPC-Wasser resuspendierte RNA wurde zusätzlich mit 1 U/µl 

RNase-Inhibitor (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot) zur Unterdrückung der RNase-

spezifischen Enzymaktivität versetzt. 

 

Die Gesamt-RNA-Konzentration (ng/µl) wurde mittels eines UV-Spektrofotometers 

(BioPhotometer, Eppendorf® AG, Hamburg) bestimmt. Dazu wurde eine Verdünnung der 

RNA-Präparation von 1 : 20 mit DEPC-Wasser hergestellt. Die Messungen erfolgten in 

Kunststoff-Einmalküvetten (Eppendorf Uvette® 220-1600 nm, Westbury, USA). Die 

Extinktion wurde bei 260 nm gemessen. Als Leerwert wurde DEPC-Wasser verwendet. 

Anhand der gemessenen Konzentration wurde eine Arbeitsverdünnung von 

0,2 µg Gesamt-RNA / µl hergestellt und bis zur weiteren Verwendung bei -20oC gelagert. 

Die unverdünnte Stammlösung der RNA wurde bei -80 oC aufbewahrt. 

 

3.3.2 DNase-Behandlung 

 

Vor jeder RT-PCR wurde eine Behandlung der gewonnenen RNA mit DNase 

durchgeführt, um eine Amplifikation von eventuell noch in der Probe vorhandener 

genomischer DNA und somit ein falsch positives Ergebnis zu vermeiden. 

Die Ansätze für die DNase-Behandlung erfolgten unter Kühlung auf Eis in 0,25 ml 

Plastikreaktionsgefäßen (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf) 

(Zusammensetzung s. Tabelle 1). Das verwendete MnCl2 wurde von Sigma-Aldrich™ 

Chemie GmbH, Deisenhofen bezogen; der 10 x PCR-Puffer (500 mM KCl, 100 mM Tris-

HCl, pH 8.3) stammte aus dem RT-PCR Core Kit von Perkin Elmer Applied Biosystems 

GmbH, Weitstadt; die DNase I, RNase-frei, von Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim; der RNase-Inhibitor von MBI Fermentas.  
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Zum DNase-Mix wurden 6,65 µl RNA-Lösung (0,2 µg/µl) zugegeben, um ein Endvolumen 

von 9,90 µl zu erhalten. Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis. 

 

Tabelle 1: Zusammensetzung des DNase-Mixes für die DNase-Behandlung 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung 

MnCl2 1 µl 10 mM 
PCR-Puffer 1 µl 10 x 

DNase I RNase frei 1 µl 10 U/µl 
RNase-Inhibitor 0,25 µl 40 U/µl 
Gesamtvolumen 3,25 µl 

 

Die DNase-Behandlung wurde in einem T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra, 

Göttingen) bei folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 

Phase a)  10 min 37 oC 

Phase b)  5 min. 75 oC 

Phase c) abkühlen auf 4 oC 

 

Da die Stabilität der RNA nach der DNase-Behandlung nur für sehr kurze Zeit  

gewährleistet ist, wurde die Reverese Transkription (RT) direkt im Anschluss daran 

durchgeführt. 

 

3.3.3 Reverse Transkription (RT) 

 

Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des RT-PCR Core Kits (Perkin Elmer 

Applied Biosystems GmbH, Weitstadt) in Anlehnung an das vom Hersteller mitgelieferte 

Protokoll durchgeführt. Als Startprimer wurden unspezifisch bindende Primer (Random 

Hexamers) eingesetzt. 

Pro Ansatz wurde 1,5 µl DNase behandelter RNA-Lösung, entsprechend 0,2 µg der 

Gesamt-RNA, den 8,5 µl des RT-Mastermixes zugegeben (Zusammensetzung 

s. Tabelle 2); das Pipettieren erfolgte auf Eis. 
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Tabelle 2: Zusammensetzung des RT-Mastermixes für die RT 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung

MgCl2 2 25 mM 
PCR-Puffer 1 10 x 
dNTP-Mix 1) 4 10 mM 

Random Hexamers 0,5 50 µM 
RNase-Inhibitor 0,5 20 U/µl 

Reverse Transkriptase 0,5 50 U/µl 
Gesamtvolumen 8,5 

 

1) Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix 

 

Die Probe wurde danach in den T1 Thermocycler 48 verbracht und nach folgendem 

Programm behandelt: 

8 min  bei 21 oC, 

15 min  bei 42 oC,

5 min  bei 99 oC und  

5 min  bei 5 oC. 

Nach einer weiteren Temperaturabsenkung auf 4 oC können die Proben so bis zu ihrer 

Entnahme im Thermocycler bei 4 oC aufbewahrt werden. 

Die während der RT synthetisierte cDNA ist stabil und kann bei -20o C bis zur weiteren 

Untersuchung gelagert werden. 

 

3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Für die qualitative PCR wurden die 10 µl der cDNA-Lösung mit 40 µl Primer-Mix 

vereinigt. Der Primer-Mix besteht aus dem PCR-Prämix (Pufferlösung) (s. Tabelle 3), dem 

genspezifischer Primer und die thermostabile DNA-Polymerase (GOLD Ampli Taq) 

zugegeben wurden (Zusammensetzung s. Tabelle 4). 

 

Die verwendeten Primer-Paare wurden mit Hilfe der Software Oligo Analyser 1.0.2/Oligo 

Explorer 1.1.0. (Freeware aus dem Internet; ©Teemu Kuulasma, University of Kuopio, 

70211 Kuopio, Finnland) erstellt und bei der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg, in 

Auftrag gegeben. 
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Tabelle 3: Zusammensetzung des PCR-Prämix 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung 

MgCl2 2 25 mM 
PCR-Puffer 4 10 x 

DEPC-Wasser 32,75 
Gesamtvolumen 38,75 

 

Tabelle 4: Zusammensetzung des Primer-Mixes 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung

PCR-Prämix 38,75 --- 
Primer-Vorverd.-Mix* 1 10 pmol/ µl 
GOLD AmpliTaq** 0,25 5 U/µl 

Gesamtvolumen 40 
 

* Sense- und Antisense-Primer (jeweils 20 pmol/µl in DEPC-Wasser) wurden vorab im 

Verhältnis 1:1 gemischt. Im Primer-Verdünnungs-Mix liegen die beiden Primer somit in 

einer Konzentration von 10 pmol/µl vor. 

 

** Um eine Hot-Start PCR zu gewährleisten, wurde die GOLD AmliTaq® DNA-

Polymerase verwendet. 

 

Die Reaktionsbedingungen für die PCR sind in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der PCR 

 

Programmschritt Temperatur Dauer 
Initiale 

Denaturierung/Aktivierung 
der GOLD AmpliTaq 

95 oC 
 

10 min 
 

Beginn der Zyklen 
Denaturierung 94 oC 1 min 

Annealing = TA Primerpaarabhängig 2 min 
Verlängerung 72 oC 1,30 min 

35 Wiederholungen

Ende der Zyklen 
Finale Verlängerung 72 oC 10 min 

Bis zur Entnahme 4 oC  

Bei jeder PCR wurde eine Positivkontrolle mit dem Housekeeping Gene - GAPDH (1,3-

Diphosphoglycerat) durchgeführt, um die Integrität der mRNA zu überprüfen. 
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Als Negativkontrolle wurde DEPC-Wasser anstelle der RNA für die DNase-Behandlung 

eingesetzt und dieses bis zur Amplifikation wie eine reguläre Probe behandelt. Somit 

konnten ggf. RNA- und DNA-Kontaminationen von Substrat und Lösungen erkannt und 

ausgeschlossen werden. 

 

Die hundespezifischen Primersequenzen der für die Amplifikation der GAPDH, 

Cyclooxygenase-1 (Cox1) und Cyclooxygenase-2 (Cox2) kodierenden Fragmente sind, 

zusammen mit den Accession Nummern der Genbank, in Tabelle 6 angegeben. 

 

Tabelle 6: Verwendete Primer in der qualitativen PCR 

Primer Accession-Nr. 
(Genbank) Basensequenzen Länge des 

Amplifikats

GAPDH-for 
GAPDH-rev AB038240 5’- GCC AAG AGG GTC ATC ATC TC -3’ 

5’- GGG GCC GTC CAC GGT CTT CT -3’ 229 bp 

Cox1-for 
Cox1-rev AF535139 5’-TGG ATG GAG TGA TGC TTC -3’ 

5’-CTG CTT TGG GGG TAT CTC-3’ 329 bp 

Cox2-for 
Cox2-rev AY044905 5’-ACA GGA GAG AAG GAA ATG GC-3’ 

5’-GGA TTG AGG CAG TGT TGA TG-3’ 250 bp 

for = forward; rev = reverse; bp = basepaar 

 

Die in der RT-PCR verwendeten Annealing Temperaturen (TA) waren: 

GAPDH 57 oC, 

Cox1  53 oC und 

Cox2  57 oC. 

 

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Dazu wurden   

0,82 g Agarose (GibcoBRL, Life Technologies) in 91 ml 1 x TBE Puffer aufgekocht, es 

resultierte ein 2%iges Agarosegel. Nach dem Abkühlen auf ca. 60 – 80 oC wurden 2 µl 

Ethidiumbromid (1 % Roth GmbH & Co.) zugesetzt, gemischt und das flüssige Gel in eine 

horizontale Gelelektrophoresekammer (Keutz, Labortechnik GmbH, Reiskirchen) 

gegossen und bis zum Erstarren stehen gelassen. Zur Bildung der Geltaschen war dabei ein 

20-zähniger Kamm eingesetzt worden. Anschließend wurde das Gel in die 

Elektrophoresekammer eingelegt und diese mit 1 x TBE Puffer bis zu einem Stand von 

ca. 0,5 cm oberhalb des Gels aufgefüllt.  



MATERIAL, METHODEN UND ERGEBNISSE DER KLONIERUNGEN  40

Nach Zugabe von 1,5 µl Ladepuffer (6x Loading Dye Solution; MBI Fermentas, St. Leon-

Rot) zu 15 µl des PCR-Produktes wurde das Gemisch in die Geltaschen pipettiert. Ebenso 

wurde 1 µl des DNA-Größenstandards [100 bp DNA Ladder (GeneRuler™, MBI 

Fermentas, St. Leon Rot)] nach Zugabe von 1,5 µl Ladepuffer und 7 µl DEPC-Wasser in 

eine Geltasche eingebracht. Die ca. 35 minütige Auftrennung der DNA erfolgte bei einer 

Spannung von 125 V und einer Stromstärke von 300 mA (Powersupply-Gerätt; LKB 

Bromma, Golden, USA). Die Detektion der elektrophoretisch getrennten Proben erfolgte 

mittels UV-Licht im UV-Transluminator Biostep (Biostep GmbH, Jansdorf) bei 312 nm 

aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften des Ethidiumbromids, das mit der DNA 

interkaliert. 

 

Die Spezifität der PCR-Produkte wurde anschließend durch eine Sequenzierung, die von 

der Firma SRD-Scientific Research and Development GmbH (Oberursel) durchgeführt 

wurde, bestätigt. 

 

3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

 

Für die Klonierung eines PCR-Produktes in einen Vektor muss das Produkt in den Vektor 

ligiert werden. Dafür muss es in gereinigter Form vorliegen. Zur Aufreinigung von DNA-

Fragmenten aus einem Agarosegel wurde das Qiaex II Gelextraction Kit (Qiagen GmbH, 

Hilden) verwendet. Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden durch UV-Licht in einem 

mit Ethidiumbromid gefärbten Gel sichbar gemacht und mit einem sterilen Skalpell 

ausgeschnitten. Das ausgeschnittene Gelstück wurde in ein Eppendorfgefäß überführt und 

das Gewicht bestimmt. Die weitere Extraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers 

(Qiagen GmbH). 

 

3.5 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren 

 

Die Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren kann auf verschiedene Weise 

durchgeführt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Klonierung mit einem schon 

geschnittenen pGEM®-T Vektor (pGEM®-T Vector System I; Promega GmbH, 
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Mannheim) durchgeführt. Die Schnittstelle sitzt inmitten des lacZ’-Gens, das für einen Teil 

(α-Fragment) der β-Galactosidase kodiert. Ein Substrat dieses Enzyms ist X-Gal (5-bromo-

4-chloro-3-indoxyl-beta-D-galactopyranoside), das hydrolytisch zum Indoxyl gespalten 

wird. Das gebildete wasserlösliche, gelbe 5-Brom-4-chlor-Indoxyl wird dann vom 

Sauerstoff der Luft zum wasserunlöslichen, tiefblauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-

dichlorindigo oxidiert. Wird das DNA-Fragment in den Vektor eingebaut (ligiert), wird die 

Gensequenz der β-Galactosidase unterbrochen und das Enzym wird nicht mehr exprimiert. 

Daraus folgt, dass das X-Gal nicht mehr gespalten wird und somit auch kein blauer 

Farbstoff entsteht. Die nach der Transformation entstandenen Kolonien erscheinen dann 

nicht blau, wie die mit leerem Vektor, sondern weiß (Blau-Weisse-Selektion; Kolonien, die 

das Fragment eingebaut haben werden weiß, Kolonien ohne Fragment werden blau). 

Diese Reaktion kann gezielt durch IPTG (Isopropylthiogalactosid), einen Induktor der 

bakteriellen RNA-Polymerase der zur Transkription des lacZ’-Gens führt (Induktor des 

lac - Promotors), induziert werden. 

Ausserdem enthält der Vektor ein Antibiotikaresistenzgen (Ampicillin) das bewirkt, dass 

nur ein mit diesem Vektor transformiertes Bakterium auf einem mit Ampicillin versetzten 

Medium wachsen kann. 

 

 

 
 
Abb. 9: Schema des pGEM®-T Vektors für die Ligation; Ampr = Ampicillin-

Rezistenzgen; f1 ori = Replikationsstartpunkt; lac Z = α-Fragment des 

β-Galaktosidase Gens (aminoterminale kodierende Sequenz der 

β-Galaktosidase), beinhaltet multiple Klonierungsstelle mit flankierenden Sp6- 

und T7-Promotoren 
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Ausführung 

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des Qiaex II Gelextraction Kit (Qiagen GmbH) 

(s. Kap. 3.4) aufgereinigt und anschließend über Nacht bei Raumtemperatur mittels 

T4-Ligase in den pGEM®-T Vektor ligiert (Zusammensetzung des Ligationsansatzes 

s. Tabelle 7).  

 

Tabelle 7: Komponenten zur Ligation  der PCR-Produkte  in den pGEM-T Vektor 

(Ligationsansatz) 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) 

2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 4 
pGEM®-T Vektor 1 

Insert (PCR Produkt) 4 
T4 DNA Ligase 1 

 

Danach erfolgte die Transformation des Vektors in Tetracyclin-resistente, kompetente 

E. coli (XL-1 Blue Bakterien) (Stratagene Europe, Holland), indem dem Ligationsansatz 

zuerst 100 µl einer Suspension kompetenter Zellen zugegeben und danach für 30 min auf 

Eis inkubiert wurde. Es folgte eine 2-minütige Inkubation im 42 oC warmen Wasserbad zur 

Induktion des so genannten „heat shock’s“, anschließend wurden die Ansätze für weitere 2 

min auf Eis gestellt. Der „heat shock“ dient der Erhöhung der Transformationseffizienz, 

d.h. der erhöhten Aufnahme des ligierten Plasmids in die Baketrien. Nach Durchführung 

der Transformation erfolgte die Phase der Vorvermehrung. Dazu wurden dem 

Transkriptionsansatz 900 µl 37oC warmes LB-(Growth)-Medium (Stratagene Europe, 

Holland), das 30 µg Tetracyclin /ml enthält, zugegeben und die Proben bei 37oC über 

60 min inkubiert. Anschließend wurden 100 µl dieser Probe pro Agarplatte ausgestrichen 

und über Nacht bei 37 oC inkubiert. Die dazu verwendeten LB-Medium-Agarplatten [mit 

30 µg Tetracyclin /ml und 100 µg Ampicilin/ml (Stratagene Europe, Holland)] wurden für 

die Blau-Weiß-Selektion so präpariert, indem je Platte zunächst 40 µl X-Gal (s.o.) 

(20 mg/ml) und dann 40 µl IPTG (s.o) (200 mg/ml) mit einem speziellen Spatel 

ausgestrichen und die Platten danach bei Raumtemperatur getrocknet wurden. 

  

Nach der Selektion positiver Klone wurden ausgewählten Kolonien in flüssigem 

LB-Growth-Medium (3 ml LB-Medium versetzt mit 500 µl 1%iger-Ampicilinlösung) über 

Nacht vermehrt und die Plasmide mit dem QIAprep® Miniprep-Kit (Qiagen GmbH) 
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extrahiert. Die so gewonnenen Plasmide (Plasmid-DNA) wurden anschließend mit den 

Restriktionsendonukleasen Nco I und Not I geschnitten (verdaut). Dafür wurde der 

Restriktionsansatz (s. Tabelle 8) vorbereitet und zu der in das Eppendorf-Gefäß 

vorgelegten gelösten Plasmid-DNA (5 µl) zugegeben. Die Proben wurden danach für 1-2 

Stunden in einem Wasserbad bei 37 oC inkubiert, wonach die beiden Enzyme durch eine 

Inkubation bei 65 oC über 20 min hitzeinaktiviert wurden. Die Restriktionsprodukte 

wurden anschließend auf einem 2 %igen Agarosegel hinsichtlich der Insertgröße 

analysiert. 

Parallel dazu waren zur weiteren Überprüfung der korrekten Ligation und Transformation 

Plasmide zur Sequenzierung in ein kommerzielles Labor (SRD-Scientific Research and 

Development GmbH, Oberursel) eingeschickt worden. 

 

Tabelle 8: Zusammensetzung des Ansatzes für den Doppelverdau mit den 

Restriktionsendonukleasen Not I / Nco I 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(in µl) 

DEPC-Wasser 10 
NEBuffer 3 1)

(für Not I Restriktase) 1 

NEBuffer 4 1)

(für Nco I Restriktase) 1 

Not I (10 U/µl) 1) 1 
Nco I (10 U/µl) 1) 1 

BSA 1)* 1 
 

1) New England Biolabs GmBH, Frankfurt a. M. 
* Bovines Serum Albumin 

3.6 Quantitative Real Time (TaqMan) PCR 

 

Die Real Time PCR, auch “quantitative PCR” genannt, stellt eine Weiterentwicklung der 

PCR dar. Sie wird eingesetzt, um das Expressionsniveau der RNA in einer Probe zu 

bestimmen.  

Analog zu der konventionellen RT-PCR muss die mRNA vor der eigentlichen PCR in ein 

geeignetes Template (cDNA) mittels Reverser Transkriptase (RT) umgeschrieben werden. 

In der vorliegenden Arbeit erfolgten die DNase-Behandlung und die RT nach den in Kap. 

3.3.2 und 3.3.3 beschriebenen Protokollen. 
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Die relative quantitative Real Time PCR zur Bestimmung der Expression von Cox1, Cox2, 

PGFR, PGES und 3βHSD (Zielgene/“Targetgenes“) erfolgte mittels des TaqMan Sonden 

Verfahrens. 

 

3.6.1 TaqMan PCR-Prinzip 

 

Zusätzlich zu dem für die Amplifikation benötigten Primerpaares, wird der Reaktion ein 

kurzes Oligonukleotid zugesetzt, das als Gensonde spezifisch an die PCR-Matrize bindet. 

Dieses als TaqMan-Sonde bezeichnete Oligonukleotid ist am 5’ Ende mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff „6-FAM“ markiert, am 3’ Ende befindet sich eine Fluoreszenz  

löschende Verbindung (Quencher), TAMRA.  

