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Abklrzungen

Abb Abbildung

Abs Abschnitt

ACS Automatisches Chemilumineszenz-Immunoassay
System

3b-HSD 3 Hydroxysteroiddehydrogenase

CL Corpus luteum

DHEA Dihydroepiandrosteron

DNA Desoxyribonucleic acid

DSH Deutscher Schéaferhund

ER Estrogenrezeptor

ERa Estrogenrezepta

ERb Estrogenrezeptdr

FSH Follikelstimulierendes Hormon

GnRH Gonadotrophin releasing hormone

*H Tritium

H,0, Wasserstoffperoxid

hCG human chorionic gonadotrophin

KGW Korpergewicht

17-KSR 17 Ketosteroidreduktase

LH Luteinisierendes Hormon

MRNA messenger ribonucleic acid

NaCl Natriumchlorid
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PR Progesteronrezeptor
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Einleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Der Reproduktionszyklus der Haussaugetiere wird in verschiedene Kategorien unterteilt:
Bei einigen Tierarten, zu denen z. B. Pferd, Schaf und Ziege gezahlt werden, setzt die sexuelle
Aktivitat zumeinst saisonabhangig ein und es folgen dann bei Ausbleiben einer erfolgreichen
Bedeckung mehrere Zyklen tierartspezifischer Lange; diese Spezies werden demzufolge als saisonal
polyostrisch bezeichnet. Rinder und Schweine werden als asaisonal polydstrisch bezeichnet, da
sie wahrend des ganzen Jahres zyklisch sind. Die Hauskatze ist zwar auch ein vorwiegend asaisonal
polydstrisches Tier, die Ovulation wird aber bei dieser Spezies erst durch den Deckakt induziert.

Bei der Haushiindin weicht der Sexualzyklus stark vom dem anderer Haussaugetiere ab. In
Abhangigkeit von Rasse und Individuum werden unabhéngig von der Jahreszeit Hiindinnen zwischen
ein bis drei Mal pro Jahr mit einem Interostrusintervall von bis zu mehreren Monaten laufig, sie
werden demzufolge als asaisonal monéstrisch bezeichnet. Eine weitere Besonderheit ist, dass bei
graviden als auch ingraviden Hindinnen die Hormonprofile von EstradiakidProgesteron bis
kurz vor die Geburt nahezu identisch verlaufen (Hoffmann et al., 1992; Concannon, 1993).

Hinsichtlich der hypophyséren Hormone LH (luteinisierendes Hormon) und Prolaktin
gilt, dass sie eine entscheidende Rolle bei der Erhaltung der lutealen Progesteronproduktion in
der zweiten Halfte des Didstrus spielen (Concannon et al., 1987; Okkens und Bevers, 1990;
Hoffmann et al., 1992; Hoffmann et al.; 1996). In der ersten Hélfte der Lutealphase konnte dagegen
kein luteotroper Einfluss nachgewiesen werden (Vickery et al., 1980). Es wird daher vermutet,
dass die Corpora lutea zun&chst unabhangig und erst ab dem ca. 22. Tag des Didstrus abhéngig
sind von hypophyséren Luteotropinen. Trotz vermehrter Verfligbarkeit von Prolaktin und LH kommt
es aber in der 2. Halfte des Didstrus zu einer allmahlichen und zunehmend schneller verlaufenden
funktionellen Luteolyse, gemessen am Abfall von Progesteron. Die dabei zugrunde liegenden
Mechanismus sind unbekannt, eine Downregulation der lutealen LH- und Prolaktinrezeptoren
scheidet aus, da Fernandes et al. (1987) gleichbleibende hohe Konzentrationen im Verlauf des

Ditstrus gemessen haben.

Untersuchungen bei Nutztieren haben gezeigt, dass Wachstumsfaktoren eine parakrine
und autokrine Funktion bei der Regulation des Corpus luteum spielen (Tapanainen et al., 1987,
Miyamoto et al., 1992; McAllister at al., 1994; Grazul-Bliska et al., 1995). Dabei konnte gezeigt
werden, dass offensichtlich auch die von den Luteinzellen produzierten Sexualhormone, vor allem
Estradiol-1b aber auch Progesteron, parakrin wirksam sind (McAllister et al., 1994; Townson et
al., 1996; Chen et al., 1997). Den vorliegenden Untersuchungen lag daher die Hypothese zugrunde,
dass auch beim Hund luteale Steroidhormone eine Rolle bei der Steuerung der Corpus luteum

Funktion spielen.



Einleitung und Aufgabenstellung

Um dieser These nachzugehen war es Ziel dieser Arbeit, die Expression von Progesteron
(PR)- und Estrogenrezeptoren (ER) im Verlauf des Diostrus im CL ingravider Hindinnen zu
erfassen und eine ggf. bestehende Korrelation zu den Konzentrationen von Progesteron und

Estradiol-1D im peripheren Plasma darzustellen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Zyklus der Hindin

Die hier verwendete Nomenklatur der Zyklusphasen der Hindin wurde 1987 von Feldman
und Nelson definiert. Nach dieser Definition dauert der Prodstrus ca. 3-16, der Ostrus 4-12, der
Diostrus 60-90 und der Andstrus 15-265 Tage. Physiologischerweise beginnt der Prodstrus mit
dem Auftreten blutigen Ausflusses aus der Vagina, der Ostrus mit der Sexualakzeptanz des Riiden,
der Di6strus mit dem Verlust der Sexualakzeptanz und der Andstrus mit dem Abfall der
Progesteronkonzentration im Plasma auf Basalwerte, d. h. unter 1 ng/ml (Christiansen, 1984,
Concannon, 1993; Arbeiter, 1994).

2.1.1 Anostrus

Die Lange des Anostrus variiert zwischen 15 und 265 Tagen, wobei die durchschnittliche
Dauer bei ca. 125 Tagen liegt (Christiansen, 1984). Der Ané6strus wird als die Ruhephase des
Reprodutionszyklus definiert. Estradiolfd 8inkt im Blutplasma auf Werte unter 7 pg/ml und
Progesteron auf solche unter 1 ng/ml (Arbeiter, 1994). Andere Hormone wie Prolaktin, FSH
(follikelstimulierendes Hormon) und LH werden ebenfalls in geringer Menge produziert und in
unregelmassigen Abstanden freigesetzt (Concannon et al., 1986).

Erstim mittleren bis spaten Anéstrus wird LH vermehrt und mit steigender Pulsfrequenz
freigesetzt (Hoffmann et al., 1996; Riesenbeck, 1997). Dies ist als eine Folge der
Desensibilisierung des Hypothalamus-Hypophysensystems auf den hemmenden Einfluss von
Estradiol-1D zu sehen (Klein, 1999). Im gleichen Zeitraum nimmt der Gehalt an FSH im
peripheren Blut zu, mit einem deutlichen Abfall zu Beginn des Proodstrus (Arbeiter 1994). Die
mittlere Prolaktinkonzentration ist wahrend des Ubergangs vom Didstrus zum Andstrus und
wahrend des frihem Andstrus gegeniber dem spaten Andstrus erhéht (Jeffcoate, 1993), wodurch
sich die Frage der Bedeutung von absinkender Prolaktinkonzentration beim Auslésen des
Proostrus mit Ende des Andstrus stellt (Okkens et al., 1997).

Das aul3ere Genitale ist wahrend des Andstrus klein und unaufféllig, die Schleimhaut der
Vagina ist rosarot, wenig konturiert, etwas feucht und der Ausstrich ist zellarm. Man findet Zellen
aus allen Gewebeschichten in geringer Zahl, aber nur selten Superfizialzellen (Arbeiter, 1994).

2.1.2 Rodstrus

Der Prodstrus wird durch steigende Ostrogenkonzentrationen charakterisiert, Estardiol-
17b kann Werte bis zu 90 pg/ml Plasma erreichen. Unter Einfluss von Estrafjaals/in den
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sich anbildenden Ovarfollikeln produziert wird, erfolgt eine Odematisierung von Vulva und
Perineum, die Vaginalschleimhaut wird hyperamisch (Arbeiter, 1994). Oettel (1979) beschreibt
den mit Beginn des Proostrus zu beobachtend vaginalen Ausfluss als eine Diapedeseblutung.
Die Hundin ist zwar schon fur den Ruden attraktiv, aber duldet noch keinen Aufsprung
(Christiansen, 1984).

Gegen Ende des Prodstrus fallt Estradiob-lauf Basalwerte (10-20 pg/ml) ab
(Hoffmann et al., 1992) wahrend der Progesteronspiegel, der bis dahin auf Werten < 1 ng/ml
lag, steigt (Arbeiter, 1994).

Die Ausschuittung des luteinisierenden Hormons ist wahrend dieser Phase gering und
pulsatil (Concannon, 1993; Hoffmann et al., 1996; Riesenbeck, 1997) und die des
follikelstimulierenden Hormons, wahrscheinlich wegen der negativ-rickkoppelnden Wirkung von
Estradiol-1D und Inhibin (beide Wirkstoffe werden in den Granulosazellen der Follikel gebildet),
am niedrigsten (Olson et al., 1982; Concannon, 1993).

Erythrozyten und hohe Intermediérzellen treten im Vaginalabstrich auf und der Anteil an
verhornenden Superfizialzellen steigt (Christie et al., 1972). Vaginoskopisch zeigt sich aufgrund
der Zunahme der Epithelschichten eine eher porzellanweil3e und in Langsfalten gelegte Schleimhaut,
in der ein rotliches Sekret zu erkennen ist (Lindsay, 1983). Diese Phase dauert ca. 8-10 Tage
(Christiansen, 1984).

2.1.3  Ostrus

Der Ostrus ist vom Duldungsverhalten der Hiindin gepragt (Arbeiter, 1994). Im Abstrich
finden sich vor allem kernlose verhornte Superfizialzellen, die charakteristische Nesterbildung
tritt erst in Verbindung mit dem praovulatorischen Progesteronanstieg auf und es finden sich zumeist
keine Erythrozyten mehr (Gerres, 1991). Vaginoskopisch wirkt die Schleimhaut trocken und es
finden sich sowohl Langs- als auch Querfalten (Arbeiter, 1994).

Der Gehalt an LH und FSH im zirkulierenden Blut nimmt zu. Abhangig vom Alter des
Tieres erreicht der praovulatorische LH-Peak Werte von 20 bis 60 ng/ml, fallt aber spatestens
nach drei Tagen auf Basalwerte zwischen 2 und 4 ng/ml zurlck. Die FSH-Konzentration erhoht
sich auf bis zu 208 ng/ml und sinkt innerhalb von 6 Tagen auf 69 ng/ml ab (Reimers et al., 1978).
Im Zeitraum zwischen dem LH-Peak und der Ovulation (36-48 Stunden) reifen die Graafschen
Follikel zu sprungreifen Follikel heran. Die Luteinisierung der Tertiarfollikel ist fr die steigenden
Progesteronwerte im Plasma bis auf im Mittel 5,0 ng/ml zum Zeitpunkt der Ovulation verantwortlich
(Bouchard et al., 1991; Concannon, 1993). Nach dem LH-Peak werden in rascher
Konzentrationszunahme Progesteronwerte von 16 ng/ml und dartber erreicht (Arbeiter, 1994).
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2.1.4 Diostrus

Die Dauer des Didstrus bei der ingraviden Hundin schwankt zwischen 80-110 Tagen.
Mit Beginn dieser Phase akzeptiert die Hiindin den Riiden nicht mehr, die Odematisierung der
Vulva nimmt ab und im Vaginalabstrich erkennt man Leukozyten, deren Zahl im mittleren bis
spaten Di6strus (21. bis 75. Tag nach dem LH-Peak) absinkt. Als vaginoskopischen Befund kann
man die longitudinale Faltung der Schleimhautoberflache, die feucht-opaliszierend und blassrosa
erscheint, erkennen. Im spaten Di6strus werden die Falten flacher und die Oberflache bleibt
feucht und glanzend (Arbeiter, 1994).

Die Estradiol-1b-, LH- und Progesteron-Konzentrationen im Plasma sind bei graviden
und ingraviden Hundinnen bis kurz vor den Geburtszeitpunkt nahezu identisch (Jones et al., 1973;
Reimers et al., 1978; Concannon et al., 1989). 24-48 Stunden vor der Geburt sinken Progesteron
und Estradiol-1B rasch auf Basalwerte ab, wahrend bei der ingraviden Hindin dieser Abfall
allméhlich erfolgt (Concannon et al., 1989). Dieser rasche Progesteronabfall ist wahrscheinlich
Prostaglandin F2 vermittelt (Hoffmann et al., 1996; Riesenbeck, 1997).

Wahrend der ersten 20 Tage nach der Ovulation ist das Corpus luteum beim Hund
unabhangig von hypophysaren gonadotropen Stimuli (Concannon, 1980; Concannon et al., 1987).
LH, das nach dem praovulatorischen Peak weiter pulsatil in niedrigen Konzentrationen ausgeschuttet
wird, wirkt ab dem ca. 30. Tag als luteotroper Faktor (Concannon, 1980). Ein weiterer luteotroper
Faktor bei der Hundin ist das Prolaktin (Okkens und Bevers, 1990; Onclin et al., 1993; Onclin
und Verstegen, 1997a). Der Konzentrationsverlauf des Prolaktins ist bei graviden und ingraviden
Hundinnen bis zum 35. Tag nach der Ovulation identisch. Ab diesem Zeitpunkt ist die Konzentration
im Plasma bei graviden Tieren hoher (Onclin und Verstegen, 1997b) und der Abfall auf Basalwerte
findet erst ab dem 60. Tag nach der Geburt statt (Concannon et al., 1989).

Relaxin ist das einzige bekannte Hormon, dessen Profil zwischen tragenden und nicht-
tragenden Hundinnen deutlich variiert. Nur bei der graviden Hundin kann ab der dritten
Trachtigkeitswoche Relaxin im Plasma nachgewiesen werden. Bisherige Untersuchungen konnten
keinen direkten Einfluss von Relaxin auf die luteale Funktion nachweisen (Steinetz et al., 1987).