Im Falle einer vorhandenen Ziel-DNA im PCR-Ansatz verlängert - ausgehend von 

spezifisch gebundenen Primern - die Taq-Polymerase die komplementäre Sequenz und 

stößt dabei auf die ebenfalls spezifisch gebundene Sonde, die aufgrund der 5’-3’-Nuklease-

Aktivität der Taq-Polymerase abgebaut wird. Die dadurch eintretende Trennung von 

Fluoreszenzfarbstoff (F) und Quencher (Q) führt zu einem Fluoreszenzsignal, welches 

direkt mit der PCR-Produktzunahme korreliert (Abb.10). Da die Taq-Polymerase ihre 5’-

3’-Exonukleaseaktivität nur am DNA-Doppelstrang entfalten kann, werden die nicht 

hybridisierten Sondenmoleküle nicht abgebaut und es zeigt sich kein Fluoreszenzsignal. 
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Abb. 10: TaqMan-Prinzip: Erst getrennt vom Quencher-Molekül (Q) wird die Reporter-

Fluoreszenz (F) messbar und zeigt die Zielstrangsynthese in der PCR an 

(Eurogentec, Seraing, Belgien). 

 

3.6.2 Durchführung 

 

Bei der Durchführung der Real Time PCR wurde der TaqMan® qPCR MasterMix 

(Eurogentec, Seraing, Belgien) eingesetzt. 

Für jede Probe wurden 50 ng der Gesamt-RNA der DNase-Behandlung unterzogen; diese 

und die RT erfolgten nach den in Kap. 3.3.2 und 3.3.3 beschriebenen Protokollen. Die 

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die Real Time PCR ist in Tabelle 9 

dargestellt. Zu 20 µl Reaktionsansatz wurde 5 µl cDNA-Lösung aus dem RT-Ansatz 

zugegeben. Für jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. 
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Tabelle 9: Real Time RT-PCR- Reaktionsansatz 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(in µl) Stammlösung

qPCR Master Mix 12,5 2 x 
Sense-Primer 1,5 5 µM 

Antisense-Primer 1,5 5 µM 
TaqMan-Sonde 1 5 µM 
DEPC-Wasser 3,5 

Gesamtvolumen 20 
 

In Tabelle 10 sind die Basensequenzen der verwendeten Primer und TaqMan-Sonden 

dargestellt. Sie wurden mit Hilfe der Primer Express Software (Version 2.0, Applied 

Biosystems, Foster City, CA) ausgewählt. Die Primer wurden von der Firma MWG 

Biotech AG, Ebersberg hergestellt. Die TaqMan-Sonden wurden von dem Hersteller des 

TaqMan® qPCR MasterMixes (Eurogentec, Seraing, Belgien) synthetisiert. 

 

Die Real Time PCR Reaktionen wurden in dem automatischen Fluorometer ABI PRISM™ 

5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung von 

96-well optical plates (Applied Biosystems) durchgeführt. 

 

Die Amplifikation wurde bei folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 

Programmschritt Temperatur Dauer 
Initiale 

Denaturierung 95 oC 10 min  

Denaturierung 95 oC 15 sek 
Annealing = TA 

und Verlängerung 60 oC 1 min 40 Wiederholungen 
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Tabelle 10: Die in der Real Time PCR verwendeten Primer und TaqMan-Sonden Sequenzen 

 

Primer 
Accession-Nr. 

(Genbank) 
Basensequenzen Länge des Amplifikates 

GAPDH-for 

GAPDH-rev 
AB028142 

5’- GCT GCC AAA TAT GAC GAC ATC A -3’ 

5’- GTA GCC CAG GAT GCC TTT GAG -3’ 
75 bp 

GAPDH-TaqMan Sonde AB028142 5’- TCC CTC CGA TGC CTG CTT CAC TAC CTT -3’  

Cox1-for 

Cox1-rev 
AF535139 

5’- ACC CGT GTT GTT ACT ACC CAT GT -3’ 

5’- AGT CAC ACT GGT AGC GGT CAA G -3’ 
75 bp 

Cox1-TaqMan Sonde AF535139 5’- CGA AGC GGA CAC AGA TCC CTT GGT -3’  

Cox2-for 

Cox2-rev 
AY044905 

5’- GGA GCA TAA CAG AGT GTG TGA TGT G -3’ 

5’- AAG TAT TAG CCT GCT CGT CTG GAA T -3’ 
88 bp 

Cox2-TaqMan Sonde AY044905 5’- CGC TCA TCA TCC CAT TCT GGG TGC T -3’  

PGFR-for 

PGFR-rev 
s. Kap. 3.8.3 

5’- ACC AGT CGA ACA T CC TTT GCA -3’ 

5’- GGC CAT CAC ACT GCC TAG AAA -3’ 
86 bp 

PGFR-TaqMan Sonde s. Kap. 3.8.3 5’- CAT GGT GTT CTC CGG TCT GTG CCC -3’  

PGES-for 

PGES-for 
s. Kap. 3.8.2 

5’- CTG TCA TCA CCG GCC AAG T -3’ 

5’- CCT GT CAC TCC GGC AAT A -3’ 
99 bp 

PGES-TaqMan Sonde s. Kap. 3.8.2 5’- ACG CCC TGA GAC ACG GAG GCC T -3’  

3βHSD-for 

3βHSD-rev 
AY739720 

5’- GGG TAC TCA GCT CCT GTT GGA A -3’ 

5’- GCC ACC TCT ATG GTG CTG GTA T -3’ 
78 bp 

3βHSD-TaqMan Sonde AY739720 5‘-TGC CCA GGC TAG TGT GCC GAT CTT -3‘  
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3.6.3 Auswertung 

 

Die mittels Real Time PCR ermittelte Quantifizierung der Expression eines Gens lässt sich 

in eine absolute und eine relative Quantifizierung unterscheiden. Bei der absoluten 

Quantifizierung wird die absolute Menge, also die Kopienzahl eines Gens, ermittelt. 

Hierbei wird zur Erstellung einer Regressionsgeraden ein genauer Standard benötigt (z.B 

eine definierte Menge von Plasmid-DNA des entsprechenden Gens). Bei der relativen 

Quantifizierung wird der Anstieg bzw. Abfall des Zielgens in Bezug auf ein Referenzgen 

ermittelt. Das House-keeping Gene, das zur Normierung der Daten verwendet wird, sollte 

daher nicht reguliert sein, d. h. es sollte ein konstantes Expressionsniveau in verschiedenen 

Geweben, Stadien und unter verschiedenen experimentellen Bedingungen besitzen. 

Voraussetzung zur Anwendung der relativen Quantifizierung ist, dass die Ziel- und 

Referenzgen-PCR vergleichbare Reaktionseffizienzen zeigen.  

In der vorliegenden Arbeit kam die relative Quantifizierung unter Verwendung des House-

keeping Genes GAPDH als Referenzgen nach den Agaben des Herstellers von 

ABI PRISM™ 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) zum 

Einsatz. 

 

Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-

Schwellenwertes, dem so genannten Threshold Cycle oder CT-Wert. Der CT-Wert ist jener 

PCR-Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz signifikant 

übersteigt. Dabei gilt, dass zu Beginn der PCR-Reaktion nur die Basis- oder 

Hintergrundfluoreszenz gemessen wird, da die Fluoreszenz aufgrund der geringen 

Templatekonzentration im Reaktionsgefäß während der ersten PCR-Zyklen normalerweise 

nicht detektierbar ist. Der CT-Wert definiert also jenen Zeitpunkt, ab dem die 

Amplifikation und damit die Bildung von Doppelstrang-cDNA exponentiell ist und in 

dieser Phase die PCR-Reaktion von keinen limitierenden Faktoren, wie Primer-, 

Nukleotidmangel oder nachlassende Enzymaktivität eingeschränkt wird. 

Der CT-Wert ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der ursprünglich in die Reaktion 

eingebrachten cDNA-Kopienzahl des entsprechenden Gens. Je mehr cDNA-Template 

initial vorhanden ist, umso geringer ist die erforderliche Anzahl an Zyklen, bis das 

Fluoreszenzsignal über dem Hintergrund detektierbar ist. 
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Die Bestimmung der relativen Expression setzt sich aus drei Formeln zusammen: 

Mit der Formel (1) berechnet man den Unterschied an Thresholdzyklen für die Zielsequenz 

und das Referenzgen. Hierbei wird auf das House-keeping Gene GAPDH normalisiert. 

 

∆CT = ∆CT Zielgen - ∆CT GAPDH    (1) 

 

Bevor die relative Expression bestimmt werden kann, muss zunächst ∆∆CT bestimmt 

werden. Hiefür wird ein Kalibrator ausgewählt. Als Kalibrator wird die Probe bezeichnet, 

bei der die Expression am niedrigsten war (also die Probe mit dem höchsten ∆CT Wert). 

Der ∆CT-Wert des Kalibrators wird von den ∆CT-Werten aller Proben abgezogen 

(Formel 2). 

 

∆∆CT = ∆CT Zielgen - ∆CT Kalibrator   (2) 

 

Mit Hilfe des ∆∆CT, wie in Formel (3) dargestellt, kann die relative Gen-Expression 

(RGE) bestimmt werden. 

 

RGE = 2 (-∆∆CT)     (3) 

 

Die RGE gibt die n-fache Überexpression eines Gens im Vergleich zu der Probe mit der 

niedrigsten Expression (Kalibrator) an. 

 

3.6.4 Statistische Verfahren 

 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistical Software GraphPad3 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA).  

 

Zur statistischen Berechnung der Cox1-, PGFR- und PGES-mRNA-Expression wurde ein 

globaler Vergleich aller Zeitpunkte (alle Beobachtungstermine) mit Hilfe einer 

1- faktoriellen Varianz-Analyse (parametrische ANOVA) durchgeführt. An die 

Varianzanalyse schloss sich ein paarweiser Mittelvergleich mit Hilfe des Tukey-Kramer’s 

Tests an. 
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Da für die Cox2- und 3βHSD-Expression die Messwerte eine statistisch signifikante 

Abweichung von der Normalverteilung aufwiesen, wurde der globale Vergleich aller 

Zeitpunkte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests (nicht-parametrische ANOVA) 

durchgeführt. Der paarweise statistische Vergleich aller Beobachtungstermine wurde 

anschließend mit Hilfe des Dunn’s- Tests durchgeführt. 

 

Bei rechtsschiefer Verteilung der Messwerte für die Cox1, Cox2 und 3βHSD wurde eine 

logarithmische Transformation der Daten durchgeführt und die Datenbeschreibung mit 

Hilfe von geometrischen Mittelwerten (Xg) und Streufaktoren (SF), dargestellt in der Form 

Xg x SF±1, vorgenommen. 

 

3.7 Molekulares Klonieren der caninen 3βHSD Sequenz 

 

Die canine 3βHSD-Sequenz wurde bislang nicht charakterisiert. Um die Expression des 

Gens auf mRNA-Ebene im Verlauf des Diöstrus zu verfolgen, war es Ziel der Arbeit, die 

canine 3βHSD-cDNA zu isolieren, zu klonieren und zu charakterisieren. Dies geschah 

mittels RT-PCR und der so genannten 5’- 3’- RACE PCR.  

 

3.7.1 RACE PCR - Prinzip 

 

RACE steht für Rapid Amplification of cDNA Ends und stellt eine molekularbiologische 

Methode dar, mit der es auf Grund eines bekannten kurzen Fragments einer Gensequenz 

möglich ist, die fehlenden 3’- und 5’- cDNA- Fragmente der Sequenz zu ermitteln. 

Dazu ist es notwendig, in getrennten Schritten eine 5’-cDNA, bzw. 3’ -cDNA Synthese 

durchzuführen. 

In der vorliegenden Arbeit, wurde die 3’ - 5’-RACE PCR mit dem SMART (Switching 

Mechanism At 5’ end of RNA Transcript) RACE cDNA Amplification Kit 

(BD Biosciences Clontech) in der Anlehnung an die Herstellerangaben durchgeführt. Mit 

dieser Methode ist es möglich, während der Reversen Transkription (RT) die gesamte 

cDNA-Sequenz eines Gens zu generieren. Dies geschieht mittels der PowerScript Reverse 

Transcriptase™, die in der Reaktion zusammen mit dem so genanntem 

SMART II A™ - Oligonukleotid eingesetzt wird (Abb. 11). Die PowerScript Reverse 
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Transcriptase™ von BD Biosciences Clontech stellt eine Variante der Maloney Murine 

Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLVRT) dar, die sowohl eine RT- Aktivität als 

auch eine Aktivität der terminalen Transferase aufweist.  

 

Als Startpunkt der 5’-cDNA-Synthese wird ein Oligo-dT-Primer verwendet (Abb. 11a). 

Nach dem Erreichen des 5’-Endes der mRNA, entfaltet die PowerScript Reverse 

Transcriptase™ die Aktivität einer terminalen Transferase und fügt einzelne Nukleotide 

(vor allem dC) zu dem 3’-Ende der neusynthetisierten cDNA (Abb. 11b) hinzu. So entsteht 

ein oligo-dC-Tail auf der cDNA, an dem als nächstes eine komplementäre dGGG-Sequenz 

des SMART II A™ Oligonukleotids (Ankerprimer) anlagert (Abb. 11c; Tabelle 11). 

Danach schaltet die Reverse Transkriptase von ihrer ersten Matrize (mRNA) zum 

Ankerprimer um („switching mechanism“). Die cDNA-Synthese wird weiterhin 

fortgesetzt, bis die Reaktionskette das Ende des Ankerprimers erreicht hat.  

 

 
 

Abb. 11: Schema der 5’-cDNA- Synthese (Abkürzungen s. Text). 

 

Für die 3’ cDNA-Synthese wird ebenfalls ein spezieller Ankerprimer 

(Oligo-dT-Primer-SMART) verwendet, der als 3’-cDNA Primer A bezeichnet wird; d.h. 

außer einer Oligo-dT-Sequenz, die an den poly-dA-Tail der mRNA- Sequenz bindet, 

beinhaltet der Primer die SMART-Sequenz (Oligo-dT-Primer-SMART; Abb. 12; 
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Tabelle 11). Somit wird die SMART-Sequenz an beiden Enden der cDNA eingebaut und 

die eigentliche RACE PCR kann in beiden Richtungen (3’- und 5’) mit einem Universalen 

Primer Mix (UPM) stattfinden. 

 

Ein wichtiger Bestandteil des verwendeten Clontech-Kits ist der BD Advantage 2 

Polymerase Mix. Er besteht aus einem Gemisch von zwei DNA-Polymerasen, einer 

Taq-Polymerase und einer Proofreading-Polymerase. 

 

 
 

Abb. 12: Schema der 3’-cDNA- Synthese (Abkürzungen s. Text).  

 

3.7.2 Klonierung der 3βHSD 

 

Die initiale RT-PCR wurde wie beschrieben (s. Kap. 3.3) mit 0,2 µg Gesamt-RNA 

durchgeführt. Die Primer wurden anhand eines Vergleichs (Alignment) der bekannten 

3βHSD-Sequenzen aufgrund ihrer hohen Homologie ausgewählt (Primer 1-2; TA= 54 oC). 

Das sich aus dieser RT-PCR ergebende Amplikon (erste hundespezifische 3βHSD- 

Sequenzfragment) wurde sequenziert und diente zur Ableitung der Primer für die folgende 

RACE PCR.

Alle zur Klonierung der 3βHSD verwendeten Primer sind in Tabelle 11 aufgelistet. 

 

 

 

 

Tabelle 11: Auflistung der bei der RT-PCR und RACE PCR verwendeten Primer und ihre 

Bindungsstellen an der caninen 3βHSD-Sequenz. 
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1) Oligo – dT – Primer - SMART 

 

Für die folgende 3’- 5’- RACE PCR wurden zunächst 0,6 µg Gesamt-RNA in 3 µl 

(s. Kap. 3.3.1) mit der PowerScript Reverse Transkriptase (BD Biosciences Clontech), 

versetzt und wie in Kap. 3.7.1 beschrieben getrennt die 3’- und 5’-cDNA synthetisiert. 

(Zusammensetzung des cDNA-Mixes s. Tabelle 12). Die Reaktion verlief über  90 min bei 

42 oC und anschließend zur Inaktivierung über 7 min bei 72 oC. 

 

Tabelle 12: Zusammensetzung des cDNA-Mixes 

Komponenten 3’-cDNA-Synthese 
Einfacher Ansatz in µl

5’-cDNA-Synthese 
Einfacher Ansatz in µl 

Oligo-dT-Primer (12 µM) - 1 
SMART II A Oligonukleotid™ 

(12 µM) - 1 

 3’-CDS Primer A (12 µM) 1 - 
DEPC-Wasser 1 - 

5x First-Strand Buffer 2 2 
 DTT 1) (2 mM) 1 1 
50x dNTP Mix 1 1 

PowerScript Reverse Transcript. 1 1 
 

1) Dithiothreitol 

Auch die folgende 3’- 5’-RACE PCR mit dem SMART RACE cDNA Amplification Kit 

(BD Biosciences Clontech) erfolgte in  Anlehnung an die Herstellerangaben. 
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Die genspezifischen Primer (gene-specific primers; GSP; Primer 3-4) wurden zusammen 

mit dem Universal-Primer-Mix (UPM; Primer 7-8) aus dem Clontech-Kit in zwei 

getrennten Reaktionen (für 3’- RACE mit GSP1 und für 5’- RACE mit GSP2) verwendet 

(Zusammensetzung des RACE PCR-Mixes s. Tabelle 13).  

Die Reaktionen wurden im T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra) unter folgenden 

Bedingungen durchgeführt (Tabelle 14). Die RACE PCR ergab zwei überlappende 

Produkte von Länge 710 bp (3’- RACE) und 1012 bp (5’- RACE), die für die gesuchte 

vollständige cDNA-Sequenz der 3βHSD kodieren (Abb. 13a). Abb. 13b zeigt die Produkte 

der RACE PCR nach der Auftrennung in einem 1,5 %igen Agarosegel (s. Kap. 3.3.4). 

 

Tabelle 13: Zusammensetzung des RACE PCR-Mixes 

Komponenten 3’ RACE PCR 
Einfacher Ansatz in µl

5’ RACE PCR 
Einfacher Ansatz in µl 

DEPC-Wasser 34,5 34,5 
10x Advantage 2 PCR Buffer 5 5 

50x dNTP Mix 1 1 
50 x Advantage 2 Polymerase 

Mix 1 1 

3’-RACE cDNA 2,5 - 
5’-RACE cDNA - 2,5 

GSP 1 (10 pmol/µl) 1 - 
GSP 2 (10 pmol/µl) - 1 

 

 

Tabelle 14: Temperatur- und Zeitprofil der RACE PCR 

 

Programmschritt Temperatur Dauer 
Initiale Denaturierung 94 oC 1 min 

Beginn der Zyklen 
Denaturierung 94 oC 1 min 

Annealing = TA 65 oC 2 min 
Verlängerung 72 oC 3 min 

35 Wiederholungen

Ende der Zyklen 
Finale Verlängerung 72 oC 10 min 

Bis zur Entnahme 4 oC  

 

 

 

 

a) 
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b) 

 
 

 

Abb. 13: Amplifikation der caninen 3βHSD mittels 3’ - 5’- RACE PCR. Der 

Zusammenhang zwischen den genspezifischen Primern (GSP1, GSP2) und der 

cDNA-Sequenz ist dargestellt (a); Die RACE PCR- Produkte wurden auf einem 

1,5%igen, mit Ethidiumbromid gefärbten, Agarosegel visualisiert (b). 

Schließlich wurde eine RT-PCR zur Amplifikation des gesamten ORF der 3βHSD mit den 

Primern 5-6 durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen waren wie in Kap. 3.3.4. Die 

Primer-Anlagerungs-Temperatur betrug 57 oC. 
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Abb. 14 zeigt die ermittelte Sequenz sowie die Bindungstellen der verwendeten Primer und 

den unterstellten Open Reading Frame (ORF). 

 

 

5 

3 1 

2 4 

6 

 

Abb. 14: Nukleotid- und Aminosäuren-Sequenz der caninen 3βHSD. Die 

Bindungsstellen der verwendeten Primer wurden mit Pfeilen dargestellt. Der 

unterstellte Leserahmen (open reading frame; ORF) wurde unterhalb der 

Sequenz gezeigt. Genbank Eintragsnummer: AY739720.  

 

Die oben beschriebenen PCR-Produkte wurden aus dem Gel extrahiert, in den pGEM®-T 

Vektor kloniert und anschließend sequenziert (s. Kap. 3.4; 3.5). 

 

Die klonierte hundespezifische 3βHSD-Sequenz wurde in die Genbank eingetragen. 

Eintragsnummer: AY739720: Canis familiaris 3-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 

mRNA, complete cDNA. 
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Der unterstellte Leserahmen (ORF) wurde mit Hilfe ChromasPro Version 1.2 oligo 

software (Technelysium Pty. Ltd, Tewantin, Australien) abgeleitet. Der 

Sequenzhomologie-Vergleich mit bekannten 3βHSD-Sequenzen wurde mit dem gleichen 

Program durchgeführt. 

 

3.8 Klonieren der caninen PGFS, PGES und PGFR Sequenzen 

 

Die hundespezifischen Sequenzen der PGFS, PGES und PGFR waren bisher nicht bekannt. 

Um die Expression der Gene im Verlauf des Diöstrus zu untersuchen, mussten die 

Sequenzen zunächst ermittelt werden.  

Hierfür erfolgte ein Vergleich (Alignment) der bekannten Sequenzen mit der 

hundespezifischen genomischen Sequenz. Der Vergleich wurde online mittels BLAST® 

(Basic Local Alignment Search Tool) durchgeführt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

Die klonierten Sequenzen wurden mit den homologen Sequenzen von anderen Säugetieren 

mittels der ChromasPro Version 1.2 oligo Software (Technelysium Pty. Ltd) verglichen. 

 

3.8.1 RACE PCR und Klonierung der Prostaglandin F2α Synthase (PGFS) 

 

Nach einem Vergleich mit einer bekannten PGFS-Sequenz vom Pferd (Genbank 

Eintragsnummer AY304536), konnten aus dem caninen Chromosom 2 zwei 

Sequenz-Fragmente mit einer Homologie von ca. 90% abgeleitet werden (Fragment 1, 

Fragment 2; s. Abb. 15). Damit ergab sich die Möglichkeit, Primer für die RT-PCR 

auszuwählen (Primer 1-2; s. Tabelle 15). 

 

 

 

 

Tabelle 15: Auflistung der bei der RT-PCR und RACE PCR verwendeten Primer mit ihren 

Bindungsstellen an der caninen PGFS-Sequenz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Abb. 15: Klonierungsstrategie der caninen PGFS. 

 

Da nach Verwendung von aus CL gewonnenen mRNA kein spezifisches PCR-Produkt 

erhalten wurde und die Frage nach der Spezifität der ausgewählten Primern bestand, wurde 

nach einer geeigneten positiven Kontrolle gesucht. Eine solche Kontrolle wurde in mRNA 

gewonnen aus dem Uterus/Plazenta-Komplex präpartaler Hündinnen gesehen, da bei der 

Hündin die Einleitung der Wehentätigkeit an den präpartalen Anstieg von Prostaglandin 

F2α gekoppelt ist (Nohr, 1993a). Als Uterus/Plazenta-Komplex ist hier der 

zusammenhängende fetale und maternale Teil bezeichnet. Die RT-PCR führte zu einer 

PCR- Bande von Länge 77 bp. Die durchgeführte Sequenzierung bestätigte die Spezifität 

des PCR- Produktes. Damit erwies sich der Uterus/Plazenta-Komplex als geeignetes 

Kontrollgewebe. 
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Um ein längeres PCR-Produkt zur Auswahl der Primer für die RACE PCR zu erhalten, das 

die Lücke zwischen den beiden Fragmenten 1 und 2 überbrückt, wurde eine weitere 

RT-PCR mit den Primern 3 und 4 durchgeführt und ein 453 bp- langes Produkt amplifiziert 

(Tabelle 15; Abb. 15). 

Im nächsten Schritt wurde eine 3’- 5’- RACE PCR mit den Primern 3 (als GSP1) und 5 

(als GSP2) (s. Kap. 3.7.1;) durchgeführt. Die daraus entstandenen überlappenden PCR-

Produkte mit einer Länge von ca. 900 bp (für 3’-RACE) und ca. 850 bp (für 5’- RACE) 

kodieren die gesamte cDNA der caninen PGFS. Ein kürzeres Produkt unterhalb der ersten 

Bande wurde in der 3’-RACE PCR beobachtet (Abb. 16). 

Weitere Überprüfungen der erhaltenen Sequenz mit den Primern 3 und 6 folgten (Abb. 15). 

 

 
 

Abb. 16: Amplifikation der caninen PGFS im Uterus/Plazenta-Komplex mittels 3’ - 5’- 

RACE PCR. Die RACE PCR - Produkte wurden auf einem 1,5%igen, mit 

Ethidiumbromid gefärbten, Agarosegel visualisiert; GSP = Amplifizierung mit 

den GSP1 und - 2 Primern.  

 

Alle PCR-Produkte wurden anschließend nach dem im Kap. 3.5 beschriebenen Protokoll, 

in den pGEM-T Vektor kloniert und Sequenziert. Danach ergab sich für das kürzere 

Produkt unterhalb der ersten Bande in der 3’- RACE PCR eine 100%ige Homologie mit 

der entsprechenden Sequenz der PGFS; das Produkt wurde daher als ein Artefakt 

eingestuft. 
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Die klonierte hundespezifische PGFS-Sequenz (Abb. 17) wurde in die Genbank mit der 

Eintragsnummer: AY875970: Canis familiaris prostaglandin F synthase (PGFS) mRNA, 

complete cds, eingetragen. 

 

 
 

Abb. 17: Nukleotid- und Aminosäure-Sequenz der caninen PGFS. Die Bindungsstellen 

der verwendeten Primer wurden mit Pfeilen dargestellt. Der unterstellte 

Leserahmen (open reading frame; ORF) wurde unterhalb der Sequenz 

dargestellt. Genbank Eintragsnummer: AY875970 

 

 

 

 

 

 

3.8.2 Klonierung der Prostaglandin E Synthase (PGES) 

 



MATERIAL, METHODEN UND ERGEBNISSE DER KLONIERUNGEN   61

In einem Vergleich der bovinen PGES-Sequenz (Genbank Accession Nummer: 

AY032727.1) mit der hundespezifischen genomischen Sequenz, wurden auf dem 

Chromosom 9 zwei Sequenz-Fragmente identifiziert (Abb. 18). Diese Fragmente 

umspannen eine Sequenz von 462 Nukleotiden die dem ganzen ORF der bekannten PGES-

Homologen mit 86 % - 92 % entsprachen. Dies waren beim Pferd die Sequenz mit der 

Genbank Nummer AY057096.1, beim Rind die Sequenz Nr. AY032727.1 und bei der 

Ratte die Sequenz Nr. BC088101. Die identifizierten Fragmente umspannen ein fehlendes 

Fragment der Sequenz von ca. 80 bp, das ermittelt werden sollte.  

 

 
 

Abb. 18: Klonierungsstrategie der caninen PGES. 

 

Die initiale PCR wurde mit den Primern 1 und 2 durchgeführt. So wurde die Expression 

von Fragment 2 und damit der PGES im CL bestätigt (Abb 19; Tabelle 16). 

Mit den Primern 3 und 4 wurde ein PCR-Produkt amplifiziert, das das fehlende Sequenz-

Fragment umfasste. Alle PCR-Produkte wurden anschließend nach dem im Kap. 3.5 

beschriebenen Protokoll, in den pGEM-T Vektor kloniert und Sequenziert. Danach konnte 

das fehlende Fragment der Sequenz benannt werden. 

 

Tabelle 16: Die verwendeten PGES-spezifischen Primer mit ihren Bindungsstellen an der 

cDNA-Sequenz 
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Abb. 19: Nukleotid- und Aminosäure-Sequenz der caninen PGES. Die Bindungsstellen 

der verwendeten Promer wurden mit Pfeilen dargestellt. Der unterstellte 

Leserahmen (ORF) wurde unterhalb der Sequenz dargestellt 2. 

 

3.8.3 Klonierung des Prostaglandin F2α Rezeptors (PGFR) 

 

Nach dem Alignment der bekannten felinen Sequenz (Genbank Accession Nummer: 

AF272340) mit der hundespezifischen genomischen Sequenz zeigte sich ein Genabschnitt 

mit einer sehr hohen Homologie, die bis zu 94 % betrug. Daraus wurde der gesamte 

hundespezifische ORF des PGFR abgeleitet. Die Sequenz wurde auf dem Chromosom 6 

lokalisiert. 

Anschließend wurden Primer 1-2 für die RT-PCR ausgewählt. Des weiteren, wurden 

Primer 3-4 ausgewählt, die in der RT-PCR zur Amplifikation des gesamten ORF 

(Leserahmen) des PGFR eingesetzt wurden. Alle PCR-Produkte wurden nach dem im Kap. 

3.5 beschriebenen Protokoll, in den pGEM-T Vektor kloniert und sequenziert. 

Die Sequenz wurde in der Genbank mit der Eintargsnummer: DQ138060: Canis familiaris 

prostaglandin F2-alpha receptor (PGFR), mRNA eingetragen (Tabelle 17; Abb. 20). 

 

Tabelle 17: Die verwendeten PGFR-spezifischen Primer mit ihren Bindungsstellen in 

Relation zur cDNA-Sequenz 

 
                                                 
2 Zwischenzeitlich wurde die gesamte hundespezifische cDNA-Sequenz der PGES mittels RACE PCR 
amplifiziert, kloniert und in die Genbank mit der Eintragsnummer: EF063141 eingetragen 
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Abb. 20: Nukleotid- und Aminosäure-Sequenz des caninen PGFR-ORF. Die 

Bindungsstellen der verwendeten Primer wurden mit Pfeilen dargestellt.     

Genbank Eintragsnummer: DQ138060  

 

3.9 In situ Hybridisierung zur Lokalisation der 3βHSD- und PGFR- Expression 

 

Die in situ Hybridisierung erlaubt den Nachweis spezifischer Nukleinsäuren (DNA, RNA) 

am Gewebeschnitt. Die Methode wurde zur Untersuchung der Lokalisation der 3βHSD-

und PGFR-Expression auf mRNA-Ebene verwendet.  

 

Zur Sondenherstellung für die RNA/RNA in situ Hybridisierung wurden die Amplifikate 

der PCR als Matrize verwendet (s. Tabelle 18 für die Primersequenzen). 

Die Vorbereitung der PCR-Produkte für die Transkription (Herstellung von cRNA mit 

DNA als Matrize) erfolgte nach den in Kap. 3.4 und 3.5 beschriebenen Protokollen. 
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Tabelle 18: Primersequenzen für die PCR-Amplifikate (als Matrize für RNA-Sonden)  

Primer Accession-Nr. 
(Genebank) Basensequenz Länge des 

Amplifikates
3βHSD-for 
3βHSD-rev AY739720 5’- CAA GGA CAG TTC TAC TAC AT -3’ 

5’- ATT GGA CTG AGC AGG AAG-3’ 175 bp 

PGFR-for 
PGFR-rev DQ138060 5‘- ACC ATC TAC CCC TTC CTG T -3‘ 

5‘- CTG CTT CCC AGA CGA TCT -3‘ 235 bp 

 

3.9.1 Herstellung einer cRNA - Sonde 

 

Plasmidlinearisierung 

Dier PCR-Produkte wurden in den pGET-T Vektor (Plasmid) nach dem in Kap. 3.5 

Protokoll kloniert. Nach Vermehrung und Gewinnung der Plasmide wurden diese 

Linearisiert. Hierzu wurde die Restriktionsendonuklease Nco I für die Transkription mit 

der Sp6-RNA-Polymerase, und das Not I Restriktionsenzym für die Transkription mit der 

T7-RNA-Polymerase verwendet. Die Lineariesierung des Plasmids erfolgte wie in 

Kap. 3.5 (Doppelverdau) beschrieben mit dem Unterschied, dass pro 5 µl Plasmid ein 

getrennter Ansatz für Not I und Nco I hergestellt wurde (Tabelle 19). 

 

Tabelle 19: Zusammensetzung des Ansatzes für die Plasmidlinearisierung mit den 

Restriktionsendonukleasen Not I / NcoI 

Komponenten Not I Ansatz 
(in µl) 

Nco I Ansatz 
(in µl) 

DEPC-Wasser 10 12 
NEBuffer 3 

(für Not I Restriktase) 2 --- 

NEBuffer 4 
(für Nco I Restriktase) --- 2 

Not I (10 U/µl) 1 --- 
Nco I (10 U/µl) --- 1 

BSA 2 --- 
 

In vitro Transkription 

Für die Herstellung einer Digoxigenin-markierten cRNA-Sonde (Transkription) wurde der 

DIG-RNA-Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Hierfür 

wurde folgende Reaktion angesetzt (Tabelle 20). Die Transkriptionsansätze wurden eine 

Stunde bei 37 oC inkubiert. Zum Abbrechen der enzymatischen Reaktionen und Fällung 
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der RNA wurden den Ansätzen jeweils 0,5 µl EDTA (0,5 M), 1,2 µl Lithiumchlorid (8 M) 

und 70,7 µl absoluter Ethanol zugegeben und bei -80oC eine Stunde inkubiert. 

Tabelle 20: Zusammensetzung der Transkriptionsreaktion 

Komponenten* 
Transkription 

Not I Verdaung 
(µl) 

Transkription 
Nco I Verdaung 

(µl) 
DEPC-Wasser 8 8 

5x Transkriptionspuffer 4 4 
10x DIG-RNA-LabelingMix 2 2 

100 mM DTT 2 2 
Linearisierungsprodukt 2 2 
T7-RNA-Polymerase 2 --- 
Sp6-RNA-Polymerase --- 2 

 
* Die folgenden Komponenten: 5x Transkriptionspuffer, T7-RNA-Polymerase, Sp6-RNA-Polymerase, 

stammen von der Firma Promega, Mannheim. 

 

Nach der Inkubation folgte die Zentrifugation der Proben (17400 g, 15 min, 4 oC). Der 

Überstand wurde verworfen; das Pellet wurde mit 200 µl 70%igem Ethanol gewaschen und 

anschließend ein weiteres Mal zentrifugiert (17400 g, 10 min, 4 oC). Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet bei 37 oC über 15 min getrocknet. Zum Pellet (DIG-markierten 

cRNA-Sonden) wurden danach 50 µl DEPC-Wasser zugegeben und die Probe zur 

Resuspension der Sonden für 10 min bei 70 oC inkubiert. Die Lagerung der Sonde bis zum 

weiteren Gebrauch erfolgte bei -20 oC. 

 

3.9.2 Überprüfung der cRNA-Sonden mittels Dot Blot 

 

Die Überprüfung der Effizienz der cRNA-Markierung und die semiquantitative 

Beurteilung der Konzentration der eingesetzten Sonden erfolgte für jede Sonde durch 

getrennte Dot Blots. Hierfür wurde das Reaktionsprodukt aus der in vitro-Transkription (s. 

Kap. 3.9.1) an eine Nylonmembran (Nylon Membranes, positively charged; Roche 

Molecular Biochemicals, Mannheim) durch dreißigminütiges Backen bei 120 oC fixiert. 

Nach Inkubation mit dem an Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten Digoxigenin-

Antikörper erfolgte analog der in situ Hybridisierung die kolorimetrische Detektion.  

Dazu wurde eine Verdünnungsreihe der hergestellten DIG-markierten cRNA in 

autoklaviertem Wasser in den Verdünnungsstufen 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 hergestellt. 



MATERIAL, METHODEN UND ERGEBNISSE DER KLONIERUNGEN   66

Jeweils 1 µl der Lösungen aus den Verdünnungsreihen wurde in regelmäßigen Abständen 

auf die Nylonmembran vor dem Backen aufgetragen.  

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 30 min in Tris-Puffer 

(Tris-Hydrochlorid-Natriumchlorid, pH 7,5) mit einem Zusatz von 2 % Schafserum 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) und 0,3 % Triton X-100 (Serva, Heidelberg) 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit einem AP-

konjugierten anti-Digoxigenin-Antikörper (sheep anti-DIG Fab fragments; Boehringer, 

Mannheim) in einer Verdünnung von 1:1000 in Tris-Puffer (pH 7,5) mit einem Zusatz von 

1%igem Schafserum und 0,3 % Triton X- 100 für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Danach 

wurde die Membran zweimal für 10 min im Tris-Puffer, pH 7,5 und einmal für 10 min in 

Tris-Puffer, pH 9,6 (Tris-Puffer mit Magnesiumchlorid), gewaschen. Die Farbreaktion 

wurde mittels der NBT/BCIP-Substratlösung (nitroblue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-3-

indolylo phosphate, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) in Tris-Puffer (pH 9,6) 

ausgelöst. Die semiquantitative Auswertung der Farbreaktion erfolgte anhand eines 

Standards; hierfür wurde eine Verdünnungsreihe des DIG-RNA-Standards (100 ng/µl) aus 

dem DIG-RNA-Labeling Mix in den Konzentrationen 10; 5; 2,5; 1,25 und 0,625 ng/µl 

hergestellt und in dem Dot Blot parallel zu den untersuchten Proben angesetzt. 

Bei den Dots hoher Konzentration war eine Farbreaktion schon nach wenigen Minuten zu 

beobachten, bei den höheren Verdünnungsstufen wurde eine ausreichende Farbintensität 

erst nach mehreren Minuten erreicht. Die Farbreaktion wurde durch fünf minütiges 

Waschen unter fließendem Leitungswasser beendet. Für die ersten Testversuche wurde die 

höchste Sonden-Verdünnung, die nach einminütiger Substrat-Inkubation ein deutliches 

Signal erzeugte, verwendet. Vergleiche mit dem parallel inkubierten DIG-RNA-Standard 

ergaben, dass dies einer DIG-cRNA-Konzentration zwischen 1,25 bis 5 ng/µl entsprach. 

 

3.9.3 Vorbereitung der Gewebeschnitte für die in situ Hybridisierung 

 

Zur in situ Hybridisierung wurde paraffineingebettetes Probenmaterial verwendet. Die 

Gewebeschnitte (ca. 5 - 6 µm) wurden auf SuperFrost-Plus Objektträger (Menzel Glaeser, 

Braunschweig) gezogen und bei 37 oC getrocknet. Zur Entparaffinierung wurden die 

Schnitte zunächst 5 min bei 60 oC im Brutschrank belassen und danach zweimal über 

5 min in Xylol verbracht. Danach folgte die Rehydrierung der Schnitte mit einer 

absteigenden Ethanolreihe: 2 x 5 min in absolutem Ethanol, dann durch kurzes Eintauchen 
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in 96%igem Ethanol und 5 min in 70%igem Ethanol. Anschließend wurden die Schnitte in 

DEPC-Wasser gewaschen. Zur Denaturierung basischer Proteine (Vermeidung 

unspezifischer Reaktionen) wurden die Schnitte 20 min in 0,2 M HCl bei Raumtemperatur 

inkubiert, danach folgte eine Waschung über 15 min in 2 x SSC (Standard Saline Citrate) 

im Wasserbad bei 70 oC. Die Gewebepermeabilität wurde danach durch den 

proteolytischen Verdau mit einer Proteinase K (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, 

Deisenhofen) erhöht. Hierfür wurden die Schnitte zuerst kurz mit PBS-MgCl2 gespült und 

anschließend mit der Proteinase K-Lösung (70 µg/ml) überschichtet und für 25 min bei 

37 oC im Brutschrank inkubiert. Der Proteinaseverdau wurde durch ein fünf minütiges 

Spülen in PBS-MgCl2 mit einem 0,2 % Glycinzusatz (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH) 

abgestoppt. Zur weiteren Reduktion der unspezifischen Hintergrundreaktionen wurden die 

Proben über 15 Sekunden in 4 oC kalter 20%iger Essigsäure verbracht. Nach kurzer 

Spülung in PBS-MgCl2 wurden die Schnitte für 10 min in 4%iger Paraformaldehyd-

Lösung nachfixiert und durch kurzes Eintauchen mit PBS-MgCl2 gewaschen. 