Bei der ingraviden Hundin sind die luteolytischen Mechanismen unbekannt. So konnte
weder ein Luteolysin uterinen Ursprungs wie beim Rind u. a. landwirtschaftlichen Nutztieren
nachgewiesen werden (Olson et al., 1989; Hoffmann et al., 1992), noch ein Mangel an hypophyséar
verfigbarem LH (Hoffmann und Schneider, 1993) oder Prolaktin (Onclin und Verstegen, 1997b).
Hoffmann et al. (1996) schlieRen daraus, dass auto- und/oder parakrine Steuerungsmechanismen
fur die luteale Regression verantwortlich sind.
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2.2 Makroskopische und mikroskopische Anatomie des Ovars der Hindin

2.2.1 Lage und Aufbau des Ovars

Bei der Hundin sind die Ovarien paarig angelegt. Das rechte Ovar liegt im Bereich des
3.-4. Lendenwirbels und etwas weiter cranial als das linke. Sie bertihren den kaudalen Nierenpol
oder liegen in dessen Nahe. Das Ovar stellt sich als langliches, ovales, leicht abgeplattetes,
gelegentlich auch kugeliges Gebilde dar. Die Abmessungen sind rassen-abhéngig; bei einer
mittelgrof3en Hindin sind die Ovarien ca. 12 x 8 x 6 mm grof3. Sie werden von der Bursa ovarica
bedeckt, ihre Oberflache ist in der Follikel- und Gelbkdrperphase feinhéckerig (Vollmerhaus et
al., 1994).

Das Ovar kann in zwei Zonen unterteilt werden: die innere, lockere Zona vasculosa
(Medulla ovari, in der die plexusbildenden Blutgefa3e, LymphgefalRe und Nerven in ein Netzwerk
lockeren Bindegewebes eingebaut sind, und die &ulRere, dichter gefligte Zona parenchymatosa
(Cortex ovari). Die funktionellen Strukturen des Ovars (Oozyten, alle Stadien der
Follikelentwicklung, Corpora lutea und deren Uberreste, die sogenannten Corpora albicantia)
sowie dazwischen gelagerte Stromazellen befinden sich in der Zona parenchymatosa. Das
Oberflachenepithel, auch als Keimdriisenepithel bezeichnet, besteht aus kubischen Zellen, die mit
zunehmendem Alter etwas abplatten. Sie gehelMargo mesovaricus das Peritoneum uber,
das auch die Bursa ovarica auskleidet. Unter dem Oberflachenepithel wird eine Organkapsel, die

dunneTunica albugineaaus kollagenen Fasern gebildet (Volimerhaus et al., 1994).

2.2.2 0Oogenese

Die Oogenese besteht aus Bildung, Entwicklung und Reifung weiblicher Keimzellen.
Die Entwicklung beginnt schon im embryonalem Stadium und wird im geschlechtsreifen Alter mit
den beiden Schritten der Reifeteilung beendet. Die Vermehrungsperiode der Oogonien findet zwar
schon wahrend der fetalen Entwicklung statt, kann aber beim Hund auch noch in den ersten Tagen
nach der Geburt beobachtet werden (Anderson und Simpson, 1973). Die Hochstzahl wird bei der
Hundin mit ca. 700.000 kurz nach der Geburt erreicht (Schotterer, 1928). Der Eintritt der Keimzellen
in die Meiose | beginnt erst ab dem Tag der Geburt und die letzten Oogonien sind noch Wochen
nach der Geburt zu beobachten (Schotterer, 1928; Anderson und Simpson, 1973). Dies signalisiert
das Ende der Vermehrungsphase, d. h., die Gesamtpopulation der weiblichen Keimzellen ist dadurch
endgultig festgelegt. Die Eizellen verharren als priméare Oozyten in der Prophase der Meiose | bis
sie einer eventuellen Ovulation zugefihrt werden. Die Fortsetzung der meiotischen Teilung erfolgt
erst kurz vor der Ovulation.
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2.2.3 Follikulogenese

Als Follikulogenese werden Wachstums- und Differenzierungvorgange von Eizelle und
Follikelzellen bezeichnet. Als Ausgangspunkte werden Primordialfollikel gebildet, was bei
der Hundin ca. drei Woche nach der Geburt erfolgt (Kl6tzer, 1969). Sie sind durch eine grol3e
Oozyte, die von wenigen Follikelepithelzellen umgegeben wird, charakterisiert. Die weitere
Entwicklung des Primordialfollikels zum Primarfollikel ist neben dem Wachstum der Eizelle
durch eine Anderung der Form (von flach nach kubisch) und Vermehrung der Follikelepithelzellen
gekennzeichnet. Weiterhin ist die beginnende Ausbildung der Zona pellucida festzustellen, was
bereits bei 5 Wochen alten Hundewelpen erkennbar ist (Vollmerhaus et al., 1994).

Im Folgenden wird die Anzahl der Follikelepithelzellen — jetzt auch als Granulosazellen
bezeichnet - durch zahlreiche Mitosen vermehrt. Daraus resultiert eine Mehrschichtigkeit der
Granulosazellen miCorona radiata eine Charakteristik des Sekundarfollikels. Der
Sekundarfollikel wird weiterhin durch eine bindegewebige Hullschicht] dexa follicularis,
gekennzeichnet. Sekundéarfollikel finden sich beim Hund ab einem Alter von 15 Wochen. Ab
einem halben Jahr beginnt die Ausbildung von Tertiarfollikeln. Die Verlagerung der Eizelle an
den Rand des Follikels, die Ausbildung @snulus oophoruand desAntrum folliculareund
die Teilung defTheca follicularisin Theca externaind Theca internacharakterisieren dieses
Stadium der Follikelentwicklung. Insbesondere bei der Hiindin erscheinen regelméanig Follikel
mit mehreren Eizellen (bis zu 5 an der Zahl), die dadurch gekennzeichnet werden, Aassioias
folliculare in der Regel fast vollig vorStratum granulosurausgefullt ist (Vollmerhaus et al.,
1994). In dieser Phase erreicht der Follikel eine GroR3e von ca. 150 mm.

Der reife, préovulatorische Follikel wird als Graafscher-Follikel bezeichnet und erreicht
bei der Hindin eine durchschnittliche Gré3e von 2 mm. In diesem Stadium schwimmt die Oozyte,
umgeben von der Zona pellucida, den Zellen der Corona radiata und einzelnen Follikelepithelzellen,
frei in der Follikelflissigkeit.

Die sprungreifen Follikel befinden sich an der Ovaroberflache, direkt unterhdintes
albugineds. Abs. 2.2.1). Die praovulatorische Reifung wird hormonell gesteuert. Eine diesbezlgliche
Besonderheit bei der Hiindin ist die Progesteronsynthese, die von den Granulosaluteinzellen bereits
kurz vor der Ovulation ausgeht (s. Kap. 2.3.1). An einer umschriebenen Zone, dem Stigma, wird die
Follikelwand andmisch und durchsichtig. Bei der spontanen Ovulation der Hiindin kommt es in diesem
Bereich zur Ruptur der Follikelwand, und die Eizelle wird zusammen mit den anhaftenden Granulosazellen
ausgeschwemmt. Die erste meiotische Teilung wird erst kurz nach dem Follikelsprung durch die
Abtrennung des ersten Polkdrperchens beendet. Die Anzahl ovulierender Follikel ist abh&ngig von
Rasse und Alter und schwankt in der Regel zwischen drei und acht (Vollmerhaus et al., 1994).
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2.2.4 Corpus luteum

Das auch als Gelbkérper bezeichnete Corpus luteum (CL) ist eine temporare, endokrine
Druse, die sich nach der Ovulation aus den verbliebenen Zellen der Follikelwand (Granulosazellen)
und den Stromazellen der Theca follicularis bildet. Bei der Hindin ist das CL nicht gelb, sondern
besitzt eine zart graurosa geténte Farbe (Vollmerhaus et al., 1994).

In dem vormals avaskuldren Raum des rupturierten Follikels sprossen innerhalb weniger
Stunden Geféal3e ein, die die sich vermehrenden Luteinzellen mit den u. a. flir die Steroidbiosynthese
erforderlichen Substraten versorgen. Beim Menschen sind 52% der Zellen des CL Endothelzellen
und Perizyten, hormonproduzierende Luteinzellen haben einen Anteil von ca. 25%. Im Mittel hat
eine Lutealzelle Kontakt mit vier Kapillaren. Uber das Kapillarsystem des CL erreichen Stromazellen,
Fibroblasten und Makrophagen in grol3er Zahl die ehemalige Follikelhdhle und die Makrophagen
phagozytieren Blutbestandteile und Follikelfragmente (Neulen, 1998).

Durch VergroRerung des Zytoplasmas (funktionelle Hypertrophie) und Zellerneuerung
(Hyperplasie) transformieren die Granulosazellen der Follikelwand und die Stromazellen der
Theca interna zu Luteinzellen. Die Granulosa- und Thecaluteinzellen tragen durch ihre hohe
mitotische Aktivitat entscheidend zur Grol3e des CL bei. Sie sind pleomorphisch und weisen
prominente, runde Kerne mit einem Nukleolus sowie unterschiedlich geartete Lipid-einlagerungen
auf. Bei anderen Spezies, wie z. B. Mensch und Rind, kann zwischen grof3en und kleinen Luteinzellen
unterschieden werden, beim Hund dagegen nicht (Abel et al.,, 1975a; Leiser und Meyer,

unveroffentlichte Daten).

Die Ruckbildung des Gelbkdrpers der Hundin zeigt sich bei Vermehrung des
Bindegewebes und Auflockerung des Zentrums durch Abnahme des Gesamtvolumens. Das wahrend
der Trachtigkeit vorhandene Corpus luteum graviditatis unterscheidet sich vom Corpus luteum
cyclicum nur durch eine starkere bindegewebige Durchwucherung, die auch gré3ere Gefal3e fuhrt
(Volimerhaus et al., 1994).

2.3 Follikulare Hormone als endokrine bzw. parakrine/autokrine Wirkfaktoren
2.3.1 Follikulare Steroid- und Proteohormone

2.3.1.1 Follikulare Steroidhormon-Biosynthese

In den Thecazellen des Follikels entsteht Pregnenolon nach Cleavage der terminalen C6
Einheit aus der Seitenkette des Cholesterins durch das Enzym P450 Side-Chain Cleavage (P450

(siehe Abb. 1). Je nach weiterem Verlauf der Biosynthese entstehen aus diesem entweder auf dem
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D5-Syntheseweg der Reihe nach das-Hydroxypregnenolon, Dehydroepiandrosteron (DHEA)
und Androstenedion oder auf d&d-Syntheseweg das Progesteron, gefolgt von der Bildung von

17a-Hydroxyprogesteron und Androstendion.

Durch Reduktion der 17-Ketogruppe des Androstendions erfolgt in den Thecazellen die
Bereitstellung von Testosteron. Diese Androgenbiosynthese ist auf die Zellen der Theca interna
beschrankt, da die Granulosazellen nicht Uber das Enzyrgdroxylase verfigen. Die Bildung
von Ostrogenen durch die Granulosazellen setzt also die Bereitstellung von Androgenen durch

die Thecazellen voraus (s. Abb. 1).

Im Hinblick auf die Ausstattung mit den Enzymdn@H-Steroiddehydrogenasb4/5-
Isomerase sind die Granulosazellen allerdings zur Progesteronsynthese befahigt. Insbesondere
bei der Frau und beim Hund wurde ein préaovulatorischer Progesteronanstieg beschrieben
(Concannon, 1993).

LH induziert den Transport von Cholesterin von der aul3eren zu der inneren Membran
der Mitochondrien und férdert somit die Pregnenolon- bzw. Progesteronbiosynthese (Niswender,
2000). In den Granulosazellen wird die Aromatisierung von Androgenen zu Ostrogenen unter
dem Einfluss von FSH ausgel6st (Docke, 1994a).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Steroidbiosynthese im zwei Zellmodell des Follikels
unter der Bericksichtigung des Einflusses der Gonadotropine FSH und LH.
SCP2: Sterol carrier protein 2STAR: steroidogenic acute regulatory protein
P450 sccP450 side chaine cleavage enzyBeHSD: 3b Hydroxysteroid-dehydrogenafe-

D5 IsomeraseP450 1a: 17a Hydroxylase/ C 17-20 Lyas&7-KSR: 17-Ketosteroidreductase;
P450 arom:P450 aromataseH-R: LH-RezeptorfSH-R: FSH-Rezeptoi;,DL /HDL: Low/
High Density Lipoprotein. DL-R: LDL-RezeptorHDL-BP: HDL-Binding Protein.
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— Ui I.'III.|-.I|:"|.1:"\-II'.H|I:"\.Llll_'h e S NritiLii)
Reticulum

3 : Basalmembran ==L = = Stimulation

2.3.1.2 Ostrogene

Estradiol-1D ist das primare Produkt der follikularen Ostrogensynthese. Es spielt eine
wichtige Rolle bei der zyklusabhangigen Steuerung der Funktionalitat des auf3eren und inneren Genitale,
insbesondere bei der Proliferation und Differenzierung des uterinen und vaginalen Epithels, der
Aktivierung der sekretorischen Zellen des Zervixepithels und - in Abh&ngigkeit von den Spezies -
Erhohung der Eileiter- und Uterusmotilitat wahrend des Ostrus (Galand et al., 1971). Estitadiol-17
fuhrt zu einer Aufregulierung des Gehaltes an PR mRNA und -Protein sowie von Oxytocinrezeptoren
im Uterus; auch eine Erhdhte Expression ddos mRNA (Hauptkomponente einiger

Transkriptionsfaktoren) wurde beobachtet (Kraus und Katzenellenbogen, 1993).

Im Zusammenspiel mit anderen Faktoren stimuliert Estradiols’parakriner Faktor
die Entwicklung und Reifung der Follikel, die Expression der FSH- und LH-Rezeptoren in den
Granulosazellen, die Formation von ,,Gap Junctions* zwischen Granulosazellen und die Expression
des zellularen proliferativen nuklearen Antigens (PCNA) in den Granulosazellen; des weiteren
schitzt Estradiol-1¥die Zellen vor oxidativer stress-induzierter Apoptose, wie Lund et al. (1999)
beim Schaf nachweisen konnten.

Der Einfluss von Estradiol auf die hypothalamo-hypophyséare Achse fihrt beim
geschlechtsreifen Tier im Endeffekt aufgrund der positiv-rickkoppelnden Mechanismen zum
ovulationsauslosenden LH-Peak (Ddcke, 1994b). Bis zur Geschlechtsreife wirkt das nur in geringen
Mengen produzierte endogene Estradids; hirer dagegen vor allem negativ riickkoppelnd (Foxcroft
et al., 1984). Im Verlauf des Wachstums ist Estraditl-d47 der Entwicklung der Milchdrise
wahrend der Pubertat sowie der Steuerung des Lipidstoffwechsels beteiligt (Katzenellenbogen et
al., 1979; Docke, 1994b),

11
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2.3.1.3 Progesteron

Bei den meisten Haussaugetieren liegt Progesteron wéahrend der Follikelphase in sehr
niedrigen Konzentrationen vor. Aufsteigende Konzentrationen am Ende des Ostrus modifizieren
oder hemmen die Wirkung von Estradioblindem es den Abbau der Ostrogenrezeptoren fordert
(Leavitt und Takeda, 1986; Kraus und Katzenellenbogen, 1993; Perrot-Applanat et al., 1994;
Parandoosh et al., 1995). Beim Hund wird durch follikulares Progesteron zudem die Duldung
induziert, weiterhin ergeben sich mit der Nesterbildung charakteristische zytologische
Veranderungen in Vaginalabstrich.

2.3.1.4 Inhibin

Inhibin wird im Tertiarfollikel von den Granulosazellen produziert, wie Untersuchungen
beim Wiederkauer zeigten. Wahrend des Zyklus steigt es parallel mit den Ostrogenen im Verlauf
der Follikelphase bis zur Ovulation an (Doécke, 1994a). Es erhielt seinen Namen aufgrund der
hemmenden Wirkung auf die Freisetzung von FSH aus der Hypophyse; es hat somit eine regulierende
Wirkung auf die Follikelanbildung (Findlay et al., 1990).

2.3.2 Wachstumsfaktoren

Die Beteiligung von FSH und LH am follikularen Wachstum, der Reifung der Oozyte
sowie der Ovulation wurde ausfihrlich beschrieben (Adashi, 1994). Neben den Gonadotropinen
und Steroidhormonen zeigen dabei aber auch Wachstumsfaktoren wichtige regulatorische
Funktionen (Adashi, 1992). So konnte fir den basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) bei Rind
und Mensch gezeigt werden, dass er von den Granulosazellen des Follikels synthetisiert wird
(Neufeld et al., 1987; Yamamoto et al., 1997) und als autokriner Faktor die Proliferation dieser
Zellen mitbeeinflul3t. In den Thecazellen scheint bFGF den Luteinisierungsgrad zu steuern (van
Wezel et al., 1995; Yamamoto et al., 1997). Unter dem Einfluss von LH, Insulin und IGF-I
(Insulin-like Growth Factor-1) hemmen bFGF und EGF (Epidermal Growth Factor) die
Androstendionproduktion in bovinen Thecazellkulturen sowie die FSH-abhangige
Ostrogensynthese. Diese Hemmung der Androstendionsynthese scheint fiir das Ruhen der antralen
Follikel in einem undifferenzierten Stadium wichtig zu sein, oder sie spielt eine Rolle bei der
Unterdriickung der Estradiolsynthese in den differenzierten antralen Follikeln (Spicer und Stewart,
1996). Bei der Katze wurde gezeigt, dass EGF eine wichtige Rolle in der ovariellen
Follikulogenese spielt, wahrend der Wachstumsphase wirkt EGF als mitogener Faktor bei
Induzierung der Granulosazellproliferation; in antralen Follikeln reguliert EGF die
Differenzierung der Granulosazellen und die Reifung der Oozyten (Goéritz et al., 1996).

12
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TGFa (Transforming Growth Factar) zeigt eine hohe strukturelle Homologie mit dem
EGF, wodurch die analoge Fahigkeit beider Wachstumsfaktoren die Differenzierung der
Granulosazellen zu modulieren, erklart werden kann (Lobb et al., 1989). Z&k§t eine hohe
Homologie mit Inhibin, was darauf hindeutet, dass die Mitglieder debTIGfibin Familie eine
Rolle als autokrine und/oder parakrine Faktoren bei Wachstum und Differenzierung der Follikel
spielen. Zudem wurde gezeigt, dass bGle FSH-abhéngige LH-Rezeptorinduktion und die
Progesteronsynthese in Granulosazellen der Ratte stimuliert (Dodson und Schomberg, 1996). IGF-
| stimuliert auch die Progesteronsynthese porciner und humaner Granulosazellen unter in-vitro
Bedingungen; dies gilt sowohl fur die Biosynthese aus endogenen Sterolsubstraten (25-
Hydroxycholesterol) als auch fir die durch Estradids-$@mulierte Progesteronbiosynthese
(Veldhuis und Furlanetto, 1985; Di Blasio et al., 1994).

2.3.3 Besonderheiten bei der Hiindin

Wie oben bereits dargestellt, produzieren bei der Hindin die Granulosazellen des
praovulatorischen Follikels grof3ere Menge an Progesteron. Dies manifestiert sich in dem deutlich
mel3baren Progesteronanstieg von 1 ng/mlam Ende des Prodstrus auf 2 ng/ml zum Zeitpunkt des LH-
Peaks bzw. 4,9 £ 1 ng/ml zum Zeitpunkt der Ovulation (Bouchard et al., 1991; Concannon, 1993).

2.4 Luteale Hormone als endokrine bzw. parakrine/autokrine Wirkfaktoren

2.4.1  Allgemeine Angaben

Zentrale und Ubergeordnete Faktoren bei der Kontrolle der CL-Funktion sind die
Gonadotropine hypophyséren Ursprungs sowie - in Abhangigkeit von der Spezies - luteolytische
Faktoren (PGE) aus dem Endometrium. Darlber hinausgehend haben jedoch Untersuchungen
beim Menschen (Rossmanith et al., 1990; Hinney et al., 1995) und Schwein (Wuttke et al., 1998)
gezeigt, dass im CL produzierte Substanzen, wie z.B. Steroide, Eicosanoide, Cytokine und
Wachstumsfaktoren als auto- und/oder parakrine Faktoren ebenfalls an der Steuerung der lutealen
Progesteron- und Estradiold-Bekretion beteiligt sind. Hoffmann et al. (1996) vermuteten, dass
ahnliche Mechanismen auch bei der Hiindin zur Wirkung kommen.

2.4.1.1 Steroidhormone

2.4.1.1.1 Progesteron

Wie in Abb. 2 dargestellt, kann Progesteron entweder auDde8yntheseweg oder auf
demD5-Syntheseweg entstehen. In vitro Untersuchungen mit Luteinzellen vom Schwein (Weiss et

13



Literaturibersicht

al., 1976), Pferd (Savard, 1973), Frettchen (Kintner und Mead, 1983) und Stinktier (Ravindra et
al., 1984) haben gezeigt, dass bei diesen Tierartdde8yntheseweg bevorzugt wird. Fir den
Menschen haben entsprechenden Untersuchungen gezeigt, dass soidhatieauch ddbs-
Syntheseweg nebeneinander existieren und die jeweilige Syntheseroute vom Zyklusstadium und
dem Alter der Zellkultur abhangig ist (Shimizu et al., 1982; Hurtwitz et al., 1989).

14
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Abb. 2:
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Schematische Darstellung der Steroidbiosynthese in eineinkzetledes Corpus luteum
unter der Bertcksichtigung des Einflusses des Gonadotropins LH.
SCP2: Sterol carrier protein 2;STAR: steroidogenic acute regulatory protein
P450 scc:P450 side chaine cleavage enzyB8teHSD: 3b Hydroxysteroiddehydrogenas®4-D5
IsomeraseP450 1a: 17a Hydroxylase/C 17-20 Lyasé7-KSR: 17-Ketosteroid-reductasP450
arom: P450 aromataséH-R: LH-RezeptorL.DL /HDL: Low / High Density Lipoproteinl.DL-

R: LDL-Rezeptor;HDL-BP: HDL-Binding Protein.
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Bereits 1981 postulierte Rothchild, dass Progesteron speziesiubergreifend eine luteotrope
Wirkung hat und somit als auto- bzw. parakriner Faktor im CL wirkt. Die Aktivitat der Enzyme
3b-HSD und P450.. wurdein vitro bei der Ratte (Ruiz de Galarreta et al., 1985) sowie beim
Schwein (Tonetta, 1987) und Schaf (Caffrey et al., 1979) untersucht; Progesteron stimulierte deren
Aktivitat, was zu einer Steigerung der Progesteron Produktion in der Zellkultur fihrte. Au3erdem
wurde die Progesteronkonzentration durch synthetische Gestagene in der bovinen Lutealzellkultur
erhoht (Pate, 1996).

Progesteron hemmt die menschliche Granulosazellproliferation in Kultur, wahrend EGF
(Epidermal Growth Factor) in der Lage ist, diese Proliferation zu induzieren. Der Hemmungseffekt
des Progesterons im Kulturmedium ist dosisabhéangig und wird zumindest teilweise Uber den
Progesteronrezeptor vermittelt, da die Bindung von Progesteron an seinen Rezeptor die Fahigkeit
des EGF, die Mitose zu induzieren, hemmt. Auf3erdem wird diese Wirkung vom Progesteronrezeptor-
Antagonist RU 486 vermindert. Ebenso wird die Kapazitat zur Luteinizierung der Granulosa- und
Thecazellen von Progesteron reguliert, indem es diese Kapazitat steigert (Chaffkin et al., 1993).

Auch die Ansprechbarkeit des CL auf Prolaktin wird von Progesteron verandert; so hemmt
Progesteron die Prolaktin-induzierte Apoptose der Luteinzellen durch eine SenkdagrdBNA
(Fas Molekul der Zellmembran, das Signale zur Apoptoseinduktion Gbermittelt) im CL der Ratte,
was bedeutet, dass ein autonomes Zell/Gewebe System fir die Regression des CL existiert
(Kuranaga et al., 2000).

2.4.1.1.2 Ostrogene

Estradiol-1D wird in den Luteinzellen vom Schwein (Gregoraszczuk, 1983;
Gregoraszczuk, 1992), Mensch (Johnson et al., 1996; Vaananen et al., 1997) und Hund (Nishiyama
etal., 1999) produziert. Die Mechanismen, welche die EstradimiSynthese im CL regulieren,
sind noch weitgehend unbekannt. Sowohl parakrine, wie z.B. IGF-1 ung, RiSuch endokrine
Faktoren, wie z.B. GnRH oder beim Menschen hCG (Vaananen et al., 1997), kbnnten eine Rolle
dabei spielen.

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass die Wirkung von lutealem Estradiol-
17b abhéngig ist von der Spezies, dem Zeitpunkt nach der Ovulation und von der Konzentration.
Je nachdem kann Estradioldlldteotrop oder luteolytisch wirken.

Ein Mangel an Estradiol-bAvahrend der praovulatorischen Phase flihrt z. B. beim Schaf
zu einer Insuffizienz der Granulosaluteinzellen (Lund et al., 1999). Die Progesteronproduktion der
humanen Luteinzellen wird konzentrationsabhéngig von Estradingd3teuert; so beschrieben
Endo et al. (1998), dass eine niedrige (5 ng/ml) EstradioiKiohzentration in der Lage war, die
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Progesteronproduktion akut zu stimulieren, wahrend eine hohe Konzentration (100 ng/ml) die
basale Progesteronproduktion hemmte.

Beim Schwein spielt Estradiol-b7in der spaten (13-16 Tage nach der Ovulation)
Lutealphase eine aktive Rolle bei der Steuerung der lutealen Regression: so hemmt es als autokriner
Faktor in der Luteinzelle die Synthese des luteotrop wirksamen Prostaglanding damit die
Progesteronproduktion; das Verhaltnis von PAEPGF2a sinkt (Gregoraszczuk und Oblonzzyk,
1996). Estradiol-1@ ist beim Kaninchen der wichtigste luteotrope Faktor (Goodmann et al., 1998).
So fuhrt eine Senkung des Gehaltes an Estradimlrt Blut zu einer schnellen Erniedrigung der
Progesteronkonzentration beim scheintrachtigen, hypophysektomierten Kaninchen (Bill und Keyes,
1983). Diese stimulierende Wirkung von Estradidb-auf die Progesteron Sekretion in der Kaninchen
Luteinzellkultur ist nicht auf eine direkte Stimulation der Progesteronsynthese zuriick zu fuhren,
sondern auf eine Potenzierung des luteotropen Effekts vom IGF-I (Chen et al., 1997). Beim Schaf
wurde beobachtet (Hazzard und Stormshak, 1997), dass eine Behandlung mit Estratdhel-20
Tage, beginnend 4 Tage nach der Ovulation, zu einer Verlangerung des Interdstrus-Intervalls durch
eine Verlangerung der CL-Lebenspanne fihrt. Bei der trachtigen, hypophysektomierten Ratte halt
Estradiol-1D den Progesteron Gehaltim Serum vom Tag 12 bis Tag 15 aufrecht und erhoht gleichzeitig

die Konzentration von Ostrogenrezeptoren im CL (Gibori und Keyes, 1978).

»In vivo* Mikrodialyse-Systeme bei frei sich bewegenden Schweinen zeigten, dags PGF
und Oxytocin in der Lage sind, die Progesteronsekretion in der mittleren Lutealphase tber eine
Interaktion mit dem Ostrogenrezeptor zu steigern. Ein ahnlicher Effekt wurde bei der Mikrodialyse
+in vitro* beim Gelbkoérper der Frau beobachtet; dies bestatigt die Einstufung von Estrdaliol-17
als luteotropen Faktor im CL (Maas et al., 1992; Wuttke et al., 1998).

Der Einfluss von Estradiol-7auf die Downregulierung von GnRH und seinen
Rezeptoren in Granulosaluteinzellkultur beim Menschen und somit die Unterdriickung der GnRH-
induzierten Apoptose in Luteinzellen ist ein anderer Beweis fur die wichtige Rolle von Estradiol-
17b im CL (Maas et al., 1992).