 

3.9.4 Prähybridisierung und Hybridisierung 

 

Für die Prähybridisierung wurden die Schnitte für 60 min in DEPC-Wasser mit 

20 % Glycerin inkubiert und anschließend kurz mit 2 x SSC gespült. Während der 

Prähybridisierung wurden die Sonden-Ansätze für die Sense- und Antisense-Proben und 

der Hybridisierungspuffer wie folgt vorbereitet (s. Tabelle 21 - 22), (alle Chemikalien 

stammen von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen). 

 

Tabelle 21: Zusammensetzung des Sondenansatzes  

Komponenten Sondenansatz für Sens- und Antisens-Proben 
(µl) 

Salmon-Sperm DNA (10mg/ml) 2 
Hefe-tRNA (9-11 mg/ml) 4 

DIG-markierte RNA-Sonde 8 
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Tabelle 22: Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers 

Komponenten Hybridisierungspuffer 
(µl) 

20 x SSC 20 
Denhardt’s Reagenz (50 %) 2 

Deionisiertes Formamid (50 %) 100 
Dextransulfat (50 %) 40 

DEPC-Wasser 24 
 

Zur Denaturierung und Streckung der Zielsequenzen (mRNA) im Gewebe sowie der 

Sonden wurden die Sondenansätze in Reaktionsgefäßen im Wasserbad und die 

Objektträger auf einer Heizplatte über 12 min bei 70 oC belassen. Anschließend wurden die 

Objektträger und Sonden-Ansätze auf Eis gelegt.  

Der Sondenansatz wurde mit dem Hybridisierungspuffer gemischt, wovon jeweils ca. 65 µl 

des Gemisches auf die Schnitte aufgetragen wurde. Die Objektträger wurden in einer 

feuchten Hybridisierungskammer platziert, die mit Formamid getränkten Tüchern 

ausgelegt war, und über Nacht bei 37 oC inkubiert.  

 

3.9.5 Stringentes Waschen und immunhistologischer Nachweis der Sondenbindung 

 

Nach Ablauf der Hybridisierungsdauer wurden die Schnitte dem so genannten stringenten 

Waschen unterzogen. Dafür wurden die Schnitte der Reihenfolge nach 4 x 10 min in 4 x 

SSC bei 37 oC, 15 min in 2 x SSC bei 60 oC, 15 min in 0,2 x SSC bei 42 oC, 5 min in 0,1 x 

SSC bei Raumtemperatur und anschließend 5 min in 2 x SSC bei Raumtemperatur zur 

Entfernung unspezifisch gebundener DIG-cRNA gewaschen. 

Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation in Tris-Puffer 

(pH 7,5) mit 3% Schafserum über eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschließend wurde 

auf die Schnitte der AP-konjugierte anti-Digoxigenin-Antikörper (sheep anti-DIG Fab 

fragments; Boehringer, Mannheim) in einer Verdünnung von 1:5000 in Tris-Puffer 

(pH 7,5) mit einem Zusatz von 3 % Schafserum aufgetragen. Es folgte eine Inkubation 

über Nacht bei 4 oC in einer feuchten Kammer. 

Die Proben wurden zweimal für 10 min in Tris-Puffer (pH 7,5) und zweimal für 5 min in 

Tris-Puffer (pH 9,6) gewaschen. Die endogene Phosphatase wurde mittels 4 µg 

Levamisol/ml (Sigma Aldrich-Chemie, GmbH, Steinheim) im letzten Waschschritt 

geblockt. 
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Die Signale wurden mit NBT/BCIP sichtbar gemacht. Je nach Intensität der Signale wurde 

die Farbreaktion nach 1 - 3 Stunden durch jeweils 5 minütiges Waschen mit einer 

Levamisol-Lösung (4 µg/ml) und fließendem Leitungswasser beendet. Anschließend 

erfolgte die Eindeckung der Gewebeschnitte mit Glyceringelatine. 

 

3.10 One-step in situ RT-PCR zur Lokalisation der Cox2-Expression 

 

Die in situ one-step RT-PCR ist eine molekularbiologische Methode, welche die 

Empfindlichkeit einer Polymerasekettenreaktion mit dem Vorteil der in situ Hybridisierung 

verbindet. 

 

Der Nachweis der Lokalisation der Cox2-Expression im CL der Hündin im Paraffin- 

eingebetteten Gewebe erfolgte mit der in situ RT-PCR in Anlehnung an das von 

Song et al. (2004) beschriebene Protokoll. 

 

Die ca. 5 µm dicken Schnitte wurden auf SuperFrost-Plus Objektträger (Menzel Glaeser) 

gezogen. Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte 15 min in Xylol inkubiert, 

anschließend für 2 x 5 min mit 100%igem Isopropanol gewaschen und danach 30 min bei 

Raumtemperatur getrocknet. Um die Permeabilität des Gewebes für den RT-PCR-Mix zu 

verbessern, wurden die Schnitte mit einer Proteinase K-Lösung (Sigma Aldrich-Chemie, 

GmbH) (3 µg/ml in PBS) bei Raumtemperatur über 15 min verdaut. Danach wurden die 

Schnitte 3 Mal mit autoklaviertem, destillierten Wasser gespült. Um eine Amplifikation 

der genomischen DNA zu vermeiden, wurden die Schnitte mit DNase behandelt. Hierfür 

wurden sie mit 20 µl DNase-Mix überschichtet und über Nacht bei 37 oC inkubiert 

(Tabelle 23). 

 

Tabelle 23: Zusammensetzung des DNase-Mixes 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung 

MnCl2 1 µl 10 mM 
10 x PCR-Puffer 1 µl 10 x 

DNase I RNase frei 2 µl 10 U/µl 
RNase-Inhibitor 1 µl 40 U/ µl 
DEPC-Wasser 15 µl 

Gesamtvolumen 20 µl 
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Am nächsten Tag wurden die Proben zweimal kurz mit DEPC-Wasser gewaschen, 5 min 

in 100%igem Isopropanol inkubiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

Danach erfolgte die eigentliche in situ RT-PCR, bei der die DIG-markierten UTPs in die 

Amplifikate inkorporiert wurden. Dazu wurde jede Probe mit 50 µl RT-PCR-Mix 

überschichtet. Um das Austrocknen der Proben während der Reaktion zu vermeiden, 

wurde auf das Reaktionsgemisch Mineralöl (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH) gegeben. 

Der RT-PCR-Mix wurde mit dem EZ rTth RNA PCR Kit (Perkin Elmer Applied 

Biosystems GmbH, Weitstadt) angesetzt (Tabelle 24). 

 

Tabelle 24: Zusammensetzung des RT-PCR-Mixes 

Komponenten Einfacher Ansatz 
(µl) Stammlösung

Mn(OAc)2 6 25 mM 
5 x EZ-Puffer 10 5 x 

dGTP, dTTP, dATP, dCTP 1 10 mM 
DIG-dUTP 1 10 mM 

RNase-Inhibitor 1 20 U/µl 
Primer-Mix* 6 10 pmol/ µl 

rTth-DNA-Polymerase** 2 2,5 U/µl 
DEPC-Wasser 23 

Gesamtvolumen 50 
 
*  Für den in situ RT-PCR-Nachweis der Cox2-Expression wurden die in Kap. 3.3.2 beschriebenen 

Primer verwendet. 

** Eine Besonderheit der reversen Thermus thermophilus DNA-Polymerase (rTth-DNA-Polymerase) 

ist ihre enzymatische, temperaturabhängige Doppelaktivität: bei 62 oC verhält sich das Enzym wie eine 

reverse Transkriptase, bei 68 oC entwickelt sie die Polymeraseaktivität. 

 

Die Proben wurden danach in dem PTC-200 DNA Engine thermal cycler (Biozym 

Diagnostik, Hess. Oldendorf) platziert und nach dem in Tabelle 25 angegebenen 

Programm behandelt. 
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Tabelle 25: Temperatur- und Zeitprofil der one-step in situ RT-PCR 

 

Programmschritt Temperatur Dauer 
Reverse 

Transkription 62 oC 45 min 

Initiale 
Denaturierung 94 oC 3 min 

Beginn der Zyklen 
Denaturierung 94 oC 1,30 min 

Annealing = TA 57 oC 1,30 min 
Verlängerung 68 oC 2 min 

30 Wiederholungen 

Ende der Zyklen 
Finale Verlängerung 68 oC 10 min 

Bis zu Entnahme 4 oC  

Nach Ablauf der one-step RT-PCR wurden die Schnitte zuerst kurz mit 0,1 x SSC-Puffer 

bei 60 oC gespült und danach für 15 min mit der gleichen Lösung inkubiert. Anschließend 

wurden die Schnitte 10 min mit Tris-Puffer (pH 7,5) bei Raumtemperatur gewaschen. 

Danach erfolgte die Inkubation mit einem AP-konjugierten anti-Digoxigenin-Antikörper 

(sheep anti-DIG Fab fragments; Boehringer, Mannheim) in einer Verdünnung von 1:5000 

in Tris-Puffer (pH 7,5) mit einem Zusatz von 0,1%igem Schafserum, 60 min bei 

Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte zweimal für 10 min in Tris-Puffer (pH 7,5)  

und zweimal für 5 min in Tris-Puffer (pH 9,6) gewaschen, wobei zur Blokade der 

endogenen Phosphatase zum letzten Waschschritt 4 µg Levamisol/ml Sigma Aldrich-

Chemie, GmbH) zugegeben wurden. 

Zum Schluss wurden die Schnitte mit NBT/BCIP inkubiert. Die Farbreaktion wurde je 

nach Intensität des Signals nach 5 - 20 min durch fünf minütiges Waschen unter 

fließendem Leitungswasser beendet. Anschließend wurden die Gewebeschnitte mit 

Glyceringelatine eingedeckt. 

 

Es wurden für jeden Versuch Positiv- und Negativkontrollen durchgeführt. Als 

Positivkontrolle diente eine Probe ohne DNase-Behandlung. Für die Amplifikation der 

genomischen DNA konnten bei der Positivkontrolle neben den zytoplasmatischen Signalen 

auch starke nukleäre Signale beobachtet werden. Als Negativkontrollen dienten Proben, 

bei denen keine Primerzugabe erfolgte. 
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3.11 Immunhistochemischer Nachweis der Cox2- und 3βHSD-Expression 

 

Um einen eventuellen Bezug zwischen der Expression der zu untersuchenden Parameter 

auf mRNA- und Protein-Ebene festzustellen, wurde die Expression der Proteine 

immunhistologisch in Anlehnung an ein Protokoll von Hoffmann und Büttner (1998) an 

paraffineingebetteten Proben durchgeführt. Aufgrund der eingeschränkten Verfügbarkeit 

von Antikörpern, die auch beim Hund erfolgreich eingesetzt werden konnten, mussten die 

Versuche auf die Expression der Cox2 und 3βHSD beschränkt werden. 

 

Zur Verfügung standen folgende Antikörper: 

- monoclonal mouse anti rat Cox2 (IgG1, clone 33 BD Pharmingen) 

- polyclonal rabbit anti human Typ I (placental) 3βHSD (wurde von Prof. JI. Mason, 

University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland, zur Verfügung gestellt). 

 

Zum Entparaffinieren wurden die ca. 5-6 µm dicken, auf SuperFrost-Plus Objektträger 

(Menzel Glaeser, Braunschweig) gezogenen Schnitte, 2 x 10 min in Xylol inkubiert und 

anschließend in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert. Dazu wurden die Schnitte 

jeweils zweimal 2 min in 100 %-, 95 %- und 70%-igem Ethanol rehydriert. Es folgte eine 

fünf minütige Spülung in fließendem Leitungswasser. 

Infolge der Konservierung des Gewebes durch Formol waren die Epitope vernetzt worden. 

Zu deren Demaskierung wurden die Schnitte bei Raumtemperatur für 5 min in Citratpuffer 

(10 mM, pH 6,0) inkubiert und anschließend für 3 x 5 min in der Mikrowelle bei 560 Watt 

in vorgeheiztem Citratpuffer gekocht. Flüssigkeit, die während des Kochens verdampfte, 

wurde mit destilliertem Wasser ersetzt. Danach wurden die Schnitte bei Raumtemperatur 

für 20 min abgekühlt und im Anschluss für 5 min unter fließendem Leitungswasser 

gewaschen. Die endogene Peroxidaseaktivität wurde durch 30-minütige Inkubation mit 

0,3%igem Wasserstoffperoxid in Methanol unterdrückt. Anschließend wurden die Schnitte 

für 5 min mit IHC-Puffer/0,3 % Triton X- 100 (pH 7,2 - 7,4; 0,8 mM Na2HPO4, 1,47 mM 

KH2PO4, 2,68 mM KCl, 137 mM NaCl) gewaschen und zur Blockierung unspezifischer 

Proteinbindungsstellen für 20 min mit 10%igem inaktivierten Pferdeserum in IHC-Puffer 

für den immunhistologischen Nachweis von Cox2 und mit 10%igem Ziegenserum in 

IHC-Puffer für den immunhistologischen Nachweis von 3βHSD überschichtet. 
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Nach Absaugen der Blockierungslösung wurden die Schnitte mit dem Primärantikörper 

überschichtet und über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 oC im Kühlschrank 

inkubiert. Dafür wurde der monoklonale anti-Cox2 Primärantikörper (s.o.) 1:100 und der 

polyklonale anti-3βHSD Primärantikörper (s.o.) 1:3000 mit IHC-Puffer, verdünnt. 

Negativkontrolle bei der Darstellung von Cox2 waren Schnitte, die mit einem irrelevanten 

(Nonsense) monoklonalen Antikörper Mab IgG1 (Dianova, Hamburg), der ebenso wie der 

Cox2-Antikörper 1:100 verdünnt war, inkubiert wurden. 

Als Negativkontrolle bei der Darstellung von 3βHSD dienten Schnitte, bei denen das 

spezifische Antiserum durch ein gleichermaßen verdünntes Serum eines 

nicht-immunisierten Kaninchens ersetzt worden war. 

Nach der Inkubation mit dem Primär-AK wurden die Objektträger 2 x 10 min in IHC-

Puffer gewaschen und anschließend mit einem Sekundärantikörper über 30 min bei 

Raumtemperatur überschichtet. Für den Nachweis der Cox2 wurde ein biotinylierter Pferd-

anti-Maus IgG Antikörper (1:200 mit IHC-Puffer; BA2000, Vector Laboratories. Inc., 

Burlingame, USA) verwendet. Der Nachweis der 3βHSD erfolgte mit einem biotinylierten 

Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikörper aus dem Vectastain® PK-6101 Rabbit IgG Elite 

ABC Kit (Vector Laboratories. Inc., Burlingame, USA), der zuvor 1:200 mit IHC-Puffer 

verdünnt worden war. 

Danach wurden die Präparate 10 min in IHC-Puffer gespült und anschließend über 30 min 

bei Raumtemperatur mit einem Peroxidase-konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex aus dem 

Vectastain®- Kit nach Herstellerangaben inkubiert. 

Nach Ablauf der 30-minütigen Inkubation wurden die Schnitte 10 min mit IHC-Puffer 

gewaschen und zur Sichtbarmachung des an den Sekundärantikörper gebundenen Avidin-

Biotin-Komplexes mit dem NovaRed-Substrat (NovaRed substrate kit, Vector 

Laboratories. Inc., Burlingame, USA) inkubiert. Nach 5 (3βHSD) bzw. 10 (Cox2) Minuten 

wurde die Farbreaktion durch 10-minütiges Waschen in fließendem Leitungswasser 

abgestoppt. Die Schnitte wurden danach für 2 Sekunden mit einer Hämatoxilin-Lösung 

gegengefärbt und weitere 10 min mit Leitungswasser gespült. Schließlich erfolgte eine 

Dehydrierung der Präparate durch eine ansteigende Ethanolreihe (jeweils  zweiminütige 

Inkubationen mit 70 %, 80 %, 95 % und 100 % Ethanol); zwei 10-minütige Inkubationen 

in Xylol folgten. Die Eindeckung der Schnitte erfolgte mittels Histokitt (Assistent, 

Osterode). 
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3.11.1 Qualitative und Quantitative Auswertung der Immunhistochemie 

 

Die Auswertung der Präparate erfolgte lichtmikroskopisch bei 200- und 400-facher 

Vergrößerung. Die Negativkontrollen dienten zur Differenzierung von unspezifischen bzw. 

falsch positiven Färbereaktionen. 

 

Während die Auswertung der Expression der 3βHSD nur qualitativ erfolgte, erfolgte dies 

für Cox2 sowohl qualitativ als auch quantitativ. 

Hierfür wurde ein Paraffinblock, d.h. ein CL pro Hund, herangezogen. Von diesem Block 

wurden jeweils 3 Schnitte ausgewertet. Ausgezählt wurden 3 Gesichtsfelder pro Schnitt. 

Pro Gesichtsfeld wurden 200 Luteinzellen bewertet. Die Zellen wurden in positive und 

negative Zellen unterteilt. Somit wurden pro Block 1800 Luteinzellen gezählt und als 

positiv bzw. negativ eingestuft. 

 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes GraphPad3 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA).  

Es wurde ein globaler Vergleich aller Zeitpunkte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests 

(nicht-parametrische ANOVA) durchgeführt.  
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3.12 Puffer und Lösungen 

 

0,5 M EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat) 

EDTA   37,22 g  

Aqua dest.  ca. 160 ml  

Mit ca. 4 g NaOH-Plätzchen auf pH 8,0 einstellen (erst dann geht EDTA in Lösung). Dann 

mit Aqua dest. auf 200 ml auffüllen. 

 

1 M MgCl2 Lösung 

MgCl2   81,4 g 

DEPC-Wasser  ad 400 ml 

 

10 mM Citratpuffer für die Mikrowellenbehandlung der Gewebeschnitte (pH 6,0) 

Stammlösung A: 0,1 M Zitronensäure  Stammlösung B: 0,1 M Natriumcitrat 

C6H8O7 x H2O  21,0 g    C6H5O7Na3 x 2H2O  29,41 g 

Aqua dest.  ad 1000 ml  Aqua dest.   ad 1000 ml 

 

Gebrauchslösung 

Stammlösung A  9 ml 

Stammlösung B  41 ml 

Aqua dest.   450 ml 

 

20%-ige Essigsäure 

Eisessig   40 ml 

DEPC-Wasser   160 ml 

Lagerung bei 4 °C.  

 

20 x SCC Puffer pH 7,0 (Natriumchlorid-Natriumcitrat Puffer; standard saline 

citrate) 

C6H5O7Na3 x 2H2O  88,23 g 

NaCl    175,29 g 

DEPC-Wasser   ad 1000 ml 
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50%-ige Dextransulfat-Lösung 

Dextransulfat  5 g 

DEPC-Wasser  10 ml 

Lagerung bei -20 °C.  

 

DEPC-Wasser (0,1 %) 

1 ml DEPC auf 1 l Aqua dest. 

12 h bei 37 °C unter Rühren inkubieren 

20 Minuten bei 121 °C autoklavieren.  

 

Ethanol (Alkohol)-Reihe 

Ethanol (96 %):      Ethanol (70 %): 

Ethanol reinst (100 %) 96 ml   Ethanol reinst (100 %) 70 ml 

Aqua dest.   4 ml    Aqua dest.   30 ml 

 

Formaldehyd 4%ig, gepuffert, pH 7,0 für die Gewebefixierung (Formol nach Lillie)  

Formol (ca. 40%ige wässrige Formaldehyd-Lösung)    500 ml  

NaH2PO4 x H2O        20 g 

Na2HPO4         32.50 g 

Aqua dest.         ad 5000 ml 

 

Glycerin 20 % 

Glycerin   10 ml 

DEPC-Wasser   ad 50 ml 

 

H2O2-Lösung 0,3%ig 

H2O2 30%ig   2 ml 

Aqua dest.   ad 200 ml 

 

IHC-Puffer/0,3 % Triton X- 100; pH 7,2 - 7,4 

Na2HPO4  1,2 g 

KH2PO4   0,2 g 

KCl   0,2 g 
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NaCl   8,0 g 

Aqua dest.  ad 1000 ml 

pH 7,2 - 7,4 einstellen und anschließend 3ml Triton X- 100 zugeben. 