2.4.1.2 Oxytocin

Oxytocin wird u. a. im CL von Wiederk&uern (Hazzard und Stormshak, 1997; Schams et
al., 1988; Skarzynski und Okuda, 1999), Schwein (Wuttke et al., 1998) und Primaten (Maas et al.,
1992; Khan-Dawood et al., 1996) produziert und in Pulsen, unabh&ngig von einem vorangehenden
gonadotropen Stimulus, freigesetzt (Jarry et al., 1990). In der Luteinzellkultur beim Schwein hat
Oxytocin ahnliche Effekte wie PGFd. h., es hemmt die luteale Progesteronsynthese und stimuliert
die Estradiol-1B-Produktion (Pitzel et al., 1988).
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2.4.1.3 Prostaglandin £ (PGF,))

PGF,, wird bei Wiederkauer, Primaten und RatteCL produziert (Olofsson und Leung,
1994; Dawood et al., 1997; Stocco und Deis, 1998; Gobbetti et al., 1999; Friden et al., 2000;
Sakumoto et al., 2000).

Miyamoto et al. (1993) bestatigten, dass niedrige Konzentrationen vop, &&F
Progesteronsekretion im Mikrodialyse-System vom bovinen CL stimulieren. Stocco und Deis
(1998) zeigten, dass PGFan der LH-induzierten Luteolyse im CL der Ratte beteiligt ist, wahrend
Gobbetti et al. (1999) beschrieben, dass PGiE Aktivitat des Enzyms NOS (Nitric Oxyde
Synthase) steigert und somit die Progesteronproduktion bei scheintrachtigen Kaninchen unterdrickt.
Diese Befunde unterstiitzen die auto-parakrine Rolle deg RGEL.

2.4.1.4 \Wachstumsfaktoren

IGF-I (insulin like growth factor 1) fordert die Synthese von Progesteron in der
Luteinzellkultur von Kaninchen und Menschen (Constantino et al., 1991; Devoto et al., 1995). In
der Kultur von porcinen Granulosaluteinzellen steigert IGF-I die Progesteronsynthese,
wahrscheinlich durch die Steigerung der P45RNA, und mindert dadurch die Apoptoserate
dieser Zellen (Guthrie et al., 1998), wie auch bei der Ratte beobachtet wurde (Peluso und
Pappalardo, 1994). AuR3erdem steigert IGF-I die Estradi@iP¥@duktion der Luteinzellen, sowohl
bei der Ratte als auch beim Menschen, und wirkt dadurch als parakriner und autokriner
Wachstumsfaktor am Ovar (Parmer at al., 1991; Johnson et al., 1996).

bFGF (basic fibroblast growth factor), der von den Luteinzellen produziert wird, wirkt
als autokrine Wachstumsfaktoren auf die Luteinzellen des Rindes, indem er die Proliferation der
Luteinzellen und die Progesteronbiosynthese steigert (Miyamoto et al., 1992); er wirkt als parakriner
Angiogenese stimulierender Wachstumsfaktor auf die Endothelzellen (Stirling et al., 1991). Bei
der Ratte dienen Gefal3wachstumsfaktoren der Regulierung der Kapillarversorgung im CL; bFGF,
TGFb1 (transforming growth factdrl) und Prostaglandin Eirken als parakrine unspezifische
permissive Effektoren auf die Angiogenese. Dagegen sind VEGF (vascular endothelial growth
factor) und VPF (vascular permeability factor) die einzigen wirklich gefa3spezifischen
Wachstumsfaktoren (Gaytan et al., 1999). Yan et al. (1993) identifizierten VEGF/VPF spezifische
MRNA mittels Northern Blot in humanen Granulosaluteinzellen in Kultur. Die Expression dieses
Wachstumsfaktors konnte durch hCG dosis- und zeitabhangig gesteigert werden. Ratten, die im
Pro6strus mit Prolaktin behandelt wurden, zeigten eine erhdhte Anzahl von proliferativen
Endothelzellen im Dibstrus (Gaytan et al., 1997). Blutgefal3e spielen eine wichtige Rolle im
parakrinen System des CL; Endothelzellen und Perizyten wirken mit Immun- und Parenchymzellen
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zusammen, die Zytokine und Wachstumsfaktoren fuir die Regulierung der Luteogenese und Luteolyse
sezernieren (Bukowsky et al., 1995).

Die Zellen des Germinativ- und Oberflachenepithels und Stromazellen im Ovar des
Menschen, Kaninchens sowie von Hiihnern und Affen exprimieren Progesteronrezeptoren (Korte
und Isola, 1988; Press und Greene, 1988; Chandrasekher et al., 1991; Yoshimura und Bahr, 1991),
was darauf hindeutet, dass die Funktion dieser Zellen parakrin von den Luteinzellen moduliert
wird. Das ovarielle Stroma wirkt auch als Produktionsort verschiedener parakriner Wirkstoffe
(Yoshimura, 1995). Die IGF- mRNA wurde durchsitu Hybridisierungm ovariellen Stroma
des Schafes wahrend des ganzen Reproduktionszyklus nachgewiesen (Bennett et al., 1996). Auch
der EGF und seine mRNA wurden wahrend des ganzen Zyklus im Stroma des humanen Ovars
nachgewiesen (Tamura et al., 1995).

Die Zellen des Immunsystems kommunizieren mit den Luteinzellen Giber spezifische von
ihnen sezernierte Faktoren, den Prostaglandinen und Zytokinen. Beim Rind konnte nachgewiesen
werden, dass Zytokine in der Lage sind, die FSH-stimulierte Steroidbiosynthese sowie die
Proliferation und Differenzierung der Granulosazellen zu hemmen (Smith et al., 1994). Zudem
unterdrickt Interferon-g die LH-stimulierte Progesteron Sekretion in bovinen Luteinzellen (Fairchild
und Pate, 1991).

2.4.2  Spezielle Beobachtungen bei der Hiindin

Bei der Hindin wird Progesteron sowohl im Di6strus als auch wahrend der Tréachtigkeit
praktisch ausschlief3lich in den Corpora lutea gebildet. Die Progesteron Sekretion im CL ist bei
der Hindin ab dem 25-35 Tag nach der Ovulation von LH (Concannon et al., 1989; Riesenbeck,
1997) und Prolaktin (Onclin und Verstegen, 1997b) abhangig.

Auch Estardiol-1B wird in den Luteinzellen der Hindin synthetisiert, die funktionelle
Bedeutung ist jedoch unklar (Nishiyama et al., 1999).

Inwieweit weitere hormonelle Wirkstoffe im CL der Hindin gebildet werden, ist derzeit
nicht bekannt. Sicher ist, dass kein uterines Luteolysin (R@frder lutealen Regression bei der
nicht graviden Hundin beteiligt ist (Hoffmann et al., 1992). Hoffmann et al. (1996) schlie3en
daher auf lokale, autokrine und parakrine Mechanismen.

Bei der Hiindin wurde die Expression (mRNA) verschiedener Zytokine wahrend des
Diostrus nachgewiesen (Engel et al., 2001). IL-8, IL-10, IL-12 undblGieigen eine konstant
hohe Expression, IFNg zeigt eine besonders starke Expression an den Tagen 35 und 45 des Didstrus,
TNFa war am Tag 5 und ab Tag 35 des Didstrus erhoht. Diese Ergebnisse lassen auf eine

Beteiligung dieser Zytokine an der Regulation der Lutealfunktion auch bei der Hiindin schliel3en.
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2.5 Steroidhormonrezeptoren

Steroidhormone regulieren Wachstum, Differenzierung und Funktion zahlreicher Gewebe
innerhalb und aul3erhalb des Reproduktionstraktes. Ihre biologische Wirkung wird eingeleitet durch
eine Bindung an spezifische, intrazellulare Rezeptoren, welche ausschlieflich in bestimmten
Zielzellen synthetisiert werden, da ansonsten keine gezielte Wirkung eintreten kénnte (Meyer,
1994). Dieses Kapitel behandelt zwei Steroidhormonerezeptoren, den Ostrogen (ER)- und den

Progesteronrezeptor (PR).

2.5.1 Ostrogenrezeptoren (ER)

Ostrogenrezeptoren ordnet man der Familie intrazellularer Rezeptoren fiir hydrophobe
Ringmoleklle zu. Die Rezeptormolekiile dieser Familie zeichnen sich durch eine einheitliche
Struktur und Funktionsorganisation aus. Unterschiede bestehen bei den Rezeptoren in den 6
verschiedenen Molekulbereichen (Domé&nen), die mit A bis F bezeichnet werden (s. Abb 3).

s A/B c | D EJF ----- c

DNA-Bindung Hormon-Bindung
Dimerisierung Dimerisierung
Zellkern-

Erkennungssignal

TAF 19 TAF 29

Abb. 3: Struktur des humanen Ostrogenrezeptors; Bindungsdoméanen und deren
Funktionen (nach Hoffmann und Schuler, 2000)

D Transkriptionsaktivierende Funktionen

Die DNA-bindende Domane C ist am starksten konserviert; bei dieser Domane formen
Aminosaurenreste zwei hervorstehende Strukturen, sogenannte Zinkfinger, die von zwei separaten
Exons kodiert werden. Die Anheftung des Liganden erfolgt in der Hormonbindungsdoméne E, die
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ebenfalls hochkonserviert ist. Man vermutet, dass die Dimerisierung der Rezeptoren nach
Ligandbindung tiber Wechselwirkungen zwischen den Hormonbindungsdoméanen ablauft. Der C-
Terminus weist eine Ligand-abhangige Transkriptionsaktivierende Funktion 2 (TAF2) auf; d. h.
deren Aktivitat wird durch Bindung des Steroidhormons beeinflusst. Innerhalb der Rezeptorfamilie
sind die Langen und Aminosaurensequenzen der Domane A/B des N-terminalen Endes sehr variabel.
Die genauen Funktionen dieser Regionen sind bis jetzt noch nicht endgdltig geklart. Eine
Transkriptionsaktivierende Funktion 1 (TAF1), die Ligand-unabh&ngig agiert, ist jedoch in dieser
Region identifiziert worden (Kumar et al., 1987; Evans, 1988; Beato, 1989; O’'Malley, 1990;
Landers und Spelsberg, 1992).

Steroidhormone binden in der Zielzelle, deren Membran sie auf Grund ihres lipophilen
Charakters diffundieren kdnnen, an einen fir sie spezifischen Rezeptor (Aporezeptor). Durch die
Bindung des Hormons werden aufgrund von Konformationsanderungen des Rezeptors Hormon-
Rezeptor-Dimere (Holorezeptor) gebildet. Die Konformationsanderung des Aporezeptors bedingt
auch Veranderungen an der DNA-Bindungsdomane. Dadurch ist es dem Holorezeptor moglich,
mittels der Zinkfinger-Strukturen an spezifische DNA-Erkennungs-sequenzen (Hormon-responsive
Elemente) in der Nahe hormonabhéangiger Gene zu binden und die Transkriptionsaktivitat zu
modulieren. So kann durch Aktivierung von Rezeptoren eine Anderung des Genexpressionsmusters

ausgelost werden.

Lange glaubte man, dass Estradiob 1liber einen einzigen Rezeptor, den sogennanten
ERa, wirkt. Die Entdeckung eines Estrogen Rezepbo(ERb) von Kuiper et al. (1996) bzw.
Mosselman et al. (1996) war daher eine wesentliche Erweiterung des damaligen Kenntnisstandes.
Der auch als ,klassischer” Estradiolrezeptor bezeichneteiitRde 1962 von Jensen und Jacobsen
als ein intrazellulares uterines Protein identifiziert, welches in der Lage ist, Estrdalioll7
hoher Affinitat und Spezifizitat zu binden. Beide Rezeptortypen vermogen Estradioiitlginer
ahnlich hohen Affinitat zu binden, jedoch wird die halbmaximale Aktivierung des &R
niedrigeren Estradiol-BbZKonzentrationen erreicht als die deslEfRosselmann et al., 1996;
Couse et al., 1997; Pace et al., 1997).

Die beiden Subtypen des ER werden von zwei unabhéngigen Genen exprimiertabas ER
Gen ist beim Menschen mit ca. 140 kb deutlich gré3er als dasSER mit ca. 40 kb. Der ERwird
von 596 Aminoséauren gebildet und weist ein Molekulargewicht von 67 kDa auf, d&eStht aus
530 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 57 kDa (Enmark et al., 1997).

Einen Vergleich der Aminoséauresequenzen voa EIRd ER verschiedener Spezies
gibt Wirth (2001). Eine Sequenzierung der beiden Subtypen beim Hund wurde bis jetzt noch nicht
beschrieben.
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Die Hormon-bindende Doméane der&Bnd ER zeigen verschiedene Bindungsaffinitaten
gegenilber verschiedenen Liganden. So ist z. B. die durch Estradiolrtidzierte
Transkriptionsaktivierung via ElRdeutlich héher als via HR Auch die aminoterminale Region
der beiden Rezeptoren ist unterschiedlich (nur 21% Homologie). Dadurch ergaben sich verschiedene
transkriptionale Aktivitaten in Abhangigkeit vom Liganden (Katzenellenbogen, 2000).

2.5.2 Progesteronrezeptoren (PR)

Der Progesteronrezeptor ahnelt in seinem Aufbau dem ER. Das PR-Gen erstreckt sich
tber 90000 Basenpaare und beinhaltet acht Exons. Das erste Exon kodiert den N-terminalen Teil
des Rezeptors, der die Ligand-unabhangige TAF1 enthalt. Die DNA-Bindungsdomane wird von
zwei Exons kodiert, wobei jedem Exon ein Zinkfinger zugeordnet werden kann. Die Steroidhormon-
Bindungsdomane, welche die TAF2 sowie die dimerisierende Funktion enthélt, wird von funf
Exons kodiert (Gronemeyer, 1992; Landers und Spelsberg, 1992; Misrahi et al., 1993). Innerhalb
der C-terminalen Domane findet sich nach Xu et al. (1996) zuséatzlich eine Repressor-Funktion,
welche fur die Unterschiede beziglich der PR-abhangigen Transkription in Abhangigkeit von der
Bindung des PR mit dem spezifischen Liganden Progesteron bzw. mit einem Antigestagen
verantwortlich ist. Die verschiedenen PR-mRNAs stammen vermutlich von einem einzigen PR-
Gen, das unterschiedliche Translations-Startkodons nutzt und auf diese Weise die verschiedenen
PR-Isoformen entstehen lasst (s.u.)(Vegeto et al., 1993; Ogle et al., 1997).

Die DNA-Bindungsdomane ist auch beim Progesteronrezeptor hoch konserviert. Sie ist
identisch im PR von Maus, Mensch und Kaninchen. Zwischen diesen Spezies und dem Huhn
besteht eine Homologie von 99%. Fur die Steroid-Bindungsdomane betragt die Homologie zwischen
Maus-, Mensch- und Kaninchen-PR 96%. Mit dem Huhn-PR besteht eine 86%ige Homologie.
Der PR von Mensch und Kaninchen unterscheidet sich in der Steroid-Bindungsdoméane des C-
terminalen Endes lediglich in einer einzigen ausgetauschten Aminosaure (Conneely et al., 1986;
Loosfelt et al., 1986; Schott et al., 1991; Misrahi et al., 1993). Beim Hund wurde die Sequenzierung
von Latinga-van Leeuwen et al. (2000) beschrieben. Im Vergleich zum humanen PR zeigt der
canine PR am C-terminalen Ende nur eine ausgetauschte Aminosaure; die Homologie in Bezug auf
das ganze Molekill betrifft etwa 95%.

Beim Menschen und anderen Spezies existieren zwei isomere Formen des PR, welche
als PR-A und PR-B bezeichnet werden. PR-B ist ein lineares Molekiil, das beim Menschen aus
933 Aminoséauren besteht mit einem Molekulargewicht von ca. 114 kDa.

Das kleinere Isomer PR-A mit 94 kDa unterscheidet sich von PR-B durch das Fehlen der

ersten 164 Aminosauren am N-terminalen Ende des Molekiils (Mohamed et al., 1994; Giangrande
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etal., 1997). Dieses fehlende Segment ist zumindest teilweise fur die funktionellen Unterschiede
beider Isomere verantwortlich. So enthalt die N-terminale Verlangerung des humanen PR-B eine
dritte Transkriptions-aktivierende Funktion (Sartorius et al., 1994). Nach Mohamed et al. (1994)
kommen in humanen Zielgeweben beide Isoformen gleichzeitig vor, was die Bildung von Homo-
und Heterodimeren ermdglicht: A/A, A/B und B/B.

Beide PR-Isoformen kdnnen sich in Abhangigkeit von der Spezies und vom Zelltyp in
ihren biologischen Aktivitaten deutlich unterscheiden. So funktioniert der humane PR-A in den
meisten Zelllinien als ein unabhangiger Transkriptions-Repressor der DNA-Bindung, wobei sich
die inhibierende Wirkung auf alle Steroidhormonrezeptoren erstreckt (Vegeto et al., 1993; Wen et
al., 1994; Giangrande et al., 1997). Beim Huhn dagegen findet man flr PR-A eine aktivierende
Funktion auf die Transkription. Der humane PR-B fungiert als Transkriptions-Aktivator der
Progesteron-responsiven Gene.

Schlie3lich konnte von Wei et al. (1996 und 1997) noch eine dritte Variante des
Progesteronrezeptors mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa nachgewiesen werden. Diese
als PR-C bezeichnete Isoform ist am N-terminalen Ende des Rezeptormolekiils weiter verkdrzt,
so dass die erste Zinkfinger-Struktur der DNA-Bindungsdoméane fehlt. Die Hormon-
Bindungsdomane sowie die fur die Dimerisierung und die nukle&re Lokalisation verantwortlichen
Bereiche sind jedoch vollstandig vorhanden.

Der PR-C ist zur Bildung von Heterodimeren mit dem PR-B befahigt und kann die
Transkriptionsaktivitat der beiden langeren PR-Isoformen verstarken. Die genauen Funktionen
der verschiedenen PR-Isoformen sind bisher noch nicht vollstandig aufgeklart.

2.5.3 Intrazellulare Lokalisation

Lange Zeit nahm man an, dass die unbesetzten Rezeptoren im Zytosol der Zelle lokalisiert
sind. Heute jedoch geht man vor allem aufgrund immunhistochemischer Untersuchungen von einer
vorwiegend nuklearen Lokalisation freier und besetzter Estradiol- bzw. Progesteron-Rezeptoren aus
(Greene et al., 1984; King und Greene, 1984; Perrot-Applanat et al., 1986; Press und Greene, 1988;
Brenner et al., 1990; O’'Malley, 1990; Renoir et al., 1990; Landers und Spelsberg, 1992).

Die nukleére Lokalisation der PR und ER reflektiert eine dynamische Situation: PR
und ER werden im Zytoplasma gebildet, kontinuierlich und aktiv tber einen Transport-
mechanismus in den Kern transferiert. Diffusion und/oder Interaktion mit spezifischen
Membranproteinen ermdglichen den Ricktransport des Rezeptors in das Zytoplasma (Guiochon-
Mantel et al., 1991).
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2.5.4 Regulation der Expression des ER und PR

Die Regulation der Expression von ER und PR ist komplex. Estradiol kann sowohl die
Synthese seiner eigenen Rezeptoren (Leavitt und Takeda, 1986; Bergman et al., 1992; Wu et al.,
1996; Ing und Tornesi, 1997; Xiao und Goff, 1999) als auch diejenige der Progesteronrezeptoren
(Katzenellenbogen und Norman, 1990; Aronica und Katzenellenbogen, 1991; Kraus und
Katzenellenbogen, 1993; Song und Fraser, 1995; Ing und Tornesi, 1997; Xiao und Goff, 1999)
positiv beeinflussen (Aufregulation). Die Anwesenheit hoher Estradiol- bzw. Progesteron-
Konzentrationen reduziert bzw. unterdriickt dagegen die Expression der ER und PR (Hsueh et al.,
1975 und 1976; Evans und Leavitt, 1980; Horwitz und McGuire, 1980; Leavitt und Takeda, 1986;
Kraus und Katzenellenbogen, 1993; Parandoosh et al., 1995). Dartber hinausgehend wurde
allerdings auch gezeigt, dass im Deziduagewebe der Ratte Progesteron auch die Expression seines
eigenen Rezeptors stimuliert (Ogle et al. 1990, 1998). Diese positiv regulierende Wirkung konnte
auch beim Menschen in kultivierten Stromazellen des Endometriums nach langer dauernder
Exposition mit dem Liganden beobachtet werden (Tseng und Zhu, 1997). Diese Beobachtungen
weisen darauf hin, dass die Rezeptorregulation auch in Abh&ngigkeit von Zelltyp und der Zellfunktion
stattfindet ist (Ogle und George, 1995).

Das PR-Gen wird ER-abhangig reguliert. Von Kraus et al. (1994) wurden mehrere
verschiedene Ostrogen-responsive Regionen im PR-Gen der Ratte lokalisiert. Andererseits kénnen
Ligand-bindende PR-A und PR-B die Estradiol-stimulierte ER-Aktivitat hemmen, wobei die Hohe
der Repression von der PR-Isoform, dem Promoter, dem Gestagen und dem Zelltyp abhangig ist.
Diese Befunde unterstreichen die immer zahlreicheren Hinweise flur die Wichtigkeit der
Interaktionen zwischen Mitgliedern der Steroidhormon-Rezeptor Familie.

2.5.5 Weitere Faktoren der Regulation der Expression von PR und ER

Auch Wachstumsfaktoren sind in der Lage, die Expression von ER und PR zu
beeinflussen. In Kulturen mit Zelllinien humaner Mammacarcinome konnte gezeigt werden, dass
die Transkription des ER-Genes um 70% nach der Behandlung mit EGF (Epidermal Growth
Factor) abnahm. In h6heren Konzentrationen induziert EGF die Expression des PR. Diese Effekte
scheinen Uber die EGF Rezeptoren und Protein Kinase B (einen ,Second Messenger*) vermittelt
zu werden (Stoica et al., 2000b).

Ankrapp et al. (1998) zeigten, dass die durch EGF induzierte Expression von PR bei

pubertaren und erwachsenen Mause an einen ER-abhéngigen Mechanismus gekoppelt ist.

IGF-1 unterdrickt in Kulturen mit Zelllinien humaner Mammacarcinome die
Expression der ER-mRNA durch eine Inhibition der Transkription. In den gleichen Zellen
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induziert dagegen die Behandlung mit IGF-1 die Expression der durch Estradiol-17
regulierten PR (Stoica et al., 2000a).

2.5.6  Speziesunterschiede in der Expression von ER und PR im Corpus luteum

Bei vielen Saugetierspezies wie Ratte (Telleria et al., 1998; Tetsuka et al., 1998;
Mowa und Iwanaga, 2000), Kaninchen (Holt et al., 1983; Miller und Toft, 1983), Schaf (Zieba
et al., 2000), Rind (Walther et al., 1999) und einigen Primaten, einschliel3lich des Menschen,
(Revelli et al., 1996; Misao et al., 1999; Duffy et al., 2000), konnte die Expression von ER-
MRNA und dem ER im Corpus luteum nachgewiesen werden. Dabei wurde beim Schaf bis jetzt
nur der ER\ (Zieba et al., 2000), beim Rind nur der BRachgewiesen (Walther et al., 1999);
bei allen anderen oben genannten Spezies wurde dagegen unter Zuhilfenahme verschiedener
Nachweismethoden sowohl BRvie auch ER dargestellt (Holt et al., 1983; Telleria et al.,
1998; Misao et al., 1999; Duffy et al., 2000). Durch immunhistochemische Untersuchungen an
der Ratte und beim Schaf konnte gezeigt werden, dass die ER sowohl in den Luteinzellen wie
auch in den Endothel- und Bindegewebszellen exprimiert werden (Mowa und Iwanaga, 2000;
Zieba et al., 2000).

Das luteale Gewebe von Primaten einschlie3lich des Menschen (Duffy und Stouffer,
1995; Duffy et al., 1997; Hild-Petito und Fazleabas, 1997; Misao et al., 1998a; Misao et al.,
1998b; Ottander et al., 2000), vom Rind (Rueda et al., 2000) und Schwein (Slomczynska et al.,
2000) wurde auf die Expression von PR untersucht und die mRNA wie auch das Protein
nachgewiesen. Untersuchungen beim Menschen haben die PR in den steroidproduzierenden Zellen
des CL nachgewiesen (Ottander et al., 2000).

Bei der Ratte konnten bis jetzt keine PR im CL nachgewiesen werden (Park-Sarge et al.,
1995; Telleria et al., 1999), Sugino et al. (1997) zeigten jedoch, dass auto- und parakrine Wirkungen
von Progesteron Uber die Aktivierung des Glucocorticoidrezeptors ablaufen.

2.5.7 Expressionvon ER und PR im CL in Abhangigkeit vom Zyklusstadium

ER und PR werden in Abh&angigkeit von der Isoform speziesspezifisch und im Verlauf

des Zyklus unterschiedlich exprimiert.

Die PR-A und PR-B Isoformen sind in allen Zyklusstadien im Lutealgewebe beim Primaten
nachzuweisen: so zeigten densitometrische Analysen von Western blot Ergebnissen, dass der luteale
PR-B Gehalt zu allen untersuchten Zyklusstadien gleich ist. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt war
die PR-A Expression niedriger als die von PR-B und nahm im Verlauf der Lutealphase ab. Der
Gesamt-PR-Gehalt tendierte jedoch zu einem Abstieg Uber den Verlauf der Lutealphasen mit dem
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hochsten mittleren PR-Gehalt in der frihen Lutealphase (Duffy et al., 1997; Hild-Petito und
Fazleabas, 1997; Misao et al., 1998b; Ottander et al., 2000).

Beim Menschen ist der Gehalt an &Rnd ER mRNA im CL wahrend der spaten
sekretorischen Phase des Endometriums, also bei hohen Progesteronkonzentrationen im Plasma,
signifikant niedriger als wahrend der friihen und mittleren Phasen (Misao et al., 1998a). Das
Verhéaltnis ER zu ERb zeigt keine Veranderung wahrend des Verlaufes der sekretorischen Phase

des Endometriums (Misao et al., 1999).

Untersuchungen zum Vorkommen von PR im CL vom Hund liegen nicht vor. De Cock
et al. (1997) konnten allerdings zeigen, dass im oberflachlichen Epithel und im sogenannten
subepithelialen ,Ingrowth“ zyklusabhangig signifikante Unterschiede in der Expression von
ER zu finden sind. Die starkste Expression findet sich im oberflachlichen Epithel des Ovars
in der frihen proliferativen und spaten sekretorischen Phase des Endometriums, wogegen
wahrend der spaten proliferativen und frihen sekretorischen Phase die Anzahl ER-
exprimierender Zellen im Epithel herabgesetzt ist. Das subepitheliale ,Ingrowth* ist wahrend
des Zyklus nicht oder nur schwach ausgepragt. Tragende Hindinnen haben geringere Mengen
an ER im oberflachlichen Epithel und im subepithelialen ,Ingrowth®. In anderen
Kompartimenten des Ovars, einschlief3lich der Corpora lutea, konnten von De Cock et al.

(1997) keine ER nachgewiesen werden.

2.6 Nicht Rezeptor-vermittelte zellulare Steroidwirkungen

Steroide und ihre Metaboliten haben in zahlreichen Geweben unterschiedliche Effekte,
so z. B. im Gehirn, Uterus, glatter Muskulatur, Spermien und Oozyte. Zu dieser Wirkung zahlen
Anderungen in der elektrophysiologischen Reiziibertragung, Einleitung der Anasthesie, Steuerung
der Gonadotropinsekretion, Steuerung der Estradiolrezeptor-Expression, Modulation der uterinen
Kontraktilitat, Auslosung der Akrosomenreaktion und Oozytenreifung. Die Latenz dieser Effekten
variiert zwischen Sekunden und mehreren Stunden, ein Hinweis auf die Beteiligung verschiedener
Mechanismen (Mahesh et al., 1996).

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise (Koch et al., 1977; Pietras und Szego,
1980; Towle und Sze, 1983; Blondeau und Baulieu, 1984; Bression et al., 1986; Tesarik et al.,
1992), dass Steroide an Rezeptoren in der Plasmamembran unterschiedlicher Gewebe binden
und dass diese Interaktion eine Rolle bei den schnellen nicht-genomischen Wirkungen der
Steroide spielt. Ursachlich werden hierfur ,Fluiditatsdnderungen” der Plasmamembran
verantwortlich gemacht, die sich z. B. in einer erhohten Permeabilitat fir lonen (z*BCNa

zeigen.

26



Literaturubersicht

Entsprechende membrangebundenen ,Progesteronrezeptoren” wurden in Granulosa- und
Thecazellen von Follikeln verschiedener Entwicklungsstadien von Rae et al. (1998) beim Rind
beschrieben.