 

Levamisol-Lösung zur Hemmung der endogenen AP-Aktivität (4 µg/ml) 

Levamisol   4 µg 

DEPC-Wasser   1 ml 

Lagerung bei - 20°C. 

 

Paraformaldehyd-Lösung (4 %) pH 7,0 zur Nachfixierung in der in situ 

Hybridisierung 

Paraformaldehyd    20 g 

1 x PBS-MgCl2-Puffer   500 ml 

2 N NaOH-Lösung zugeben, bis pH 7,0 erreicht ist. 

 

PBSM/0,2 % Glycin 

Glycin   100 mg 

PBSM-Puffer  50 ml 

 

PBS-MgCl2 (PBSM) Puffer 

PBS-Tablette   1 

Aqua dest.   200 m 

1 M MgCl2 Lösung  1 ml 

 

Phosphatpuffer für die Aufbewahrung von Gewebeproben nach Formalin-Fixierung 

Lösung 1: 

NaH2PO4 x H2O  13,8 g 

Aqua dest.   ad 1000 ml 

 

Lösung 2: 

Na2HPO4 x 2H2O  17,8 g 

Aqua dest.   ad 1000 ml 
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Gebrauchslösung: 

Lösung 1: 14,15 ml 

Lösung 2: 35,85 ml 

 

Proteinase K-Lösung für die in situ one step RT-PCR (3 µg/ml) 

Proteinase K  3 mg 

PBSM-Puffer  100 µl 

 

Proteinase K-Lösung für die in situ Hybridisierung (70 µg/ml) 

Proteinase K  70 mg 

PBSM-Puffer  100 µl 

 

TBE (10 x) 

Tris    108 g 

Borsäure   55 g 

0,5 M EDTA (pH 8,0)  40 ml 

Aqua dest.   ad 1000 ml 

 

TBE (1 x) 

TBE (10 x)-Puffer  100 ml 

Aqua dest.   ad 1000 ml 

 

Tris-Puffer (Tris-Hydrochlorid-Natriumchlorid), pH 7,5 

Tris-HCl   12,70 g 

TRIZMA Base  2,36 g 

NaCl    8,76 g 

Aqua bidest.   ad 1000 ml 

 

Tris-Puffer pH 9,6 (Tris-Hydrochlorid-Natriumchlorid-Magnesiumchlorid) 

Tris-HCl   1,52 g 

TRIZMA Base  10,94 g 

NaCl    5,84 g 

MgCl2    4,76 g 

Aqua bidest.   ad 1000 ml
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3.13 Reagenzien 

 
• 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• 6 x Loading Dye Solution (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• Agarose, ultra Pure, electrophoresis grade (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe) 

• Ampicilin Tabletten (Stratagene Europe, Holland) 

• BA2000; Pferd-anti-Maus IgG biotinylierter Antikörper (Vector Laboratories. Inc., 

Burlingame, USA) 

• Borsäure, Pufferan® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Chloroform, Rotisolv® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Deionisiertes Formamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Denhard´s Solution (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Dextransulfat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Diethylpyrocarbonat (DEPC; Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• DIG-RNA-Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 

• DNase I, RNase-frei, 10 U/µl (Roche Molekular Biochemicals, Mannheim) 

• E. coli (XL-1 Blue) (Stratagene Europe, Holland) 

• EDTA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• EDTA Na2 (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Essigsäure (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Ethanol (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Ethidiumbromid 1 %, (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Formaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt) 

• Formamide (Fluka, Neu-Ulm) 

• Glycerin Rotipuran®: 99,5 % Wasserfrei (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) 

• Glycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• GOLD PCR Core Kit® (Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) 

• Hämatoxilin (Merck KGaA, Darmstadt) 

• HCl, Salzsäure, rauchend, 37%ig (Merck KGaA, Darmstadt) 

• Hefe-tRNA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Histokitt (Assistent, Osterode) 

• IPTG (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 
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• Isopropanol/2-Propanol, Rotipuran® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• K2HPO4 (Kaliumphosphat monobasisch; Fluka, Neu-Ulm) 

• KCl (Kaliumchlorid; Merck, Darmstadt) 

• KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat; Merck, Darmstadt) 

• LB-Medium (Bio 101 Inc. CA, USA) 

• LB-Medium-Agar (Bio 101 Inc. CA, USA) 

• Lithiumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Manganese chloride, 1 M (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Methanol (Merck KGaA, Darmstadt) 

• MgCl2 (Magnesium Chlorid; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

• Mineral-Öl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Monoclonal mouse anti rat Cox2 (IgG1, clone 33 BD Pharmingen) 

• Monoklonaler Antikörper Mab IgG1 (Cox2 Negativkontrolle) (Dianova, Hamburg) 

• Na2HPO4 (Di-Natriumhydrogenphosphat reinst; Merck, Darmstadt) 

• Na2HPO4 x 2 H2O (Di-Natriumhydrogenphosphat; Merck, Darmstadt) 

• NaCl (Natriumchlorid; Merck, Darmstadt) 

• NaOH (Natriumhydroxid; Merck KGaA, Darmstadt) 

• NBT/BCIT: nitroblue tetrazolium/ 5-bromo-4chloro-3-indolylo phosphate, toluidine salt 

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)  

• Nco I und Not I Restriktionsendonukleasen mit mit deren Puffern NEB-Buffer 3 und 4 

(New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.) 

• NovaRed substrate kit (Vector Laboratories. Inc., Burlingame, USA) 

• Paraformaldehyd (Fluka, Neu-Ulm) 

• Peroxidase Kit: Vector® (Nova-RED) (Linearis Biologische Produkte GmbH, 

Wertheim) 

• Pferdeserum 

• pGEM®-T Vektor (pGEM®-T Vector System I; Promega GmbH, Mannheim) 

• Phosphate Buffered Saline Tablets (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Polyclonal rabbit anti human Typ I (placental) 3βHSD Antikörper (Prof. JI. Mason, 

University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland) 

• Proteinase K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Qiaex II Gelextraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 
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• QIAprep® Miniprep-Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 

• RNAlater (Ambion Biotechnologie GmbH, Wiesbaden) 

• RNase Inhibitor, 40 U/µl (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• rTth RNA PCR Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weitstadt) 

• Salmon-Sperm DNA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Schafserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Sheep anti-DIG Fab fragments (Boehringer, Mannheim) 

• SMART RACE cDNA Amplification Kit (BD Biosciences Clontech) 

• T7-RNA-Polymerase, Sp6-RNA-Polymerase, 5x Transkriptionspuffer (Promega, 

Mannheim) 

• TaqMan® qPCR MasterMix (Eurogentec, Seraing, Belgien) 

• Tetracyclin (Stratagene Europe, Holland) 

• Tissue-Tek® (O.C.T.) Einbettungsmedium (Vogel, Gießen) 

• Tris hydroxymethylaminomethane (Trizma® Base) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Deisenhofen)  

• Tris, Pufferan® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

• Tris: Tris hydroxymethyl aminomethan (Fluka, Neu-Ulm) 

• Triton X- 100 (Serva, Heidelberg) 

• Trizol® Reagent (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe) 

• Vectastain® PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit (Vector Laboratories. Inc., 

Burlingame, USA) 

• WasserstofPGFReroxid, 30 %ig (Merck KGaA, Darmstadt) 

• X-Gal (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) 

• Xylol (Merck KGaA, Darmstadt) 

• Zitronensäure-Monohydrat (Merck KGaA, Darmstadt) 
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3.14 Verbrauchsmaterialien und Geräte 

 

• 96-well optical plates (Applied Biosystems, Darmstadt) 

• Abzug (Hohenloher Spezialmöbelwerk, Schaffitzel GmbH + Co. KG, Öhringen) 

• Bildbearbeitungssoftware Phoretix Grabber 3.01 (Biostep GmbH, Jahnsdorf) 

• BLAST® - Software (Basic Local Alignment Search Tool) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

• Bunsenbrenner (MAGV, Rabenau-Londorf) 

• ChromasPro Version 1.2 oligo Software (Technelysium Pty. Ltd, Australien) 

• Einbettungsautomat: (Microm Laborgeräte GmbH, Heidelberg) 

• Eindeckmedium: Histokitt (Assistent, Osterode) 

• Einmalmesser für Mikrotom: Leica DB 80L, Leica Microsystems (Nußloch GmbH, 

Nußloch)  

• Elektrophoresekammer (Hoefer® Mighty Small SE 260 System, Amersham 

Pharmacia, Biotech) 

• Elektrophoresekammer-Agarosegel: (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe)  

• Eppendorf Biophotometer: (Eppendorf AG, Hamburg) 

• Eppendorf Reference® variabel 0,5 - 10 µl, 10 - 100 µl und 100 - 1000 µl (Eppendorf-

Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) 

• Flachgel-Elektrophoresekammer „Midi“ 100 x 150 mm, Gießkammer und Kamm 

(Keutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen) 

• Fluorometer ABI PRISM™ 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 

Darmstadt) 

• Handschuhe UniGloves® (Troisdorf)  

• Haushaltsmikrowellenherd Compact Y50 (Moulinex, Solingen) 

• Heizplatte (Herry Gestigkeit, GmbH, Düsseldorf) 

• Heraeus Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 

• Heraeus LaminAir HA2448 GS (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 

• Heraeus Minifuge RF (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 

• Heraeus Sepatech Biofuge 28RS: (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 

• HL- Tiefkühlschrank (-80oC, Gewebeaufbewarung) 

• Kryotom 2800 Frigocut-E (Reichert-Jung, Nussloch) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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• Kühlschrank (4oC) (Liebherr-Hausgeräte, Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen) 

• Laborwasseraufbereitungsanlagen: Aqua demineralisata Seral-Anlage mit 

angeschlosener Millipore-Reinigungsanlage: Milli Q, Water Purification System Firma 

Millipore, Typ MQ 4-fach UF (Millipore Gmbh, Eschborn) 

• Magnetrührer: MR 2002 (Heidolph Instruments GmbH&CoKG, Kelheim) 

• Messerhalter: Halterset 24 cm lang, 2 Andrückplatten (Leica Vertrieb GmbH, 

Bensheim) 

• Microtom (Reichert Jung AG, Heidelberg) 

• Nylon Membran – positively charged (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 

• Objektträger Menzel-Gläser: SuperFrost®, 24 x 40 mm, 24 x 50 mm und 24x 60 mm 

(Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig ) 

• Oligo Analyser 1.0.2/ Oligo Explorer 1.1.0. - Software (freeware aus dem Internet) 

(©Teemu Kuulasma, University of Kuopio, 70211 Kuopio, Finnland) 

• Papertücher: (Kimwipes, Ladd Industries, Williston) 

• PapPen (G. Kisker - Biotech, Steinfurt) 

• Paraffinausgießstation: Histoembedder EG 1160 (Leica Instruments GmbH, Nußloch) 

• PCR-Tubes, 0,5 ml, ultradünn, RNase-/DNase-/Pyrogenfrei (Biozym Diagnostik 

GmbH, Hessisch Oldendorf) 

• Petrischalen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) 

• pH-Meter (MAGV Laborbedarf + Laborgeräte Rabenau-Londorf) 

• Powersupply (PCR): 2301 Macrodrive 1 Powersupply (LKB Bromma, Golden, USA) 

• Primer Express Software (TaqMan PCR; Version 2,0; Applied Biosystems, Foster 

City, CA) 

• PTC-200 DNA Engine thermal cycler (in situ RT-PCR; Biozym Diagnostik, Hess. 

Oldendorf) 

• Reaktionsgefäße, 2 ml, RNase-/DNase-/Pyrogenfrei (Biozym Diagnostik GmbH, 

Hessisch Oldendorf) 

• SafeSeal-Tips® gestopfte Pipettenspitzen; 10 µl, 100 µl, 1000 µl (Biozym Diagnostik 

GmbH, Hessisch Oldendorf) 

• Schnellkochtopf für LM-Medium-Agar (Fissler GmbH, Hoppstädten-Weiersbach) 

• Schüttler: Heidolph Polymax 1040 (MAGV GmBH, Rabenau-Londorf) 

• Statistical Software GraphPad3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA) 

• T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra, Göttingen)  
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• Tuttnauer Systec Autoklav 3850 ELC (Systec GmbH Labor-Systemtechnik, 

Wettenberg) 

• Ultra-Turrax ®: T-8 mit Dispergierwerkzeug S8 N-5g (IKA-Werke GmbH, Staufen) 

• UV-Spektrometer (BioPhotometer, Eppendorf® AG, Hamburg) mit Eppendorf 

Uvette® 220 - 1600 nm (Westbury, USA) 

• UV-Transluminator Biostep (Biostep GmbH, Jahnsdorf) 

• Vakuum Pumpe: KNF Neuber, Typ: No 035.1.2 AN. 18, Nr: 472678; VDE 0530, Nr: 

83424, Motortyp: MW 63/4, IP 44, Volt:220, 1,8 A, 0,12kW, 50 Hz, 1400 U/min 

(Freiburg) 

• Vortexer Heidolph REAX control (MAGV, Rabenau-Londorf) 

• Waage „Mettler AE160“, F. Nr. 38600 (Fa. Mettler-Toledo, Giessen) 

• Waage „Mettler PJ300“, F. Nr. 33650 (Fa. Mettler-Toledo, Giessen) 

• Wärmeschrank: Memmert, Typ: 3 26, F-Nr: 340 073, 220 Volt, 380 Watt, 50/60 Hz, 

Din 12880-Kl. 0, Nenntemp.: 70 oC, Schutzart Din 40050-IP20 (Schwabach) 

• Wasserbad: Typ WB-24; V220; W 550; Fabrik-Nr.; 8810, max. 90 oC (Medax Nagel 

KG Kiel) 
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4 ERGEBNISSE 

 

4.1 Expression der 3βHSD im CL der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Die Darstellung der Expression der 3βHSD im caninen CL im Verlauf des Diöstrus 

erfolgte sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene. 

 

4.1.1 cDNA-Sequenz der caninen 3βHSD 

 

Wie in Kap. 3.7.2 dargelegt, konnte die cDNA-Sequenz der caninen 3βHSD mittels 

5’- 3’- RACE PCR kloniert werden. Sie besteht aus einer 5’-untranslatierten Region (5’-

Untranslated Region; 5’-UTR) von 126 bp, einem offenen Leserahmen (Open Reading 

Frame; ORF), der 1122 Nukleotide umfasst und einem 3’-UTR-Fragment von 441 

Nukleotiden. Der unterstellte ORF kodiert für ein aus 374 Aminosäuren 

zusammengesetztes Protein. 

Die Sequenz der caninen 3βHSD ist organisiert in 4 Exone. Der Startkodon ist auf dem 

Exon 2 lokalisiert, und der ORF erstreckt sich bis zum Exon 4 (Abb. 21). 
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Abb. 21: Genomische Anordnung des caninen 3βHSD Gens. Die Größe von Exonen und 

Intronen sowie deren Lokalisation wurden aus der hundespezifischen 

genomischen Sequenz (Chromosom 17), Genbank Eintragsnummer: 

NW_876264.1, abgeleitet; die kodierenden Exone sind als schraffierte Fläche, 

die nicht-kodierenden Exone als dicke Linie und die Introne als dünne Linie 

gekennzeichnet: NA = nicht verfügbar (Kowalewski et al., 2006a). 
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Mit Hilfe der BLAST-Software wurde ein Vergleich mit der seit dem Jahr 2004 online 

verfügbaren gesamten caninen genomischen Sequenz (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genome/guide/dog/index.html) durchgeführt. Dabei konnte die klonierte Sequenz auf dem 

Chromosom 17 lokalisiert und in 4 Fragmente (Exone) unterteilt werden, die eine 100%ige 

Homologie zwischen der klonierten und der genomischen Sequenz aufwiesen. Die 

bekannten vier Exon-Homologe entsprachen derjenigen anderer Säugetiere 

(Abbaszade et al., 1997; Bain et al., 1991). 

Ein Hinweis auf das Vorliegen möglicher Isoformen konnte nicht festgestellt werden. 
 

4.1.2 Qualitative RT-PCR 

 

Mittels qualitativer RT-PCR konnte die Expression der 3βHSD zu allen 

Untersuchungszeitpunkten im CL der Hündin nachgewiesen werden. Nach 

elektrophoretischer Auftrennung ergaben sich deutliche Banden mit der erwarteten Länge 

von 103 bp (Abb. 22). 

103bp

500bp

M      N     1      2   3  4      5      6  7      8      9    10    11  12  

T5            T15           T25          T35          T45       T65
103bp

500bp

M      N     1      2   3  4      5      6  7      8      9    10    11  12  

T5            T15           T25          T35          T45       T65

 

 

Abb. 22: Qualitative RT-PCR: Expression der mRNA der 3βHSD an den Tagen 5 - 65 

nach der Ovulation: 1 - 12 = Proben, canines Lutealgewebe; N = negative 

Kontrolle; M = 100 bp DNA-Marker; T5 - T65 = Tage nach der Ovulation. 

 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/dog/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/dog/index.html
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4.1.3 Real Time (TaqMan) PCR 

 

Nach Anwendung der semiquantitativen Real Time PCR zeigte sich ein signifikanter 

Zeiteffekt (p < 0,01); die höchste Expression der 3βHSD wurde in der frühen Lutealphase 

an den Tagen 5 und 15 p.o. beobachtet, danach ergab sich ein Abfall bis zum Tag 65. Bei 

Anwendung des Dunn’s- Tests ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen Tag 15 

und 65 ( p ≤ 0,05) (Abb. 23). 
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Abb. 23: Real Time (TaqMan) PCR: Expression der mRNA der 3βHSD an den Tagen 

5 - 65 nach der Ovulation: RGE* relative gene expression (XgxSF±1); die mit 

einem Stern gekennzeichneten Säulen unterscheiden sich signifikant mit p ≤ 

0,05. 

 

4.2 Lokalisation  der Expression der 3βHSD im CL der Hündin während 

des Diöstrus    

 

4.2.1 Immunhistochemie 

 

Unter Verwendung eines im Kaninchen generierten polyklonalen Antikörpers, der gegen 

den humanen, plazentären Typ I der 3βHSD gerichtet war (s. Kap. 3.11), konnte, die 

Expression des Enzyms auf Protein-Ebene im caninen CL dargestellt werden. 
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Bei visueller Abschätzung der Signalstärke ergaben sich, ähnlich wie bei der Real Time 

PCR die stärksten Signale (Zahl der positiven Zellen und Färbeintänsität) am Tag 5 und 

15 p.o.. Diese waren im Zytoplasma der Luteinzellen lokalisiert, wobei positive 

Reaktionen gleichmäßig über das CL verteilt waren und zu allen 

Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen werden konnten. Ab dem Tag 25 wurden die 

Signale schwächer, wobei jedoch auch bei einzelnen Tieren aus den späteren 

Beobachtungszeitpunkten (z.B. Tag 35, 45) stärkere Signale beobachtet wurden.  

In den Negativkontrollen, in denen das spezifische Antiserum durch das Serum eines 

nichtimmunisierten Kaninchens ersetzt wurde, wurde bei allen Proben lediglich ein 

leichtes Hintergrundsignal in allen Zelltypen beobachtet (Abb. 24). 

 

  A) Tag 5 p.o. (200-fache Vergrößerung) 
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  B) Tag 25 p.o. (200-fache Vergrößerung) 

 
 

  C) Tag 65 p.o. (200-fache Vergrößerung) 
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D) Negativkontrolle (200-fache Vergrößerung) 

 

 

Abb. 24: Immunhistochemische Darstellung der Lokalisation des Proteins der 3βHSD in 

caninen CL: A) Tag 5 p.o.; B) Tag 25 p.o.; C) Tag 65 p.o.;  

D) Negativkontrolle. 

 

4.2.2 In situ Hybridisierung (ISH) 

 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen wurden mittels ISH auf 

mRNA-Ebene bestätigt.  

Die perinukleär gelegenen Signale fanden sich ausschließlich in den Luteinzellen 

(Abb. 25). 

 

Die Negativkontrollen, in denen die Sonde durch eine Sense-Dig-RNA ersetzt wurde, 

waren nahezu ungefärbt (Abb. 26), so dass die Signale als spezifisch eingestuft werden 

konnten. 
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Abb. 25: In situ Hybridisierung zur Lokalisierung 3βHSD-spezifischer mRNA im CL 

der Hündin am Tag 5 p.o.. Spezifische Signale finden sich perinukläer im 

Zytoplasma der Luteinzellen, die Zellkerne bleiben ungefärbt 

(Vergrößerung: 200 x). 

 

 
Abb. 26:  Negativkontrolle der in situ Hybridisierung zur Lokalisierung 3βHSD-

 spezifischer mRNA (CL, Tag 5 p.o.) (Vergrößerung: 200 x). 
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4.3 Expression der Cox1 und Cox2 im CL der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Die Untersuchungen zum Verlauf der Expression der Cox1 und Cox2 erfolgten auf 

mRNA- Ebene mittels qualitativer und semiquantitativer Real Time RT-PCR. 

 

4.3.1 Qualitative RT-PCR 

 

Die Expression der mRNA von Cox1 und Cox2 konnte mittels RT-PCR zu allen 

Untersuchungszeitpunkten im Diöstrus nachgewiesen werden. Die Abb. 27 und 28 zeigen 

dies an Biespiel der Tage 5 und 35 p.o. 

 

 

 

 

Abb. 27: RT-PCR zur Amplifikation der Cox1 und Cox2 im CL der Hündin am Tag 

5 p.o.; 1 - 3 = Proben; N = Negativkontrolle; M = 100 bp DNA-Marker. 
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Abb. 28: RT-PCR zur Amplifikation der Cox1, Cox2 und GAPDH (als Kontrolle) im 

CL der Hündin, am Tag 35 p.o.: 1 - 4 = Proben; N = Negativkontrolle; M = 

100 bp DNA Marker. 

 

 

4.3.2 Quantitative Real Time (TaqMan) PCR 

 
Für Cox1 ergab sich ein noch signifikanter Zeiteffekt mit p = 0,02, wobei die niedrigste 

Expression am Tag 5 p.o. nachgewiesen wurde. Der Anstieg der Expression bis zum Tag 

25 war signifikant (p ≤ 0,05). Ab Tag 15 bis 65 p.o. wurden keine weiteren Änderungen im 

Expressionsniveau der Cox1 beobachtet (Abb. 29). 
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Abb. 29:  Expression der Cox1 mittels Real Time (TaqMan) RT-PCR:RGE* relative 

 gene expression (XgxSF±1); Säulen mit verschiedenen Markierungen(a,b) 

 unterscheiden sich mit p ≤ 0,05; 5 - 65 = Tage p.o. 

 

Für die Expression der Cox2 war der Zeiteffekt mit p = 0,0012 hoch-signifikant, die 

höchste Expression wurde am Tag 5 p.o. beobachtet, danach zeigte sich ein sukzessiver 

Abfall der Expression bis Tag 25, wonach keine Veränderung mehr festgestellt werden 

konnte (Abb. 30). 

 

 
 

Abb. 30:  Expression der Cox2 mittels Real Time (TaqMan) RT-PCR: RGE* relative 

 gene expression (XgxSF±1); Säulen mit verschiedenen Markierungen(a,b) 

 unterscheiden sich mit p ≤ 0,5; 5 - 65 = Tage p.o. 
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4.4 Lokalisation der Expression der Cox2 im CL der Hündin während des Diöstrus 

 

Die Lokalisation der Cox2-Expression wurde auf Proteinebene mittels Immunhistochemie 

und auf mRNA-Ebene mittels in situ one-step RT-PCR untersucht. 

 

4.4.1 Immunhistochemie 

 

Zur Immunlokalisation der Cox2 stand ein muriner, monoklonaler Primärantikörper 

(s. Kap. 3.11) zur Verfügung. 

Die positiven Signale waren in den Luteinzellen erkennbar. Die Signale waren 

ausschließlich im Zytoplasma der Zellen lokalisiert, wobei ein Hintergrundsignal nicht 

beobachtet werden konnte. Der prozentuale Anteil der Cox2 exprimierenden Luteinzellen 

sank signifikant (p < 0,05) von 85,04 % ± 12,19 am Tag 5 auf 63,37 % ± 18,96 am Tag 15 

p.o. ab (Tabelle 26), wobei die Signale am Tag 15 p.o. wesentlich schwächer waren. An 

den Tagen 25 - 65 p.o. konnten keine Signale mehr beobachtet werden (Abb. 31). 
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Tabelle 26: Ergebnisse der Auszählung der Gesichtsfelder: Darstellung von Cox2 im CL 

der Hündin 

Gezählte Zellen pro 3 Schnitte  
(jeweils 3 Gesichtsfelder) % positiv 

 positiv negativ zusammen pro Tier pro Tag 

Tag 5 85,04 ± 12,19 

Tier 1 1598 202 1800 88,78 

Tier 2 1674 126 1800 93 

Tier 3 1695 105 1800 94,17 

Tier 4 1156 644 1800 64,22 

Tier 5 1531 269 1800 85,06 

 

Tag 15 63,37 ± 18,96 

Tier 1 1285 515 1800 71,39 

Tier 2 1410 390 1800 78,33 

Tier 3 544 1256 1800 30,22 

Tier 4 1231 569 1800 68,39 

Tier 5 1233 567 1800 68,5 
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  A) Tag 5 p.o. (200-fache Vergrößerung) 

 

 

B) Tag 15 p.o. (200-fache Vergrößerung) C) Tag 25 p.o. (200-fache Vergrößerung) 
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    D) Tag 65 p.o. (200-fache Vergrößerung) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 31: Immunhistochemische Darstellung der Lokalisation der Cox2-Expression 

im caninen CL:  A) Tag 5 p.o.; B) Tag 15 p.o.; C) Tag 25 p.o.;  

D) Tag 65 p.o. 

 

4.4.2 In situ one step RT-PCR 

 

Bei der in situ one step RT-PCR zeigten sich, analog zur IHC, positiv reagierende 

Cox2- Amplifikate praktisch nur im Zytoplasma der Luteinzellen. 

Die Expression der Signale war auf die Tage 5 und 15 p.o. beschränkt und bestätigt damit 

die Befunde der IHC (Abb. 32a).  

Die Positivkontrollen, bei denen zur Amplifikation der genomischen DNA keine 

DNase- Behandlung erfolgte, zeigten erwartungsgemäß eine sehr starke nukleäre Reaktion 

(Abb. 32b), die ohne Primer angesetzten Negativkontrollen blieben ungefärbt (Abb. 32c). 
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A) Probe (400-fache Vergrößerung)             B) Positivkontrolle (400-fache Vergrößerung) 

 
   C) Negativkontrolle (400-fache Vergrößerung) 

 
 

Abb. 32: In situ one step RT-PCR zur Lokalisation der Cox2-Expression im CL der 

Hündin am Tag 5 p.o.; A) Probe (spezifische, zytoplasmatische Signale); B); 

Positivkontrolle (ohne DNase-Behandlung, starke nukleäre Signale);  

C) Negativkontrolle (ohne Primer, keine Signale).  

(nach Kowalewski et al., 2006b) 

 

4.5 Expression der PGFS im CL der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Untersuchungen zur Expression der PGFS erfolgten auf mRNA-Ebene mittels qualitativer 

RT-PCR. Da die spezifische canine Sequenz nicht vorlag, wurde zunächst die cDNA 
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isoliert, kloniert und sequenziert. Anschließend konnte die canine PGFS cDNA zum ersten 

Mal beschrieben und in die Gen-Bank eingetragen werden (s. Kap. 3.8.1). 

Da ein Antikörper, der gegen PGFS gerichtet ist, weder kommerziell noch sonst wie zur 

Verfügung stand konnten Untersuchungen auf der Protein-Ebene nicht durchgeführt 

werden. 

 

4.5.1 cDNA-Sequenz der caninen PGFS 

 

Wie in Kap. 3.8.1 dargestellt, konnte die cDNA- Sequenz der caninen PGFS mittels 5’- 3’- 

RACE PCR erfolgreich kloniert werden. Sie besteht aus einer 5’-UTR, deren Länge etwa 

144 Nukleotide beträgt und einem 975 bp langen offenem Leserahmen, der 325 

Aminosäuren kodiert sowie einer 3’-UTR, die 317 Nukleotide umfasst. 

Die cDNA ist in 11 Exonen organisiert. Der ORF befindet sich auf den Exonen 

3 - 11 (Abb. 33). 

 

 
 

Abb. 33: Genomische Anordnung des caninen PGFS Gens. Die Größe von Exonen 

und Intronen sowie deren Lokalisation wurden aus der hundespezifischen 

genomischen Sequenz (Chromosom 2), Genbank Eintragsnummer: 

NW_876291.1, abgeleitet. Die kodierenden Exone (Ex) sind schraffierter 

Balken, die nicht-kodierenden Exone als schwarzer Balken und die Introne 

als dünne Linie gekennzeichnet: NA = nicht verfügbar. 
 

Die genomische Lokalisation der klonierten cDNA erfolgte über einen Vergleich mit der 

spezifischen genomischen Sequenz des Hundes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genome/guide/dog/index.html) mittels BLAST-Software. Dabei zeigte sich, dass 15 

Sequenz-Fragmente auf dem Chromosom 2 gefunden wurden. 11 dieser Fragmente wiesen 

eine 100%ige Homologie mit der klonierten Sequenz auf. Sie entsprachen gleichzeitig den 

NA NA 
5‘- 

mRNA  

3845b 913b 433b 1695b 1241b 694b 3681b 1671b 8677b 517b 

5‘-1 AAA-3‘ 
1435b 

ORF 145 -1119 

324b
Ex11

123b
Ex10166b

Ex9

111b
Ex8123b

Ex7

79b
Ex6116b

Ex5

168b 
Ex4 123b 

Ex3 
48b Ex2 

61b 

Ex1 

Gene  
-3‘

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/dog/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/dog/index.html
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bekannten 11 Exon-Homologen bei anderen Spezies. Die weiteren Sequenz-Fragmente 

waren zu 82 % - 92 % mit der klonierten Sequenz ähnlich und weisen somit auf eine 

mögliche Existenz von PGFS-Isoformen beim Hund hin. 

 

4.5.2 Qualitative RT-PCR 

 

Zu keinem Zeitpunkt im Diöstrus konnte die für die PGFS kodierende mRNA im CL 

nachgewiesen werden (Abb. 34). Nachdem das als Positivkontrolle dienende 

Housekeeping Gene GAPDH für jede Probe Amplifikate der gewünschten Länge gezeigt 

hatte, kann davon ausgegangen werden dass die mRNA-Integrität nach der Isolation aus 

dem Gewebe und während der Lagerung gewährleistet war.  

Zur weiteren Überprüfung der Primer wurde als prospektive Positivkontrolle eine RT-PCR 

mit mRNA aus dem Uterus/Plazenta-Komplex gravider Hündinnen durchgeführt. Die 

Gewebeproben waren dazu während des präpartalen Abfall von Progesteron gewonnen 

worden 3 (s. Kap. 3.8.1). Wie Abb. 35 zeigt ergaben sich als Nachweis der Expression der 

PGFS mRNA eindeutige Amplifikate mit der erwarteten Basenlänge von 77 bp, die 

parallel dazu von den gleichen Tieren gewonnenen CL gravidtatis waren jedoch negativ. 

 

 
 

Abb. 34: Amplifikation der caninen PGFS- und GAPDH-mRNA im CL im Verlauf des 

Diöstrus: N = Negativkontrolle; M = 100 bp DNA-Marker; 1 - 6 = Proben: 1 = 

CL, Tag 5 p.o.; 2 = CL, Tag 15 p.o; 3 = CL, Tag 25 p.o; 4 = CL, Tag 35 p.o; 

5 = CL, Tag 45 p.o; 6 = CL, Tag 65 p.o.. 

 

                                                 
3 Versuchsgenehmigung Nr.: V 54-19c20-15 (1) GI 18/14-58/2003 
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Abb. 35: Amplifikation der caninen PGFS- und GAPDH-mRNA im CL von graviden 

und nicht graviden Hündinnen und im Uterus/Plazenta-Komplex:  

N = Negativkontrolle; M = 100 bp DNA-Marker; 1 - 6 = Proben: 1 = CL, Tag 

5 p.o.; Diöstrus; 2 = CL, Tag 65 p.o.; Diöstrus; 3 = CL, Tag 58 der Gravidität; 

während des P4-Abfalls; 4 = Uterus/Plazenta-Komplex, Tag 58 der Gravidität; 

während des P4-Abfalls; 5 = CL, Tag 60 der Gravidität; während des P4-

Abfalls; 6 = Uterus/Plazenta-Komplex, Tag 60 der Gravidität; während des 

P4-Abfalls. 

 

4.6 Expression der PGES im CL der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Die Untersuchungen zur Expression der PGES- mRNA wurden mittels qualitativer und 

semiquantitativer Real Time RT-PCR durchgeführt.  

Da auch hier kein spezifischer caniner Antikörper zur Verfügung stand, konnten die 

Untersuchungen auf Proteinebene nicht stattfinden.  

 

4.6.1 Qualitative RT-PCR 

Wie im Kap. 3.8.2 dargestellt, ergaben sich für die RT-PCR notwendigen Primer nachdem 

es gelungen war, die für PGES kodierende Sequenz zu klonieren. 

Die Expression der PGES konnte in den CL zu allen Untersuchungszeitpunkten 

nachgewiesen werden (Abb. 36). 



ERGEBNISSE    103

 
 

Abb. 36: Amplifikation der caninen PGES- und GAPDH-mRNA im Verlauf des 

Diöstrus: N = Negativkontrolle; M = 100 bp DNA-Marker; 1 - 6 = Proben:  

1 = CL, Tag 5 p.o.; 2 = CL, Tag 15 p.o.; 3 = CL, Tag 25 p.o.; 4 = CL, Tag 

35 p.o.; 5 = CL, Tag 45 p.o.; 6 = CL, Tag 65 p.o.. 

4.6.2 Quantitative Real Time (TaqMan) PCR 

 

Für die Expression der PGES- mRNA ergab sich mit p = 0,0126 (ANOVA) ein 

signifikanter Zeiteffekt im Verlauf des Diöstrus. Die höchste Expression wurde am Anfang 

der CL-Phase beobachtet (Tag 15 p.o.), der anschließende graduelle Abfall der Expression 

bis zum Tag 45 und 65 p.o. war signifikant (p < 0,05) (Abb. 37). 
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Abb. 37: Expression der PGES-mRNA mittels Real Time (TaqMan) RT-PCR; RGE* 

relative  gene expression (XgxDF±1); Säulen, die mit verschiedenen 

Sternen (*,**) gekennzeichnet sind unterscheiden sich mit p ≤ 0,05; 5 - 65 = 

Tage p.o.. 

 

4.7 Expression des PGFR im CL der Hündin im Verlauf des Diöstrus 

 

Die Darsetllung der Expression des PGFR erfolgte auf mRNA-Ebene mittels qualitativer 

und semiquantitativer Real Time RT-PCR. Es stand kein spezifischer caniner Antikörper 

zur Verfügung, der den Nachweis der Expression auf Proteinebene ermöglicht hätte. 

 

4.7.1 Molekulares Klonieren 

 

Wie im Kap. 3.8.3 gezeigt wurde, besteht die klonierte cDNA- Sequenz des unterstellten 

hundespezifischen ORF aus 1101 Nukleotiden, die für 367 Aminosäuren kodieren. Sie 

weist eine sehr hohe Homologie (82 % - 94 %) mit den bekannten ORF des PGFR bei 

anderen Tierarten, wie z.B. dem Rind (Sequenz Nr. D17395), Schwein (Sequenz Nr. 

AY043485) oder der Ratte (Sequenz Nr. U47287) auf. 
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4.7.2 Qualitative RT-PCR 

 

Die RT-PCR verlief in allen Proben positiv; zu allen Untersuchungszeitpunkten konnten 

im caninen Luteingewebe Amplifikate mit der erwarteten Länge von 220 bp mittels 

Gelelektrophorese dargestellt werden (Abb. 38). 

 

 
 

Abb. 38: Amplifikation der caninen PGFR- und GAPDH-mRNA im Verlauf des 

Diöstrus: N = Negativkontrolle; M = 100 bp DNA-Marker; 1 - 6 = Proben: 1 

= CL, Tag 5  p.o.; 2 = CL, Tag 15 p.o.; 3 = CL, Tag 25 p.o.; 4 = CL, Tag 

35 p.o.; 5 = CL, Tag 45 p.o.; 6 = CL, Tag 65 p.o.. 

 

4.7.3 Quantitative Real Time (TaqMan) PCR 

 
Es wurde ein signifikanter (p = 0,032) Zeiteffekt für die Expression der PGFR- mRNA im 

Verlauf des Diöstrus beobachtet. Die niedrigste Expression wurde am Anfang des Diöstrus 

am Tag 5 p.o. beobachtet. Danach zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p < 0,05) der 

Expression bis zum Tag 25 p.o., danach blieb das Expressionsniveau bis zum Ende der 

Beobachtungsperiode konstant (Abb. 39). 
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Abb. 39: Expression des PGFR mittels Real Time (TaqMan) RT-PCR: RGE* relative 

gene expression (XgxDF±1); Säulen, die mit Sternen gekennzeichnet sind 

unterscheiden sich mit p ≤ 0,05; 5 - 65 = Tage p.o. 

 

4.8 Lokalisation der Expression  des PGFR im CL der Hündin während 

des Diöstrus 

 

4.8.1 In situ Hybridisierung 

 

Mittels in situ Hybridisierung wurde die Expression des PGFR im Zytoplasma der 

Luteinzellen lokalisiert (Abb. 40 A, B). 

Die Negativkontrollen, in denen die Sonde durch eine Sense-Dig-cRNA ersetzt wurde, 

blieben nahezu ungefärbt (Abb. 40 C). 
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  A) 200-fache Vergößerung  

 
  B) 400-fache Vergrößerung  
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  C) Negativkontrolle; 100-fache Vergrößerung  

 
 

 

 

 

Abb. 40: In situ Hybridisierung zur Lokalisierung PGFR-spezifischer mRNA im CL der 

Hündin am Tag 5 p.o.. Spezifische Signale befinden sich im Zytoplasma der 

Luteinzellen. Die Zellkerne bleiben ungefärbt. 
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4.9 Schematische Übersicht der durchgeführten Untersuchungen 

 
Nachweis der Expression Lokalisation der Expression 

 
Molekulares 

Klonieren 
Qualitative 

RT-PCR 

Quantitative 

RT-PCR 
IHC 

In situ 

Hybridisierung 

In situ  

RT-PCR 

3βHSD + + + + +  

Cox1 bekannt + +    

Cox2 bekannt + + +  + 

PGFS + +     

PGFR + + +  +  

PGES + + +    

 

 

4.10 Zusammenstellung der erhaltenen Ergebnisse 

 

4.10.1 Steroidogenese 

 
3βHSD (Abb. 23; Kap. 4.1.3) 

 
- Hohe Expression in der frühen CL-Phase    

  (Tage 5 – 15), gradueller, signifikanter  

  Abfall bis zum Tag 65 p.o.. 

- Lokalisation: Luteinzellen. 
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4.10.2 Prostaglandin-System 

 
Cox1, Cox2 (Abb. 29-30; Kap. 4.3.2) 

 

- Niedrigste Expression in der frühen CL- 

  Phase (Tag 5), signifikanter Anstieg bis  

  zum Tag 25, konstante Expression danach. 

 

 

 

 

 

- Höchste Expression am Tag 5, danach  

  signifikanter Abfall bis zum Tag 25, keine 

  weiteren Veränderungen bis Tag 65 p.o.. 