Progesteron bindet auch an der humanen Spermienmembran und induziert einen Kalzium
Influx und damit die Akrosomreaktion (Blackmore und Lattanzio, 1991; Tesarik et al., 1992;
Mendoza und Tesarik, 1993). Auch Bindungsstellen fur Estradiol wurden an der humanen
Spermienmembran lokalisiert, aber tber die physiologische Bedeutung dieser Bindungsstellen ist
noch nichts bekannt (Hyne und Boettcher, 1977; Cheng et al., 1981).

Die Bindung von Progesteron und anderen Steroiden an die Plasmamembran fuhrt zur
Aktivierung von ,Second Messenger* Systemen, noch bevor der intranukleare Rezeptor aktiviert
wird (Mahesh et al., 1996).

Die Phosphorylierung ist dabei ein wichtiger Schritt in der Genaktivierung, und
Progesteron kann z. B. den Lordosis Reflex durch Hemmung der Phosphodiesterase induzieren
(Beyer et al., 1981).

Auch Metaboliten von Progesteron kdnnen noch in vegetativen Prozessen beteiligt sein.
So haben Majewska et al. (1986) gezeigt, dass die LH Sekretioravdgdoxy-5a-Pregnan-
20-one Uber GABA-Rezeptoren positiv moduliert wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Bei 20 Hundinnen unterschiedlicher Rassen wurden zu definierten Zeitpunkten nach der
Ovulation (Tag 5, 15, 25, 35 und 45) die Ovarien mittels Ovariohysterektomie (OHE) entnommen,
die Corpora lutea separiert und anschliel3end in Paraffin eingebettet.

Die Darstellung der Progesteron- und Estradidd-Rézeptoren erfolgte Giber etablierte
immunhistochemische Verfahren (Hoffmann und Biittner, 1998; Schuler et al., 1999).

3.2 Tiermaterial

Verwendet wurden 20 geschlechtsgesunde Hindinnen verschiedener Rassen, bei denen
eine Ovariohysterektomie durchgefiihrt werden sollte. Die Tiere befanden sich wahrend der
Beobachtungsperiode z. T. bei ihren Besitzern, teilweise waren die Tiere (so alle 8 Beagle-
Hundinnen) der Klinik Gberstellt worden. Die Zuordnung der einzelnen Tiere zu den Zeitpunkten
der Ovariohysterektomie ergibt sich wie folgt.

- Tag 5 nach der Ovulation: Marla (Deutscher Schaferhund (DSH); 3 Jahre), Asta (DSH;
7 Jahre), Pila (DSH-Mischling; 1,5 Jahre) und Zora (DSH-Mischling; 4 Jahre).

- Tag 15 nach der Ovulation: Kim (Beagle; 4 Jahre), Patll (Beagle; 6 Jahre), Fee (Stafford-
Mischling ; 2,5 Jahre) und Rejka (Schaferhund-Husky-Mischling ; 2,5 Jahre).

- Tag 25 nach der Ovulation: Daisy (Cocker Spaniel-Mischling; 2,5 Jahre), Luca (Riesen-
Schnauzer-Mischling; 20 Monate), Rieke (Pudel-Schnauzer-Mischling; 3 Jahre) und Flo (Beagle;
4 Jahre).

- Tag 35 nach der Ovulation: Fox (Beagle; 3,5 Jahre), Maja (Beagle; 3,5 Jahre), Oda
(Beagle; 3,5 Jahre) und Timba (Bobtail-Schaferhund-Mischling; 11 Monate).

- Tag 45 nach der Ovulation: Gil (DSH-Mischling; 12 Monate), Sinah (Golden Retriever;

3 Jahre), Luna (Beagle; 3,5 Jahre) und Pat (Beagle; 2,5 Jahre).

3.3 Definition des Ovulationszeitpunktes

Der Tag der Ovulation wurde als der erste Tag definiert, an dem die Konzentration von
Progesteron im Plasma gleich oder gro3er als 5 ng/ml (15,9 nmol/l) war (Concannon et al.,
1989).

Mit Beginn der Laufigkeit wurde alle zwei Tage bei den Hindinnen in Privathaltung und
taglich bei den der Klinik Uberstellten Beaglehiindinnen Blut entnommen. Die Uhrzeit der
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Probegewinnung wurde nach Absprache mit dem Besitzer gewéhlt, bei den Beaglehtindinnen
erfolgte die Probennahme zwisché&huhd 10° Uhr.

Das Blut wurde nach Punktion der V. saphena oder der V. cephalica antebrachii mit
sterilen Kanulen (Sterican 0,9 x 40 mm) gewonnen, in mit-NEparin-praparierten
Probenrdhrchen (Fa. Sarstedt) aufgefangen und bis zur Zentrifugation (10 min bei 1500g) im
Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt. Das Plasma wurde mittels Pasteurpipetten dekantiert und bis

zur weiteren Untersuchung in Polypropylenréhrchen (Fa. Sarstedt) bei -20°C gelagert.

Die Konzentration von Progesteron im Plasma wurde mittels RIA oder eines
automatischen Chemilumineszenz Immunoassay-Systems (ACS) (siehe Abschnitte 3.4.1. und 3.4.2.)
bestimmt.

3.4 Bestimmung von Progesteron im Blutplasma

Die Bestimmung erfolgte nach dem bei Hoffmann et al. (1973) beschriebenen und im
Labor etablierten Radioimmunoassay (RIA) fiir die Proben, die bis zum Januar 1999 gewonnen

wurden. Ab diesem Zeitpunkt wurde Progesteron mittels ACS bestimmt.

3.4.1 Bestimmung mittels RIA

3.4.1.1 Extraktion

Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt. Je nach Zyklusstand der Hiindin wurden
0,025 ml (Ende Ostrus bis Anfang Didstrus), 0,05 ml (Mitte Didstrus bis spater Didstrus) oder
0,1 ml (Pro6strus bis Mitte Ostrus) Plasma der zu messenden Proben zur Probenaufbereitung in
ein 16 ml Extraktionsréhrchen pipettiert und 2 mal jeweils Uber 15 min mit 2 ml Hexan im
Rotationsmischer extrahiert. Nach jeder Extraktion wurden die R6hrchen zur Phasentrennung 1
min bei 2000g zentrifugiert, die wasserige Phase im Trockeneis-Alkoholbad tber 30 sec bei —50
bis —60 °C gefroren und anschlieBend der Uberstand in Einweg-Reaktionsgefalie dekantiert. Das
Losungsmittel wurde im Vortex-Evaporator abgedampft (bei 55°C ca. 25 min) und die Proben
anschlief3end in 0,1 ml BSA-Phosphatpuffer riickgelost.

3.4.1.2 Durchfuhrung des RIA

Die Durchfuhrung erfolgte unter Ansatz der tblichen Referenzwerte: Gesamtaktivitat
(TOT) und nichtspezifische Bindung (NSB).

Die Eichkurve, angesetzt in BSA-Phosphatpuffer, deckte den Bereich von 0,025-1,5 ng pro
Ansatz (0,1ml) ab. Als Tracer wurde 44,8HgProgesteron = 24000 dpm, aufgenommen in 0,1 ml
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BSA-Phosphatpuffer, zugegeben. Nach Hinzuftigen der Antiserumverdunnung (0,4 ml) wurden die
Proben ,en bloc* am Vortex-Apparat geschittelt, dann zunachst im Warmeschuttelbad tber 20 min
bei 37°C und anschlieRend fiir mindestens 1 Stunde im Eiswasserbad bei 4°C inkubiert. Die Trennung
von freiem und gebundem Progesteron erfolgte durch Adsorption an Holzkohle. Dazu wurde den
Proben 0,2 ml eisgekihlte 0,5%-ige Holzkohlensuspension (2,5 g Holzkohle und 0,25 g Dextran in
500 ml Aqua dest.) zugegeben, danach wurden sie tber 10 min bei 4°C stehen gelassen und
anschliel3end Giber 15 min bei 2220g und 4°C zentrifugiert. Zur Messung der antikbrpergebundenen
Radioaktivitat im Flissigkeits-Scintillationszahler wurden 0,6 ml des Uberstandes mit einem Diluter-
Dispenser dekantiert und unter Nachsptlen mit 3 ml Scintillationsflissigkeit in Scintillationskiivetten
uberflihrt. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte im On-line Verfahren mit dem von der Fa.

Beckman bereitgestellten Programm (Linearisierung nach Logit/Log-Transformation).

3.4.1.3 Zuverlassigkeit:

Der Intraassayvariationskoeffizient lag zwischen 8,8% und 9,6% (n=15). Der
Interassayvariationskoeffizient lag zwischen 8,9% und 11,3% (n=10). Die untere Nachweisgrenze
ergab sich mit ca. 0,1 ng/ml (0,318 nmol/l).

3.4.2 Messung von Progesteron mittels automatischer Chemilumineszens

Das Prinzip der Chemilumineszenz basiert auf Lichtaustrahlung organischer Molekdile.
Die Mehrheit der fur die Chemilumineszens eingesetzten Substanzen geben Licht durch eine

oxidative Reaktion unter dem nicht immer notwendigen Einfluss eines Katalysators ab.

Diese Reaktion hat sich als signalgebende Komponent bei Immunoassays bewahrt und
von verschiedenen Firmen werden entsprechende fir den Einsatz in der Humanmedizin konzipierte
semi- oder vollautomatische Messplatze angeboten. Ein solches Gerat war das fir die vorliegenden
Untersuchungen zur Verfiigung stehende ACS:180 der Fa. Bayer Diagnostics, 35403 Fernwald.

Bei dem fur den Einsatz auf dem vollautomatischen Immunoassay-Analysegerat
ACS:180 konziperten Test handelt es sich um einen heterologen, immunometrischen Test.
Unmarkiertes Progesteron bindet an einen mit Akridiumester markierten monoklonalen und im
Uberschuss zugegebenen Maus-Antiprogesteron-Antikorper (MAK). In einem nachfolgenden
Schritt binden die nicht Progesteron-besetzten Antikdrper an ein an Paramagnetische Partikel
(PMP) kovalent gebundenes Progesteron-Derivat. Die Trennung des Progesteron-MAK-
Komplexes von den PMP-MAK-Komplex erfolgt magnetisch, gemessen wird die sich aus dem
PMP-MAK-Komplex ergebende Licht(Lumineszens)-reaktion (Bayer Diagnostics
Kundeninformation).
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3.4.2.1 "Bstdurchfiihrung

Das System fuhrt automatisch die folgenden Schritte durch: Spilung der Probennadel mit
225m Waschreagenz; Dispensierung vomlBrobe und 9@ sogenanntem Releasing Agens in
eine Kuvette; Dispensierung von 160Lite-Reagenz und Inkubation fur 2,5 min bei 37°C;
Dispensierung von 200 ml Solid-Phase und Inkubation fiir 2,5 min bei 37°C; Reinigung der Kivetten
mit deionisiertem Wasser; Dispensierung von jeweils l80fer Reagenzien 1 und 2, um die
Chemilumineszenz-Reaktion auszulésen; Messung des emittierten Lichtes und Berechnung der
Ergebnisse nach einer einprogrammierten Standardkurve (kleinster gemessener Wert der
Progesteron Konzentration = 0,01 ng/ml; Maximalwert der Progesteron Konzentration = 43.41 ng/
ml). Das Ergebnis wird in ng/ml oder nmol/l angegeben, je nachdem welche Einheiten in den
Testdefinitionen angewahlt wurden.

Zu Beginn jeder Messreihe ist eine Kalibration des Gerates mit einem vorgegebenen
niedrigen und hohen Kalibrator (Probe mit definiertem Progesterongehalt) erforderlich.

3.4.2.2 Spezifitat

Der ACS:180 Progesteron Test ist hochspezifisch. Die Kreuzreaktivitat mit anderen
Steroidhormonen wurde ermittelt, sie lagen bei 0,08% fir 11-Deoxycorticosteron, 0,95% ftr
Corticosteron, 0,46% fur Pregnenolon und 0,31% fla-Hfdroxyprogesteron. Andere
Steroidhormone zeigten keine Kreuzreaktivitat .

3.4.2.3 Messbereich

Der obere Messbereich des Systems lag bei ca. 43,41 ng/ml (138,0 nmol/l), die untere

Nachweisgrenze bei 0,11 ng/ml. Die Wiederfindung nach Verdinnung lag im Bereich von 96%.

3.4.3 \Vergleich der Methoden

Die Vergleichbarkeit zwischen der Bestimmung von Progesteron im Plasma mittels
ACS:180 und etabliertem RIA wurde anhand von 21 Hundeproben in dem Konzentrationsbereich
von 0,11 und 50,5 ng/ml ermittelt. Der Korrelationskoeffizient (r) betrug 0,928. Die Korrelation
war hoch signifikant mit p < 0,001.

3.5 Bestimmung von Estradiol im Blutplasma

Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an den von Hoffmann et al. (1992)
beschriebenen Sequenztest.
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3.5.1 Testdurchfiihrung

3.5.1.1 Extraktion

Das Verfahren entspricht der in Kapitel 3.4.1. beschieben Extraktion von Progesteron.
Allerdings wurden 0,25 ml (unabh&ngig vom Zyklusstadium) der zu messenden Proben 2 x mit 2,5
ml Toluol Gber 15 min im Rotationsmischer extrahiert.

3.5.1.2 Durchfuhrung des RIA

Zur Definition der nichtspezifischen Bindung (NSB) wurde dem 0-Wert der Standardkurve
ein 312-facher Uberschuss von Estradidb-(T0ng) zugesetzt.

Die Eichkurve, angesetzt in BSA-Phosphatpuffer, deckte den Bereich von 0,5-32 pg pro
Ansatz (0,1 ml) ab. Nach Zugabe der Antiserumverdinnung (0,4 ml) erfolgte die erste Inkubation
Uber Nacht bei 4°C. Zur Fortfiihrung des Tests wurden 32{pgarkiertes Estradiol-17(0,1ml)
= 24000 dpm in BSA-7Phosphatpuffer zugegeben und die Proben Uber weitere 45 min bei 4°C
inkubiert.

Die Trennung von freiem und gebundenem Hormon und die weitere Vorgehensweise
entsprachen den Verfahren von Progesteron.