- Lokalisation: Luteinzellen. 

 

 

 

 

 

PGFS (Abb. 34-35; Kap. 4.5.2) 

 

- Nicht nachweisbar mittels RT-PCR zu  

  keinem Zeitpunkt im Diöstrus. 

 

 

 

- Nachweisbar in dem Uterus/Plazenta- 

  Komplex, nicht jedoch in den CL 

  graviditatis. 
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PGES (Abb. 37; Kap. 4.6.2) 

 

 

- Höchste Expression am Anfang der CL- 

  Phase (Tag 15), danach signifikanter Abfall 

  bis zum Tag 45 – 65. 

 

 

 

 

PGFR (Abb. 39; Kap. 4.7.2) 

 

 

- Niedrigste Expression am Anfang des  

  Diöstrus (Tag 5), signifikanter Anstieg bis  

  zum Tag 25; konstante Expression danach.  

- Lokalisation: Luteinzellen. 
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5 DISKUSSION 

 

5.1 Versuchsaufbau 

 

Im Hinblick auf die Ergebnisse vorausgegangener Untersuchungen, die einen identischen 

Progesteronverlauf bei den intakten und hysterektomierten Tieren ergaben und damit das 

Vorhandensein eines Luteolysins (Prostaglandin F2α; PGF2α) uterinen Ursprungs beim 

Hund ausgeschlossen haben (Hoffmann et al., 1992), lag der vorliegenden Arbeit die 

Hypothese zugrunde, dass lokal im CL produzierte und zur Gruppe der Prostaglandine 

gehörende Regelfaktoren an der lutealen Regression bei Hündin beteiligt sein könnten. 

Diese Hypothese beruht u.a. darauf, dass bei anderen Spezies, wie z.B. Ratte, Kaninchen, 

Schwein, Schaf, Rind, Pferd und Mensch (Wiltbank und Ottorobe, 2003) über die luteale 

Prostaglandin-Produktion und deren Beteiligung an der Steuerung der CL- Funktion 

berichtet wurde. Auch die beim Hund gemachten Beobachtungen weisen auf eine mögliche 

Bedeutung von PGF2α als luteolytischer Faktor hin. So wurde ein unmittelbarer 

präpartaller PGF2α-Anstieg parallel zur Luteolyse beschrieben (Nohr et al., 1993b). Auch 

bei graviden und nich-graviden Hündinen kann man mit exogen verabreichtem PGF2α eine 

Luteolyse induzieren (Romagnoli et al., 1991; Übersicht bei Riesenbeck, 1997)  

Inwieweit die zu der Gruppe der Prostaglandine gehörenden Wirkstoffe im CL der Hündin 

während des Diöstrus gebildet werden und dort eine para/autokrine Funktion ausüben, war 

jedoch bis dato nicht bekannt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Frage durch die Erfassung der Expression des 

Schlüsselenzyms der Prostaglandinsynthese, der Cyclooxygenase (Cox1 und Cox2) sowie 

der Prostaglandin F- und E-Synthase (PGFS, PGES) und des Prostaglandin F Rezeptors 

(PGFR) nachgegangen. 

Die Untersuchungen wurden mit CL von Hündinnen durchgeführt, die zu definierten 

Zeitpunkten in der frühen, mittleren und späten Lutealphase (Tage 5, 15, 25, 35, 45, 65 

nach der Ovualtion, p.o.) ovariohysterektomiert worden waren.  

In Ergänzung dazu wurden die Untersuchungen zur Erfassung der 3βHSD durchgeführt. 

Diesen Untersuchungen lag die Überlegung zugrunde, dass die Expression dieses 

Schlüsselenzyms der Steroidbiosynthese einerseits als Parameter zur Charakterisierung des 

Funktionszustandes der Luteinzellen herangezogen werden kann, darüberhinausgehend 
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möglicherweise aber auch den Endpunkt einer die Progesteronsekretion kontrollierenden 

Reaktionskaskade darstellt, an der u.a. auch Eicosanoide beteiligt sein können.  

 

5.2 Methoden 

 

5.2.1 In vitro RT-PCR, RACE PCR und semiquantitative TaqMan PCR 

 

Die in vitro RT-PCR gehört heutzutage zu den molekularbiologischen Routinemethoden. 

Bei ihrer hohen Sensitivität stellt sie ein qualitatives Verfahren dar. 

 

Die Primersequenzen, die für die Amplifikation von GAPDH, Cox1 und Cox2 angesetzt 

wurden, wurden aus den bekannten hundespeziffischen Sequenzen in der Genbank 

entnommen. Dies waren: 

- GAPDH  AB038240 

- Cox1   AF535139 

- Cox2   AY044905  

 

Die canine 3βHSD-, PGFS-, PGES- und PGFR- Sequenzenn waren bisher nicht bekannt. 

Um die Expression der Gene im CL zu untersuchen, mussten die Sequenzen zunächst 

ermittelt werden.  

Zur Klonierung der 3βHSD und PGFS- Sequenzen wurde die Rapid Amplification of 

cDNA Ends (RACE) PCR herangezogen. RACE stellt eine molekularbiologische Methode 

dar, mit der es möglich ist, anhand eines bekannten kurzen Fragments einer Gensequenz 

die fehlenden 3’- und 5’- cDNA- Fragmente der Sequenz zu ermitteln (Kap. 3.7.1). Die 

daraus resultierenden Sequenzen wurden anschließend in die Genbank eingetragen: 

- 3βHSD AY739720: Canis familiaris 3-beta-hydroxysteroid          

                                                dehydrogenase mRNA, complete cDNA 

- PGFS  AY875970:  Canis familiaris prostaglandin F synthase  

                                                (PGFS) mRNA, complete cds 

 

Zur Klonierung der PGES- und PGFR- Sequenzen wurde ein so genanntes „homology 

cloning“ durchgeführt. Dabei erfolgte ein Abgleich (Alignment) der bekannten Sequenzen 
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von anderen Spezies mit dem ebenfalls bekannten caninen Genom. Aus diesem Vergleich 

konnten die hundespezifischen Sequenzen abgeleitet und im Genom lokalisiert werden. 

Der Vergleich wurde online mittels BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) 

durchgeführt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Kap. 3.8.2 und 3.8.3). Die ermittelte 

PGFR- Sequenz, sowie die zwischenzeitlich mittels RACE PCR amplifizierte gesamte 

cDNA- Sequenz der PGES (siehe Kap. 3.8.2: Seite 62-63), wurden anschließend in die 

Genbank eingetragen: 

-  PGFR  DQ138060: Canis familiaris prostaglandin F2-alpha  

                                                            receptor (PGFR), mRNA eingetragen 

- PGES  EF063141:  Canis familiaris prostaglandin E synthase  

                                                 (PGES) mRNA, complete cds 

 

Um eine eventuelle Fälschung der Ergebnisse, die aus der Amplifikation der genomischen 

DNA resultieren könnte, auszuschließen, wurde vor jeder RT-PCR eine DNase-

Behandlung der mRNA durchgeführt (Kap. 3.3.2). Weiterhin wurde zur Überprüfung der 

Integrität der mRNA bei jeder PCR eine Positivkontrolle mit dem Housekeeping Gene- 

GAPDH (1,3- Diphosphoglycerat) durchgeführt. Als Negativkontrolle diente DEPC-

Wasser, das anstelle der RNA für die DNase-Behandlung eingesetzt und bis zur 

Amplifikation wie eine reguläre Probe behandelt wurde. Somit konnten ggf. RNA- und 

DNA-Kontaminationen von Substrat und Lösungen erkannt und ausgeschlossen werden. 

Anschließend wurde die Spezifität der PCR-Produkte durch eine Sequenzierung, die von 

der Firma SRD-Scientific Research and Development GmbH (Oberursel) durchgeführt 

wurde, bestätigt. 

 

Um ein Expressionsmuster der untersuchten Gene im Verlauf des Diöstrus zu erstellen, 

wurde die Real Time PCR durchgeführt. Diese Methode stellt eine Weiterentwicklung der 

PCR dar. In vorliegender Arbeit erfolgte die relative quantitative Real Time PCR mittels 

des TaqMan Sonden Verfahrens, das im Vergleich zu anderen Real Time Methoden, wie 

die Sybr Green- Methode, durch eine höhere Spezifität gekennzeichnet ist. Der einzige 

Nachteil der Methode liegt in ihrem höheren finanziellen Aufwand, der durch die relativ 

hohen Kosten der Synthese und Markierung der TaqMan- Sonden verursacht wird. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.2.2 Immunhistochemie (IHC) 

 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Darstellung der Lokalisation der Expression von 

Cox2 und 3βHSD auf Proteinebene mittels Immunhistochemie. Aufgrund der 

eingeschränkten Verfügbarkeit von für die Anwendung beim Hund geeigneter Antikörper 

war es nicht möglich, die Untersuchungen mittels IHC auf die anderen Parameter (Cox1, 

PGFS, PGFR, PGES) auszudehnen.  

Die IHC-Methode liefert lediglich die Möglichkeit der qualitativen Beurteilung der 

Expression, eine quantitative Bestimmung des Proteingehaltes, ist hier nicht gegeben. 

Dennoch möglich ist eine semiquantitative Auswertung der Ergebnisse, und zwar indem 

der Anteil der das Protein exprimierender Zellen bestimmt wird. 

Bei der Durchführung des immunhistochemischen Nachweises wurden für jeden Versuch 

parallel die so genannten „Isotypenkontrollen“ durchgeführt. Dazu wurde bei den 

Untersuchungen zur Erfassung der Cox2 jeweils ein Schnitt nicht mit dem 

antigespezifischen Primärantikörper sondern mit einem so genannten „nonsens“ 

Antikörper des gleichen Isotyps, der gegen ein beim Hund nicht vorkommende Antigen 

gerichtet ist, überschichtet. Im Falle der 3βHSD wurden die Kontrollschnitte mit dem 

Serum eines nicht- immunisierten Kaninchens inkubiert; die gewählte Verdünnung 

entsprach der des eigentlichen Immunserums. Bei einem negativen Ergebnis konnte 

ausgeschlossen werden, dass die nach der Verwendung des 

Primärantikörpers/Immunserums beobachtete Farbreaktion durch dessen Bindung an ein 

nicht spezifisches Protein hervorgerufen wurde. Eine weitere Kontrolle bestand darin zu 

prüfen, ob das Detektionssystem, also sekundärer Antikörper und ABC-System, ein 

unspezifisches Signal erzeugen. Hierfür wurden die Schnitte in den Vorversuchen ohne 

den 1. Antikörper inkubiert. Die erhaltenen negativen Ergebnisse bestätigten die Spezifität 

der Immunreaktion.  

Bei dem Klon 33 BD Pharmingen handelt es sich um einen murinen Antikörper, welcher 

das Epitop mit den Aminosäuren 368-604 des C-Terminus der Cox2 der Ratte erkennt 

(Shiotani et al., 2001); diese hochkonservierte Sequenz stimmt zu 87 % mit der caninen 

Sequenz überein (Genbank Eintragsnummer AAK97783). Der Antikörper wurde auch bei 

Mensch (Marrogi et al., 2000) und Maus (Giroux and Descoteaux, 2000) zur Detektion von 

Cox2 mittels IHC und Western Blot verwendet. 

Bei dem anti-3βHSD- Antiköper handelte es sich um ein nicht-kommerzielles Kaninchens 

Immunserum, das gegen dem Typ I (plazentär) der humanen 3βHSD gerichtet ist. Das 
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Immunserum zeigte nach Untersuchungen von Lorence et al. (1990) sowie in den eigenen 

Untersuchungen (Kowalewski et al., 2006a) mittels Western Blot eine spezifische Bindung 

an das native Protein in den Homogenaten aus dem caninen CL und muriner Nebenniere, 

sowie an das rekombinante humane und canine Protein. 

 

5.2.3 In situ RT-PCR und in situ Hybridisierung 

 

Die in situ one-step RT-PCR ist eine molekularbiologische Methode, bei der während der 

one-step RT-PCR in die Amplifikate DIG-markierte UTPs eingebaut und anschließend 

detektiert werden. Sie verbindet die Empfindlichkeit einer herkommlichen PCR mit dem 

Vorteil der in situ Hybridisierung und erlaubt die genaue Lokalisation der Expression von 

mRNA auf zellulärer Ebene.  

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die ISH und später die in situ one-step RT-PCR 

zur Lokalisation der Cox2 im CL verwendet. Dabei ergaben die Vorversuche mittels ISH 

keine positiven Signale, während solche nach Anwendung der in situ one-step RT-PCR 

erhalten wurden. Daraus u.a. wurde geschlossen, dass die relativ neue Methode der in situ 

RT-PCR (Song et al., 2004) gegenüber der ISH eine höhere Sensitivität besitzt. Die 

Lokalisierung der 3βHSD erfolgte auf mRNA- Ebene mittels ISH. 

 

5.3 Ergebnisse 

 

5.3.1 Prostaglandin- System 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Expression des Prostaglandinsystems durch die 

Erfassung der Expression der Cox1, Cox2, PGES, PGFS und PGFR nachgegangen. 

 

Den Cyclooxygenasen kommt eine limitierende Rolle im Prostaglandinstoffwechsel zu. Sie 

katalisieren die Umsetzung der Arachidonsäure in PGH2 und PGG2 (Kap. 2.7.1.2). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Cox1 und -2 auf mRNA-Ebene, 

mittels qualitativer und semiquantitativer RT-PCR untersucht, wobei die konventionelle 

RT-PCR die Expression beider Enzyme zu allen Untersuchungszeitpunkten im Diöstrus 

nachgewies. 
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Der mehr oder weniger gleich bleibende Verlauf der Expression von Cox 1 im Diöstrus des 

Hundes (Kap. 4.3.2 und 4.10.2) lässt die Aussage zu, dass es sich offensichtlich um ein 

„Housekeeping Gene“ handelt. Die erniedrigte Expression des Enzyms am Tag 5 p.o. fällt 

mit der sehr hohen Expression der Cox 2 zum selben Zeitpunkt zusammen, so dass 

zumindest am Beginn des Diöstrus von einem Shift in der Bereitstellung von Enzymen 

zugunsten Cox2 auszugehen ist.  

Für die Cox2 wurde die maximale Expression am Tag 5 p.o. gemessen. Sie sank danach 

deutlich ab (p ≤ 0,05), am Tag 15 p.o. wurde nur noch weniger als die Hälfte der 

Ausgangskonzentration detektiert; ab Tag 25 p.o. blieben die Werte in unterem 

Messbereich und es wurden keine weiteren statistisch signifikanten Veränderungen der 

Expression bis zum Ende der Bobachtungsperiode festgestellt. Ein ähnliches Cox2- 

Expressionsprofil wurde im CL zyklicher Kühe beschrieben (Kobayashi et al., 2002). Auch 

hier wurde die höchste Cox2-mRNA Expression in der frühen CL-Phase beobachtet. 

Die Ergebnisse der Real Time PCR spiegelten sich auf der Proteinebene wider. So wurden 

auch mittels IHC die stärksten Signale zu Beginn der CL-Phase beobachtet. Danach nahm 

die Anzahl positiv gefärbter Zellen ab, ab dem Tag 25 p.o. wurden keine Positivreaktionen 

im CL des Hundes mehr detektiert. Die Tatsache, dass mittels RT-PCR durchwegs positive 

Ergebnisse erzielt wurden ist wahrscheinlich auf die geringere Sensitivität der IHC 

zurückzuführen. In Bezug auf die Lokalisation der Expression der Cox2 wurden die 

Ergebnisse der IHC auf der mRNA-Ebene mittels in situ RT-PCR bestätigt; auch hier 

wurden die Signale in den Luteinzellen im Zeitraum von Tag 5 bis Tag 15 p.o. gefunden. 

Dies weist darauf hin, dass sowohl Transkription als auch Translation der Gene in 

denselben Zellen stattfinden. Die erhöhte Verfügbarkeit von Cox2 fällt in die Phase der 

sich noch entwickelnden CL woraus geschlossen werden könnte, dass den in dieser Zeit 

vermehrt verfügbaren Prostaglandinen eine luteotrope Wirkung zukommt. Ähnliche 

Beobachtungen wurden beim Rind von Arosh et al. (2004) gemacht.  

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen der erhöhten Expression der Cox2 und der 

Expression der luteotropen Prostaglandine in der frühen Lutealphase festzustellen, wurde 

die Expression der PGE-Synthase im Verlauf des Diöstrus untersucht. 

Mit Hilfe der qualitativen RT-PCR war die mRNA der PGES zu allen 

Untersuchungszeitpunkten nachweisbar (4.6.1). Die Real Time PCR zeigte die höchste 

Expression der PGES im CL zu Beginn des Diöstrus (Tag 5 und 15 p.o.). Ein Abfall der 

Expression wurde während der lutealen Regression beobachtet (Kap. 4.6.2), der Zeiteffekt 
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war hoch-signifikant (p ≤ 0,0126). Somit konnte eine positive Korrelation zwischen der 

Expression der PGES und der der Cox2 im Verlauf des Diöstrus gezeigt werden. Aus 

diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass beim Hund, ähnlich wie beim Rind, Schaf 

und Schwein (Fitz et al., 1984; Shelton et al., 1990; Patek und Watson, 1983), dem PGE2 

eine luteotrope Rolle zukommt. 

Die der vermehrten Expression von Cox2 zugrunde liegenden Mechanismen können 

derzeit nur spekulativ vermutet werden. 

Ähnlich wie bei Rind, Rate und Primaten könnte z.B. in der frühen CL-Phase die 

Cox2- Expression durch VEGF und Fibroblast Growth Factor (FGF) stimuliert werden 

(Phillips et al., 1990; Redmer et al., 2001; Rowe et al., 2002). Auch könnte die 

Aufregulation der Cox2- Expression zu Beginn der CL-Phase im Zusammenhang stehen 

mit den von Büsges (2003) und Hoffmann et al. (2004a) am Tag 15 p.o. beobachteten 

erhöhten Mengen an CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten und Makrophagen im CL 

der Hündin; Beobachtungen von Tag 5 liegen leider nicht vor. Allerdings liegen derzeit 

keine Erkentnisse vor, inwieweit diese Immunzellen bzw. die von ihnen sezernierten 

Zytokine (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNFα und TGF-β; Engel et al., 2005) an der 

Aufregulierung von Cox2 beteiligt sind. Ein solcher Zusammenhang konnte jedoch z.B. 

bei Maus gezeigt werden, wo die Bahandlung von Mastzellen mit IL-10 die Cox2- 

Expression induzierte (Murakami et al., 1995).  

Anders als für die PGES konnte die Expression der PGFS im CL der Hündin zu keinem 

Zeitpunkt im Diöstrus mittels qualitativer RT-PCR nachgewiesen werden (Kap. 4.5.2). 

Dass es sich hier um eine echte Beobachtung handelt konnte zunächst dadurch bestätigt 

werden, dass die mit GAPDH durchgeführten Positivkontrollen die zu erwarteten 

PCR- Produkte ergaben und damit die Integrität  der isolierten RNA bestätigten. Weiterhin 

zeigte sich bei Verwendung von Gewebeproben aus dem Plazenta/Uterus-Komplex, die 

während des präpartalen Abfalls von Progesteron gewonnen worden waren, bei 

Anwendung der gleichen Methode eine deutliche Expression der PGFS (s. Kap. 3.8.1), die 

parallel dazu von den gleichen Tieren gewonnenen CL gravidtatis waren jedoch negativ 

(Abb. 35). Das weist darauf hin, dass die PGFS im CL der Hündin entweder nicht 

exprimiert wird, oder die qualitative RT-PCR nicht in der Lage war, die seltnen 

Transkripte nachzuweisen. 

Aufbauend auf den mit dem Uterus/Plazenta-Komplex erhaltenen Amplifikaten konnte das 

Verfahren der RACE PCR angewendet und die Sequenz der caninen PGFS kloniert werden 
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(s. Kap. 3.8.1). Diese weist eine sehr hohe Homologie von 82 bis 89 % mit den bekannten 

PGFS-Sequenzen anderer Spezies auf. Beim Vergleich der klonierten Sequenz mit der 

online verfügbaren hundespezifischen genomischen Sequenz, der mittels BLAST-Software 

durchgeführt wurde, wurden neben den bekannten und auf Chromoson 2 liegenden 11 

Exon-Homologen, die eine 100%ige Homologie mit der klonierten Sequenz aufwiesen, 

vier weitere Sequenz-Fragmente auf dem Chromosom 2 gefunden, die mit der klonierten 

caninen Sequenz zu 82 bis 90 % übereinstimmten. Dies weist auf eine mögliche Existenz 

von weiteren PGFS-Isoformen beim Hund hin, wie sie z.B. auch beim Rind bekannt sind 

(Madore et al., 2003) (Kap. 2.7.1.2). 

 

Für den PGFR wurde die mRNA-Expression zu allen Untersuchungszeitpunkten im 

Verlauf der CL-Phase nachgewiesen, wobei sich ein hoch-signifikanter (p ≤ 0,032) 

Zeiteffekt ergab. Die Real Time PCR zeigte die niedrigste Expression zu Beginn des 

Diöstrus (Tag 5 p.o.); ab Tag 25 p.o. bis zum Ende der Beobachtungsperiode (Tag 65 p.o.) 

wurden keine weiteren Unterschiede in der Expression beobachtet (Kap. 4.7.3). Somit 

scheint der PGFR in dem caninen CL im Verlauf des Diöstrus konstitutiv exprimiert zu 

sein, was die dosisabhängige Empfänglichkeit des CL gegenüber dem exogen 

verabreichten PGF2α erklären würde (Romagnoli et al., 1991; Hubler et al., 1991; 

Watts et al., 2001). 

 

Aus den durchgeführten Untersuchungen und der fehlenden Expression von PGFS im CL 

der Hündin ergibt sich jedoch, dass das canine CL nicht in der Lage ist PGF2α direkt aus 

PGH2 via PGFS zu produzieren. Eventuellen alternativen Synthesewegen von PGF2α aus 

PGE2 und PGD2 durch die 9- und 11-Ketoreduktasen, wie sie u.a. beim Rind nachgewiesen 

wurden (Madore et al., 2003), wird derzeit durch entsprechende Untersuchungen in der 

eigenen Arbeitsgruppe nachgegangen. 

 

Die mRNA-Expression des PGFR des Hundes wurde mittels in situ Hybridisierung 

ausschließlich in den Luteinzellen lokalisiert. Dies entspricht den Beobachtungen von 

Bonyaprakob et al. (2003b); hier wurde der PGFR beim Schwein ebenfalls ausschließlich 

in den Luteinzellen vorgefunden. Dieser Befund weist darauf hin, dass beim Hund die 

Luteinzellen das einzige Target für PGF2α darstellen. Somit wurde gezeigt, dass bei dieser 

Spezies PGF2α in der Lage ist, direkt auf die Luteinzellen einzuwirken. Eine potenzielle, 



DISKUSSION    120

indirekte luteolytische Einwirkung des PGF2α auf das CL durch den in den Endothelzellen 

lokalisierten PGFR, wie sie beim Rind gezeigt wurde (Mamluk et al., 1998; 

Niswender et al., 2000), ist beim Hund aufgrund der mangelnden PGFR-mRNA-

Expression in den Endothelzellen nicht zu vermuten. 

 

5.3.2 Expression der 3βHSD  

 

Die canine 3βHSD zeigt eine hohe Homologie mit den Sequenzen vom Rind, Pferd, 

Schwein und Mensch, die zwischen 79 - 86 % beträgt. Das beweist, dass das Enzym sehr 

hoch zwischen verschiedenen Spezies im Laufe der Evolution konserviert wurde. 

Verschiedene Isoformen des Enzyms wurden bei Maus, Mensch und anderen Säugetier-

Spezies beschrieben (Mason et al., 2004). Alle Isoformen werden von verschiedenen 

Genen kodiert und weisen eine sehr hohe Homologie untereinander auf (mehr als > 90 %). 

Splicevarianten sind bis jetzt nicht beschrieben worden (Abbaszade et al., 1997; 

Bain et al., 1991). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die klonierte canine Sequenz mittels der BLAST 

Software mit der online verfügbaren gesamten caninen genomischen Sequenz verglichen. 

Die 3βHSD wurde auf Chromosom 17 lokalisiert. Hinweise auf eventuelle Isoformen 

ergaben sich nicht. Daher wird anhand der vorliegenden Ergebnisse vermutet, dass es sich 

bei der klonierten Sequenz um die einzige Form der caninen 3βHSD handelt. Eine 

endgültige Aussage bezüglich des Vorhandenseins von möglichen Isoformen kann jedoch 

nicht getroffen werden, da es möglich ist, dass bis jetzt nicht bekannte Isoformen 

existieren, die aus dem alternativen Splicing resultieren könnten. Möglich wäre auch, dass 

die Homologie mit den anderen Isoformen sehr niedrig ist, so dass eine Erkennung mittels 

BLAST nicht möglich war. Dies ist jedoch aufgrund der sehr hohen Homologie der bis 

jetzt bekannten Varianten der 3βHSD bei anderen Spezies eher unwahrscheinlich.  

Wie zu erwarten, korreliert die Expression der 3βHSD im CL der Hündin mit der 

Progesteron-Konzentration im peripheren Blut positiv. Sowohl auf Protein- als auch auf 

mRNA-Ebene waren die stärksten Signale am Anfang der CL-Phase vorhanden. Der sich 

anschließende Abfall der Expression bis zum Ende der Beobachtungsperiode entsprach der 

sinkenden Progesteronproduktion am Ende des Diöstrus. 
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Nishiyama et al. (1999) haben in den CL der trächtigen Hündinnen stärkere Signale in den 

Randfeldern der CL als in den mittleren Feldern beobachtet. In der vorliegenden Arbeit bei 

Verwendung des gleichen Antikörper zeigte sich für die CL der nicht-trächtigen 

Hündinnen jedoch ein gleichmäßiges Verteilungsmuster. Da diese unterschiedlichen 

Ergebnisse mit dem gleichen Antikörper erzielt wurden, könnte möglicherweise auf 

verschiedene 3βHSD- Expressionsmuster bei den graviden und nicht-graviden Hündinnen 

geschlossen werden. Möglich wäre jedoch auch, dass es sich um methoden-bedingte 

Unterschiede handelt, wie Fixierung des Gewebes oder die Sensitivität des angewandten 

IHC- Nachweises. 

 

Die Verfügbarkeit der gesamten caninen 3βHSD-Sequenz bietet nun die Möglichkeit, 

weitere detaillierte Untersuchungen zur gewebeabhängigen Expression und Aktivität der 

3βHSD beim Hund durchzuführen. Dies betrifft insbesondere den präovulatorischen 

Progesteron-Anstieg und die Phase der gonadotropen Unabhängigkeit des caninen CL am 

Anfang des Diöstrus. 

 

5.4 Weiterführende Untersuchungen 

 

Parallel zur Abfassung der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen weitergeführt. 

Dabei wurde der Frage nach Lokalisation der Expression von PGES-mRNA, sowie nach 

der Expression und Lokalisation ihrer Rezeptoren EP1-EP4 im CL der Hündin während 

des Diöstrus nachgegangen (Kowalewski et al., nicht publiziert).  

Die dafür benötigten Primer wurden aus den hundespezifischen Sequenzen, verfügbar über 

die Genbank, abgeleitet; dies waren: AF266477 für EP1, NM_001003170 für EP2, 

AY333179 für EP3 und NM_001003054 für EP4. Um das Expressionsprofil der 

Rezeptoren im Verlauf des Diöstrus zu ermitteln wurde die Real Time (TaqMan) PCR 

durchgeführt; die Lokalisation erfolgte mittels ISH.  

In der semiquantitaiven Real Time PCR war der Expressionsverlauf von EP2 dem von 

Cox2 und PGES ähnlich. So wurde eine hohe Expression zu Beginn der CL-Phase am Tag 

5 nach der Ovulation beobachtet, der anschließende graduelle Abfall der Expression bis 

zum Tag 45 p.o. war signifikant (p < 0,05). Der EP4 zeigte eine konstante mRNA-

Expression, es konnten keine Zyklusbezogenheiten festgestellt werden. 
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Mehr negative als positive Ergebnisse wurden mittels qualitativer RT-PCR für die 

Expression des EP1 beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Expression von EP1 

entweder auf einem sehr niedrigen Niveau verläuft, oder nicht vorhanden ist. Zu keinem 

der Untersuchungszeitpunkten konnte die Expression von EP3 im CL festgestellt werden 

(Kowalewski et al., nicht publiziert). 

Mittelst ISH wurde die Expression von PGES, EP2 und EP4 ausschließlich in den 

Luteinzellen lokalisiert.  

Die durchgeführten Untersuchungen haben eine Kolokalisation der PGES sowie deren 

Rezeptoren EP2, EP4 und der Cox2 in den Luteinzellen gezeigt, was auf eine autokrine 

Funktion des PGE-Systems hindeutet.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Anders als bei landwirtschaftlichen Nutztieren wird beim nicht graviden Hund die 

Rückbildung der CL nicht durch ein endokrin wirksames Luteolysin uterinen Ursprungs, 

d.h. PGF2α, verursacht. Bei der graviden Hündin dagegen weist der parallel zur 

präpartalen Luteolyse auftretende PGF2α-Anstieg möglicherweise auf einen funktionalen 

Zusammenhang hin, was in Übereinstimmung stehen würde mit der Beobachtung, dass mit 

PGF2α bei entsprechenden Dosierungen bei graviden Hündinnen eine Luteolyse und damit 

ein Abort induziert werden kann. 

In vorliegenden Untersuchungen wurde daher der Frage nachgegangen, ob beim Hund in 

den CL produzierte Prostaglandine (PG) als parakrine und/oder autokrine Regelfaktoren 

eine Rolle bei der Rückbildung zyklischer CL spielen können. Dazu wurde die luteale 

Expression des Schlüsselenzyms der PG-Synthese, der Cyclooxygenase 1 und -2 

(Cox1, Cox2) sowie die Expression der Prostaglandin F2α- und Prostaglandin E2- 

Synthase (PGFS und PGES) und des Prostaglandin F2α- Rezeptor (PGFR) in definierten 

Stadien der Lutealphase (Tage 5, 15, 25, 35, 45 und 65 post ovulationem) charakterisiert.  

Den in Ergänzung dazu durchgeführten Untersuchungen zur Erfassung der 

3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3βHSD) lag die Überlegung zugrunde, dass die 

Expression dieses Schlüsselenzyms der Steroidbiosynthese einmal als Parameter zur 

Charakterisierung des Funktionszustandes der Luteinzellen herangezogen werden kann, 

darüberhinausgehend möglicherweise aber auch den Endpunkt einer die  

Progesteronsekretion kontrollierenden Reaktionskaskade darstellt, an der u.a. auch 

Eicosanoide beteiligt sein können.  

Die Untersuchungen zur Expression von Cox 1 und -2 erfolgten auf mRNA-Ebene mittels 

qualitativer und quantitativer RT-PCR. Die Lokalisation der Cox2 erfolgte auf 

mRNA - Ebene mittels in situ one-step RT-PCR und auf Proteinebene mittels 

Immunhistochemie (IHC) mit einem monoklonalen Antikörper aus der Maus gegen die 

Cox2 der Ratte (IgG1, Klon 33, BD Pharmingen). 

Da die hundespezifischen Sequenzen von PGFS, PGES, PGFR und 3βHSD bislang nicht 

bekannt waren, mussten zur Darstellung der Expression der Gene im Verlauf des Diöstrus 

diese zunächst kloniert und sequenziert werden, was mittels der SMART RACE PCR und 

des so genannten „homology cloning“ dutchgeführt wurde. Die ermittelten Sequenzen 

wurden anschließend in die Genbank mit den Eintragsnummer: AY875970 für PGFS, 
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EF063141 für PGES,  DQ138060 für PGFR und AY739720 für 3βHSD, eingetragen. Die 

weiteren Untersuchungen erfolgten mittels qualitativer und quantitativen RT-PCR. 

Die Lokalisation der Expression der 3βHSD und des PGFR erfolgte auf mRNA- Ebene 

mittels in situ Hybridisierung (ISH). Zusätzlich wurde auf Proteinebene die 3βHSD mittels 

IHC mit einem polyklonalen Antiserum aus dem Kaninchen gegen humanen Typ I 

(plazentar) 3βHSD untersucht. 

Der mehr oder weniger gleich bleibende Expressionsverlauf der Cox1 im Diöstrus wird 

dahingehend interpretiert, dass Cox1 die klassische Funktion eines Housekeeping-Genes 

ausübt; die erniedrigte Expression des Enzyms am Tag 5 p.o. wird auf die sehr hohe 

Expression der Cox2 zum selben Zeitpunkt zurückgeführt und mit einem Shift in der 

Bereitstellung von Enzymen zugunsten Cox2 erklärt. Die Expression von Cox2 sank nach 

einem Höchstwert am Tag 5 p.o. deutlich ab (p ≤ 0,05), am Tag 15 p.o. wurde nur noch 

weniger als die Hälfte der Ausgangskonzentration gemessen; ab Tag 25 p.o. blieben die 

Werte in unteren Messbereich. Immunhistochemie und in situ one-step RT-PCT haben die 

Expression der Cox2 in dem Zytoplasma der Luteinzellen an den Tagen 5 und 15 p.o. 

lokalisiert.  

Auch die Expression der PGES war zu Beginn des Diöstrus am stärksten (Tag 15 p.o.) und 

zeigte einen signifikanten Abfall bis zu den Tagen 45 und 65 p.o.. Eine Expression der 

PGFS konnte dagegen zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. 

Der zeitliche Verlauf der Expression von Cox2 und PGES lässt die Folgerung zu, dass den 

lokal im CL produzierten Prostaglandinen (E-Reihe) eine luteotrope Wirkung bei der 

Anbildung der CL zukommen könnte. Die fehlende Expression von PGFS zeigt, dass das 

canine CL nicht in der Lage ist, PGF2α direkt aus PGH2 via PGFS zu produzieren. 

Eventuelle alternative Synthesewege von PGF2α aus PGE2 und/oder PGD2 wurden jedoch 

nicht untersucht. 

Die Expression des PGFR stieg bis Tag 25 p.o. an, danach wurden keine weiteren 

signifikanten Unterschiede mehr beobachtet. Dies wird als eine konstitutive Expression des 

PGFR im caninen CL im Verlauf des Diöstrus interpretiert, was die dosisabhängige 

Empfänglichkeit des CL gegenüber exogen verabreichtem PGF2α erklären würde. Die 

ausschlieβliche Lokalisation der Expression der PGFR-mRNA in den Luteinzellen zeigt, 

dass diese das einzige Target für PGF2α im CL darstellen.  
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Die Expression der 3βHSD im CL war erwartungsgemäβ positiv mit der Progesteron-

Konzentration im peripheren Blut korreliert. Sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-

Ebene waren die stärksten Signale am Anfang der CL-Phase vorhanden. Der sich 

anschließende Abfall der Expression bis zum Ende der Beobachtungsperiode entsprach der 

sinkenden Progesteronproduktion am Ende des Diöstrus. Die IHC und ISH haben die 

Expression der 3βHSD auschließlich im Zytoplasma der Luteinzellen lokalisiert.  

 

Auf die zwischenzeitlich durchgeführten weiterführenden Untersuchungen wird in der 

Diskussion auf Seite 122 hingewiesen.  
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7 SUMMARY 

 

Other than in food animals an endocrine luteolysin (PGF2α) of uterine origin is not 

responsible for luteal regression in the non pregnant bitch. However, in pregnant bitches 

prepartal luteolysis coincides with an increase of PGF2α indicating a likely functional 

interrelationship; this would conform with observations that luteolysis and hence abortion 

can be induced in pregnant bitches by PGF2α given in the respective dosages. 

 

The present paper therefore addresses the question whether in the dog prostaglandins (PG) 

synthesized in the corpora lutea (CL) may act as paracrine and/or autocrine regulatory 

factors involved in the mechanisms leading to regression of the cyclic CL. Consequently 

expression of the key enzymes of prostaglandin synthesis, Cyclooxygenase 1 and 2 (Cox1, 

Cox2) as well as of prostaglandin F2α- and prostaglandin E2– synthase (PGFS and PGES) 

and the prostaglandin F2α- receptor (PGFR) were assed at defined stages of luteal function 

(days 5, 15, 25, 35, 45 and 65 after ovulation, p.o.). 

 

In addition expression of 3β-hydroxysteroid-dehydrogenase (3βHSD) was determined 

based on the assumption, that this key enzyme of steroid biosythesis may serve as a 

parameter to characterize the functional stages of luteal cells, and that its expression might 

represent an end-point of a reaction-cascade controlling progesterone production. 

On the mRNA-level expression of Cox1 and -2 was assessed by qualitative and 

quantitative RT-PCR. Localization of Cox2 on the mRNA-level was by in situ one-step 

RT-PCR and on the protein-level by immunohistochemistry (IHC) using a monoclonal 

antibody from the mouse directed against Cox2 of the rat (IgG1, clone 33, BD 

Pharmingen).  

As the canine specific sequences of PGFS, PGES, PGFR and 3βHSD were not known, 

cloning and sequencing had to be performed prior to determining the expression by 

qualitative and quantitative RT-PCR. This was achieved via SMART RACE PCR and 

“homology cloning”.  The derived sequences were submitted to the Genbank and the 

following numbers were given: AY875970 for PGFS, EF063141 for PGES, DQ138060 for 

PGFR and AY739720 for 3βHSD. 
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In situ hybridization (ISH) served to localize expression of 3βHSD and PGFR on the 

mRNA-level. On the protein-level expression of the 3βHSD was assessed via IHC using a 

polyclonal antiserum from rabbit directed against human type I (placenta) 3βHSD.  

Expression of Cox1 during dioestrus was rather constant, indicating the classical function 

of a housekeeping-gene. The somewhat depressed expression on day 5 p.o. was interpreted 

as result of the rather high expression of Cox2 at the same point of time due a shift in the 

provision of enzymes in favour of Cox2. Expression of Cox2 was highest on day 5 p.o., it 

dropped significantly (p≤0,05) by about 50 % until day 15 p.o., after day 25 p.o. 

expression was at the lower detection limit. IHC and in situ one-step RT-PCR localized 

expression of Cox2 in the cytoplasm of luteal cells on days 5 and 15 p.o..  

Also expression of PGES was highest at the beginning of dioestrus (day 15 p.o.) and 

showed a significant drop towards days 45 and 65 p.o.. At no times expression of PGFS 

could be detected by routine qualitative RT-PCR. The time-course in the expression of 

Cox2 and PGES allows the conclusion, that the locally produced prostaglandins (E-type) 

act luteotrophic during the period of formation of the corpora lutea. The lack in the 

expression of PGFS suggest that the canine CL is unable to convert PGE2 directly into 

PGF2α. However, possible alternative synthetic pathways with PGE2 and/or PGD2 as a 

substrate were not determined.  

Expression of PGFR increased until day 25 p.o., thereafter it remained fairly constant. This 

is interpreted as a constitutive expression of the PGFR in the canine CL during the course 

of the dioestrus, which would explain the dose-dependend responsiveness of the canine CL 

towards exogenously applied PGF2α. PGFR-mRNA was exclusively located in luteal 

cells, indicating that these cells are the only target for PGF2α in the CL. 

As was to be expected expression of the 3βHSD in the CL was positively correlated with 

peripheral progesterone blood plasma concentrations. Strongest signals on the protein- and 

the mRNA-level were obtained at the beginning of the CL-phase. This was followed by 

decrease in the expression until the end of the observation period, matching the decrease of 

the progesterone concentrations. IHC and ISH exclusively located expression of 3βHSD in 

the cytoplasm of the luteal cells.  

 

Reference to additional work done following accomplishing of the thesis is on page 122.  
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