3.5.1.3 Zuverlassigkeit

Der Intraassayvariationskoeffizient lag zwischen 6,0% und 11,4% (n=24), der
Interassayvariationskoeffizient zwischen 13,1% und 13,2% (n=17). Die untere Nachweisgrenze
lag bei 0,4 pg/ml (1,47 pmol/l).

3.6 Ovariohysterektomie

Fur die Gewinnung der Corpora lutea wurden Ovariohysterektomien (OHE) durchgeflhrt.
Alle OHE fanden zwischen®Bund 12°statt, nachdem die Patienten einer Untersuchung auf
Narkosefahigkeit unterzogen worden waren. Kurz vor dem Beginn der Operation wurde ein vendser
Zugang an der V. cephalica oder V. saphena gelegt und Blutproben fir die Hormonenbestimmung
sowie die Klinische chemische Untersuchung entnommen. Die Einleitung der Narkose erfolgte
Uber den vendsen Zugang mit L-Methadon (L-Polaraiy@i75 mg/kg KGW) und Azepromazin
(VetranquiB 1%, 0,0375 mg/kg KGW).

Das ventrale Abdomen vom Rippenbogen bis zum Becken wurde geschoren und mittels
Alkohol 70% und Skinsept G Losung desinfiziert. Nach Bedarf erfolgte eine Dauertropfinfusion
mit physiologischer Kochsalzlosung (Fa. Sergy Wiessner).
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Unter Isofluran, Lachgas und Sauerstoff Narkose wurde zuerst die Laparotomie in der
Linea alba durchgefuihrt. Die beiden Uterushérner wurden vorgelagert und die Owaitan
dargestellt. Eine Massenligatur sowie eine Durchstichligatur wurden am linken Mesovar
maoglichst weit proximal gelegt. Nach Setzen einer Klemme auf die linke Hornspitze mit dem
entsprechenden Lig. latum uteri wurde das Ovar entfernt und in eisgekuhlte physiologische
NaCl 0,9% verbracht; die gleiche Prozedur wurde flr das rechte Ovar durchgefihrt, wonach
die Proben zur weiteren Bearbeitung ins Labor verbracht wurden. Anschlieend wurde der
Uterus mit einer Darmklemme kaudal der Zervix fixiert. Eine Massenligatur und eine
Durchstichligatur wurden gesetzt. Nach dem Absetzen des Uterus wurde die Schleimhaut des
Vaginalstumpfes entfernt und das verbleibende Bindegewebe mit Jodtinktur touchiert. Der
Vaginalstumpf wurde einsttlpend nach Schmieden vernéht. Der Uterus wurde analog zu den
Ovarien bis zur Weiterverarbeitung konserviert. Die Laparotomiewunde wurde in vier Schichten

verschlossen (Schebitz und Brass, 1985).

3.7 Fixierung und Einbettung der Proben fur die Immunhistochemie

Die gewonnenen Corpora lutea wurden vereinzelt und so gut wie maglich vom Ubrigen
Ovargewebe befreit, mit NaCl 0,9% gespdult und in neutral gepuffertem Formol nach Lillie (1951)
fir 20-24 Stunden fixiert. Danach verblieben sie im 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) bis
zur Einbettung in Paraffin (Geréat: Einbettungsautomat Microm Laborgerate GmbH, Heidelberg
mit dazugehorigem Histoembedder EG1160 Leica Instruments GmbH, Nussloch). Der Uterus wurde
in 15 x 8 x 10 mm grol3e Stiicke geschnitten und auf die gleiche Weise konserviert. Er diente als

positives Kontrollgewebe.

3.8 Darstellung der Estradiol-1b- und Progesteronrezeptoren

Der Nachweis der PR und ER erfolgte in Anlehnung an Hoffmann und Buttner (1998)
sowie Schuler et al. (1999).

3.8.1 \orbereitung

Am Mikrotom wurden 3im dicke Schnitte angefertigt und auf Aminopropyl-triethoxysilan
(APES)-beschichtete Objekttrager gezogen. Die Schnitte wurden durch eine Xylol-Alkohol Reihe
entparaffiniert und rehydriert. Die Entparaffinierung der Gewebeschnitte erfolgte fiir 2 x 15 min
in Xylol, anschliel3end wurden die Schnitte zunachst 2 x 10 min in reinem Ethanol und danach
jeweils 5 min in 96%igem, 80%igem, 70%igem und 50%igem Ethanol rehydriert. Es folgte eine

5-mindtige Spulung in Aqua dest.
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Vor dem eigentlichen immunhistochemischen Nachweis des Antigens mussten die Schnitte
zur Demaskierung der durch Formalinfixierung veranderten Epitope zunachst einer Vorbehandlung
in der Mikrowelle mit Citratpuffer unterzogen werden. Die Schnitte aquilibrierten dazu fir 5 min bei
Raumtemperatur in Citratpuffer (10 mM; pH 6,0), wurden anschliel3end in eine mikrowellengeeignete
Plastikschale mit heiRem Citratpuffer Gberfuhrt und in dieser in der Mikrowelle gekocht. Im Hinblick
auf Antigenitat und Strukturerhaltung wurden die besten Ergebnisse flr Lutealgewebe mit 3 x 5 min
bei 560 Watt erzielt. Zwischendurch wurde durch Verdunstung verlorenes Wasser durch Aqua dest.
ersetzt, da die Schnitte wahrend des Kochvorgangs nicht austrocknen dirfen. Nach Beendigung
dieser Behandlung wurden die Schnitte bei Raumtemperatur im sich abkihlendem Citratpuffer 20 min
belassen und anschlie3end 2 x 2 min in Aqua dest gewaschen.

Im Anschluss daran wurden die Objekttrager 1 x 5 min in PBS-Puffer (pH 7,2) gespililt.
Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase folgte fiir 5 min eine Uberschichtung mit 2,0%igem
Wasserstoffperoxid in PBS-Puffer. Gespult wurde anschlieBend wiederum 3 x 5 min in PBS-
Puffer. Danach wurden die Objekttrager aus dem Puffer entnommen, mit der Praparatseite nach
oben flach in eine feuchte Kammer (s. Geréate im Abs. 3.11.3) gelegt und tGiberschissige Flussigkeit,
die sich um die Schnitte herum befand, abgesaugt. Zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen erfolgte die Uberschichtung der Schnitte mit 10%igem inaktivierten
Pferdeserum in PBS-Puffer und eine 30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur, wonach sich

der immunhistochemische Rezeptornachweis anschlol3.

3.8.2 Immunhistochemischer Rezeptornachweis

Die immunhistologische Darstellung der Rezeptoren erfolgte mittels einer indirekten
Immunperoxidase-Farbung unter Verwendung der Avidin-Biotin-Technik zur Signal-verstarkung,

wie bei Sternberger (1967) erstmals beschrieben.

3.8.2.1 Progesteronrezeptor

Nach Absaugen der Uberschiissigen Blockierungslosung verblieb eine diinne Schicht auf
den Praparaten. Die Schnitte wurden mit der Verdiinnung des antigenspezifischen Primarantikorpers
(1:20 in PBS-Puffer; Proteingehalt 0,§/ml) Gberschichtet und fiir 20 Stunden in der feuchten
Kammer bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Als Primarantikorper gegen den PR wurde der murine
monoklonale Antikérper vom Typ IgGmit der Klonbezeichnung 10A9 verwendet. Er ist gegen
die Aminosauren 922-933 innerhalb der hochkonservierten carboxyterminalen Hormonbindungs-
Domaéne E des humanen PR gerichtet und erkennt somit alle bisher bekannten Isoformen (s. auch
Seite 22). Die Antikorperlésung wurde nach Ablauf der Inkubationszeit abgesaugt, die Objekttrager
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fur 3 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen und anschliel3end flach in die feuchte Kammer gelegt und
uberschiissige Flissigkeit um die Gewebeschnitte entfernt. Es folgte die Uberschichtung der Schnitte
mit dem biotinylierten sekundéren Antikorper, einem Pferde anti Maus-IgG Antikdrper in einer
Verdunnung von 1:200 in PBS-Puffer fir 30 min bei Raumtemperatur. Der biotinylierte
Sekundarantikdrper war gegen das Fc-Fragment des Priméarantikorpers gerichtet (s. auch Abs.
3.11.1). Anschliel3end wurden die Praparate 3 x 5 Min in PBS-Puffer gewaschen.

Nun erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplex,
der in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS-Puffer mindestens 30 min vor Gebrauch angesetzt
wurde. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Die
Losung wurde abgesaugt und die Schnitte 3 x 5 min in PBS gespult. AnschlieRend folgte die
2-mindtige Inkubation in der unmittelbar zuvor frisch in Imidazol-Puffer angesetzten und
gefilterten 3-3'Diaminobenzidin-Losung (DAB), zu der kurz vor dem Eintauchen der Objekttrager
70 einer 30%-igen KD, LOsung zugegeben worden waren. Die Praparate wurden 2 x 10 min
in Aqua dest. gewaschen und danach eine Sekunde in Hamatoxylin nach Harris, 2:1 in Wasser
verdinnt, getaucht, um eine schwache Gegenfarbung (Kernfarbung) zu erhalten, die die spezifische
Rezeptorfarbung nicht Uberlagerte. Nach dem 15-minttigen ,Blauen® unter flieRendem
Leitungswasser wurden die Schnitte mit KAISERS Glyceringelatine eingedeckt. Dazu wurden
auf die noch feuchten Gewebeschnitte einige Tropfen des Eindeckmediums gegeben, ein
Deckglaschen aufgelegt und der Uberschuss an Medium mit einem Papiertuch entfernt. Die
Trocknung der Praparate erfolgte bei Raumtemperatur.

Kontrollproben: Da in jedem Schnitt auch noch umgebende Follikel erkennbar waren,
und Granulosazellen bekanntermaf3en (De Cock et al., 1997; Slomczynska et al., 2000) den PR
und ER exprimieren, dienten diese als probeinterne Kontrolle.

Als positive Kontrolle diente identisch behandeltes Gewebe mit bekannt hohem
Rezeptorgehalt, in diesem Fall Schnitte des Uterus einer Hiindin vom Tage 15 nach der Ovulation.
Als negative Kontrollen zur Uberpriifung unspezifischer Bindung von murinemadg@anines
Gewebe wurden in jedem Test zusatzlich Schnitte von Corpora lutea sowie vom Uterus mitgefihrt,
bei denen der spezifische Primarantikorper durch einen irrelevanten monoklonalen Mgus-1gG
Antikorper (Klon 7T4-1F5) in entsprechender Endverdinnung des Proteins ersetzt wurde. Dieser
Isotyp-Kontrollantikdrper wurde in einer Verdinnung von 1:1420 in PBS-Puffer eingesetzt.

3.8.2.2 Ostrogenrezeptor

Die immunhistochemische Methodik zur Darstellung von Estrogenrezeptoren im Corpus
luteum der HUndin, inclusive der Kontrollen, entsprach weitgehend derjenigen zum PR-Nachweis.
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Bei der Vorbereitung der Paraffinschnitte fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde

den in Kapitel 3.8.2. beschriebenen Verfahren gefolgt.

Als Primarantikdrper wurde der monoklonale Maus IgG1 anti humaner-ER, Klon 6F11
eingesetzt. Dieser Antikbrper war gegen ein rekombinantes Protein gerichtet, das der vollen Lange
der a-Isoform des ER entspricht (s. Seite 21). Die Antikorperldsung wurde 1:10 in PBS-Puffer
verdunnt (Proteingehalt nach Verdinnung war unbekannt, da die Firma Novo Castra Uber den
Proteingehalt der Antikbrperpréparation nicht informieren konnte).

Identisch behandelte Gewebeschnitte des Uterus einer Hindin vom Tag 15 mit bekannt
hohem Rezeptorgehalt dienten als positive Kontrollpraparate. Als interne Kontrolle dienten auch
hier im Schnitt erkennbare perilutealliegende Follikel. Weiterhin wurden negative Kontrollen zur
Uberpriifung der unspezifischen Bindung des verwendeten Immunglobulins angefertigt. So wurde
pro Objekttrager ein Schnitt mit entsprechender Menge eines monoklonalen irrelevanten Antikorpers
desselben Isotyps und derselben Spezies (ein kommerziell erhaltlicher Mapus-1gG
Isotypkontrollantikbrper mit der Bezeichnung CBL 600) statt des spezifischen Primarantikérpers
verwendet. Dieses Kontrollreagenz wurde in der gleichen Verdiinnung wie der Primarantikorper
6F11 eingesetzt, da auch Uber den Proteingehalt dieses Kontrollreagenz keine Angabe vorlag.

3.9 Quantitative Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte

Die Auswertung der Praparate erfolgte lichtmikroskopisch bei 400-facher Vergré3erung,
im Vergleich zu den negativen bzw. positiven Kontrollen, um unspezifische und positive
Farbereaktionen zu differenzieren.

Die Auswertung wurde pro Hund an einem Paraffinblock durchgefiihrt. Vom diesen Block
wurden 3 Schnitte gefarbt. Ausgezahlt wurden je nach Schnitt 13 bis 21 Gesichtsfelder, wobei
einem imagindren Kreuz gefolgt wurde (s. Abb. 4). Jedes Gesichtsfeld hatte die Au3enmalde
0,63 x 0,48 mm und die Flache von 0,3 fnias wurden durchschnittlich 39,97 + 8,60 Luteinzellen
und 56,87 = 6,02 sonstige Zellen pro Gesichtsfeld gezahlt. Pro Schnitt wurden auf dem imaginaren
Kreuz immer 4 Randfelder (A) gezéhlt; die Anzahl der B-Felder war von der Gréf3e des Corpus
luteum und der Schnittebene abhangig.
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= = o

G
Abb. 4: Schnitt eines CL mit Darstellung des imaginaren Kreuzes entlang dem die Gesichtsfelder gezahlt

und ausgewertet wurden.

Pro Gesichtsfelder wurden alle Lutein- und sonstigen Zellen (Fibrozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, Stromazellen) gezahlt. Diese Zuordnung erwies sich als notwendig, da sich nur
die Luteinzellen deutlich differenzieren lie3en. Die Luteinzellen wurden sowohl im Hinblick auf
die Darstellung des PR als auch des ER in stark und schwach positive sowie negative Zellen
unterteilt; die sonstigen Zellen in positive und negative. Das spezifisch zytoplasmatische Signal
wurde qualitativ ausgewertet. Aufgrund der Farbeintensitat wurde dieses als -, +, +, oder ++
beurteilt (s. Abs. 9.1 und 9.2 im Anhang). Da diese Beurteilung nicht quantitativ zu erfassen watr,
wurden die so erhaltenen Ergebnisse nicht in die statistischen Auswertungen einbezogen.

3.10  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en. Es wurde das Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon
1993) verwendet.

Bei rechtsschiefer Verteilung positiver quantitativer Merkmale (Hormonkonzentration
im Blut) wurde eine logarithmische Transformation der Daten durchgefuhrt und die
Datenbeschreibung mit Hilfe von geometrischen Mittelwertegh Yrd Streufaktoren (SF),

dargestelltin der Form x SF*, vorgenommen.

Zur statistischen Prifung des Einflusses des Faktors Zeit wurde bei den annahernd normal
verteilten Merkmalen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D durchgefinhrt.
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Um die Gleichheit der Varianz zu tberprufen, wurdelastene Tedtenutzt. Wenn ddrevene

Test Varianzunterschiede anzeigte, wurde Wéich Test{Varianzen werden nicht als gleich
angenommen) verwendet. Waren die Varianzunterschiede nicht statistisch signifikant, wurde die
Varianzanalyse fur den Mittelwertvergleich verwendet. Gerechnet wurde bis auf 3 Parameter mit
der Varianzanalyse und die Ubrigen anderen drei Parameter (OMI®istSpal3, Pkon2) mit
demWelch Test

Die Untersuchung auf Zusammenh&nge zwischen den einzelnen Messparametern erfolgte
mit Hilfe von Korrelationsanalysen mit dem Program BMDP6D unter Angabe des
Kreuzkorrelationskoeffizienten (r) bzw. mit dem Rang-Korrelationskoeffizient nach Spegman (r

Bei der Benennung von Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:
p£ 0,001 hoch signifikant

p£ 0,01b signifikant

p£ 0,05p schwach signifikant

p > 0,05~ nicht signifikant

3.11 Materialien und Geréate

3.11.1 Verwendete Antikdrper
BA-2000
Pferd biotiniliertes anti-Maus IgG
Firma Vector Laboratories

Burlingame — USA

CBL-600

Maus IgG1

Firma Cymbus Biotechnology Ltd
Chandlers Ford — UK

1. OMLnab = Ostrogen Rezeptor Luteinzellen negative absolut
2. OMSpab = Ostrogen Rezeptor sonstige Zellen positive absolut

3. Pkonz = Progesteron Konzentration
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3.11.2

Klon 7T4-1F5
Maus-IgG2a
Firma Coulter — Immunotech

Krefeld — Deutschland

NCL-ER-6F11
Antikorper gegen die ganze lange der a-Isoform des humanen Estrogenrezeptors
Firma Novo Castra

New Castle — UK

PR10A9
Antikorper gegen ein Epitop des humanen Progesteronrezeptors
Firma Coulter-Immunotech

Krefeld — Deutschland

Puffer und Lésungen

10 mM Citratpuffer (pH 6,0):

Ldsung A:

Citronensaure-Monohydrat (8,0, « H,0) 21,01 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml
Ldsung B:

Trinatriumcitrat-Dihydrat ((H.O.Na, « 2H,0) 29,41 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml

49 ml Lésung A und 41 ml Losung B mit 450 ml Aqua dest. mischen.

DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)-Substratlosung:
0,1 M Imidazol-HCI 200,00 ml

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 0,10 g
Die Losung direkt vor Gebrauch frisch ansetzen und filtern.

H,0, 30%ig 70,00
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Formaldehyd 4%ig, gepuffert (pH 7,0):

40%iges Formol 500,00 mi
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (N&&, » H,0) 20,00 g
Dinatriumhydrogenphosphat (PO, 32,50 g
Aqua dest. ad 5000,00 mi

0,1 M Imidazol-HCI-L6ésung (pH 7,08):

Imidazol 8,51 g
1N HCI 60,00 ml
Aqua dest. ad 2000,00 ml

0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2):

Ldsung A:

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (N, « H,0) 13,80 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml
Losung B:

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (J#d°O, « 2H,0) 17,80 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml

Fur 100 ml Natriumphosphatpuffer werden 28,3 ml Lésung A mit 71,7 ml Losung B
gemischt.

PBS-Puffer fur die Immunhistologie, Stammldsung:

NacCl reinst 41,00 g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Jié°O, « 2H,0) 11,00
Kaliumdihydrogenphosphat (KRO) 2,75 g
Aqua dest. ad 1000,00 mi

Fur die Gebrauchslosung (pH 7,2) 200 ml der Stammldsung mit Aqua dest. auf
1000 ml auffllen.
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3.11.3

Wasserstoffperoxid - Losung 2,0%ig:
30%iges HO, 13,33 ml

Aqua dest. ad 200,00 ml

Auflistung der besonderen Geréte

ACS: 180M PLUS System (Chiron Diagnostics) mit dazugehérigen Chemikalien
CCD-Farbvideokamera DXC-107AP (Sony Deutschland GmbH, Kdéln)

Einbettungsautomat (Microm Laborgerate GmbH, Heidelberg) mit dazugehérigem
Histoembedder EG1160 (Leica Instruments GmbH, Nussloch)

Farb-Videokamerakopf TK-1070E, F.Nr. 06052298 (JVC Professional Products
GmbH, Friedberg)

Feuchte Kammer; dazu wurde eine Keks-Schachtel (20 x 20 cm) aus Blech mit Deckel
verwendet

Leitz-Mikroskop DM-RB, F.Nr. 161388 (Leica Mikroskopie GmbH, Wetzlar)
Magnetrihrer MR 2002, Nr. 50304 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kelheim)
Mikrotom, F.Nr. 23076 (Reichardt Jung AG, Heidelberg)
Haushaltsmikrowellenherd Compact Y50, F.Nr. 25027231 (Moulinex, Solingen)
Pumpe Typ N035.1.2AN.18, F.Nr. 83424 (KnF Neuberger, Freiburg)
\ortex-Evaporator (Fa. Haake-Buchler Me3technik GmbH, Karlsruhe)

Zahlbrett ,ferrari-Statitest” (Ferrari, Berlin, Deutschland)
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Darstellung der PR und ER im Follikel und Unterusgewebe

Wie erwahnt (s. S. 36), dienten die periluteal liegenden Follikel als probeinterne Kontrolle.
Parallel dazu wurde Uterusgewebe vom Hund (s. S. 35) als weitere Kontrolle herangezogen.

Progesteronrezeptor: Die im perilutealen Gewebe erkennbaren Granulosa- und Thekazellen
heranreifender Follikel zeigten bei Verwendung des PR-spezifischen Antikoérpers (Klon 10A9)
ein deutlich positives nukleéres Signal (Abb. 5 A) und konnten auf Grund dessen als schnittinterne
Positivkontrolle herangezogen werden. Der als Positivgewebe eingesetzte Uterus einer am Tag 15
p. 0. kastrierten Hundin zeigte ebenfalls ein deutlich positives nukleéres Signal in den
Drusenepithelzellen sowie in manchen Stromazellen (Abb. 5 C). Bei Verwendung des als
Isotypenkontrolle eingesetzten Antikérpers aus dem Klon 7T4-1F5 jeweils im gleichen Test war
weder ein nukleares noch ein zytoplasmatisches Signal im CL, in den Follikelzellen oder im
Uterus zu erkennen (Abb. 5 B und D).

Estrogenrezeptor: Die im perilutealen Gewebe erkennbaren Granulosa- und Thekazellen
heranreifender Follikel zeigten bei Verwendung des ER-spezifischen Antikorpers (Klon 6F11)
ein deutlich positives nukleares Signal (Abb. 6 A) und konnten auf Grund dessen als schnittinterne
Positivkontrolle herangezogen werden. Der als Positivgewebe eingesetzte Uterus einer am Tag 15
p. 0. kastrierten Hundin zeigte ebenfalls ein deutlich positives nukleéres Signal in den
Drisenepithelzellen (Abb. 6 C). Bei Verwendung des als Isotypenkontrolle eingesetzten Antikorpers
aus dem Klon CBL-600 jeweils im gleichen Test war weder ein nukledres noch ein
zytoplasmatisches Signal im CL, in den Follikeln oder im Uterus zu erkennen (Abb. 6 B und D).
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Abb. 5: Lichtmikroskopische Darstellung einzelner Gesichtsfelder von 3 pm dicken Schnitten von Uterus-

(C und D) und Follikelgewebe (A und B) nach Inkubation mit dem PR-spezifischen Antikdrper (Klon
10A9; A, C) bzw. der entsprechenden Isotypenkontrolle (Klon 7T4-1F5; B, D).
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Abb. 6: Lichtmikroskopische Darstellung einzelner Gesichtsfelder von 3 um dicken Schnitten von Uterus-

(C und D) und Follikelgewebe (A und B) nach Inkubation mit dem ER spezifischen Antikdrper
(Klon 6F11; A, C) bzw. der entsprechenden Isotypenkontrolle (Klon CBL 600; B, D).
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4.2 Immunhistochemische Darstellung von Progesteronrezeptoren im Corpus luteum
der Hindin

Zu allen Zyklusstadien liel3 sich das Lutealgewebe gut darstellen. In ihm wurde eine
einheitliche Population an Luteinzellen gefunden, die sich allerdings im Laufe des Didstrus
morphologisch veranderte. Dies zeigte sich vor allem in einer Zunahme zytoplasmatischer Vakuolen

(s. Veranderungen vom Tag 5 tber Tag 25 auf Tag 45 in Abb. 9).

Progesteronrezeptor (PR)-positive Signale konnten in den Gewebeschnitten der Corpora
lutea zu allen 5 untersuchten Stadien post ovulationem (p. 0.) nachgewiesen werden. Diese Signale
betrafen sowohl die Luteinzellen als auch die sonstigen Zellen (s. Kap. 3.9, S. 36), wobei die
sonstigen Zellen ausschliel3lich nukleare Signale aufwiesen, die Luteinzellen daneben auch noch
zytoplasmatische Signale. Das Ergebnis der quantitativen Auswertung der nukleéren Reaktion der
Luteinzellen (Lz) istin Abb. 7 zusammenfassend dargestellt, das der sonstigen Zellen (sZ) in Abb.
8. Die Einzelergebnisse der Auszahlung der Gesichtsfelder sind — geordnet nach Tier und Tag —
im Abs. 9.1 im Anhang wiedergegeben.

Der Anteil positiver Luteinzellen (positiv + schwach positiv) war mit im Mittel 65%
hoher (p < 0,01) als der Anteil negativer Luteinzellen (mittlerer Anteil 34%). Wie aus Abb. 7
hervorgeht, ergab sich fur den Verlauf der positiven Luteinzellen (positiv + schwach positiv) ein
hoch signifikanter (p < 0,001) Einfluss des Faktors Zeit, wobei Randfelder (A-Felder) und mittlere
Felder (B-Felder) gleichsinnig reagierten. Die grof3te Anzahl positiver Luteinzellen wurde am
Tag 5 p. 0. gemessen, die niedrigste Anzahl an den Tagen 15 und 25, wonach ein Anstieg auf Tag
45 folgte. Ungekehrt ergaben sich fir die Tage 15 und 25 die hochste Anzahl PR negative
Luteinzellen, an den Tagen 5, 35 und 45 lagen die Werte deutlich niedriger. Bei Relativierung der
erhaltenen Messwerte (Gesamtzahl der erfassten Lz = 100%) zeigen sich die Effekte entsprechend
verdeutlicht.

Auch bei getrennter Betrachtung der positiven und schwach positiven Luteinzellen zeigt
sich ein signifikanter Einfluss des Faktors Zeit, d. h. des Zeitpunktes nach der Ovulation auf die
Expression PR positiver (p < 0,03), schwach positiver (p < 0,02) Luteinzellen. Dieser Einfluss ist
auch bei den positiven (p < 0.001) und negativen (p < 0,001) sonstigen Zellen erkennbar. Wie aus
Abs. 8 hervorgeht, wurde die grof3te Anzahl positiver sonstiger Zellen am Tag 5 p. 0. gemessen,
die niedrigste Anzahl am Tag 35, wonach ein Anstieg auf Tag 45 folgte. Die Anzahl PR negative
sonstiger Zellen steigt sich allmahlich vom Tag 5 bis zum Tag 45 an. Bei Relativierung der
erhaltenen Messwerte (Gesamtzahl der erfassten sZ = 100%) zeigen sich die Effekte entsprechend
verdeutlicht. Die Expression der PR-positiven Zellen in den Randfeldern war immer héher (p <
0,002) als in den mittleren Feldern.
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Wie aus Abb. 9 hervorgeht, konnten neben negativen, positiven und schwach positiven
nukledren Reaktionen bei den Luteinzellen auch positive zytoplasmatische Signale erkannt werden,
die sich als diffuse braune Reaktionen zeigten. Die diffusen zytoplasmatischen Reaktionen waren
nicht in den Isotypenkontrollen nachweisbar und wurden deshalb als spezifisch bewertet. Sie
wurden zu allen untersuchten Stadien p. 0. beobachtet, wobei am Tag 25. das Signal am starksten
vorhanden war. Der Verlauf des Auftretens zytoplasmatischer Reaktionen bei den Luteinzellen
entsprach ungefahr dem Verlauf des Auftretens negativer Luteinzellen, d. h. nach einem Anstieg
vom Tag 5 auf Tag 25 folgte ein Abstieg auf die Tage 35 und 45 (im Anhang befinden sich die
Datenséatze aller gezahlten Gesichtsfelder mit der entsprechenden Beurteilung des

zytoplasmatischen Signals).

46



Ergebnisse

60 - A

e
= 204 L T
_ ,
-l Tl FH e
= iy L] T
N ® 5 15 25 a5 a5
E'; &0 B
=
o
o~  and
= 1]
=
; N ET‘

o , y

5 15

80 - e
: w
w2 40-
L F]
w20
o &
m 2 0 . . ' :
b o 5 15
- 3
v Wz D
[l
we 80{ [
g u T w
-0 0= g 4
s Bl :
: ) - l - l
v |
-

I::l T T i

] 15
Tage nach der Ovulation

positive ™ schwach positive B negative Luteinzellen

Abb. 7: Durchschnittlicher (x + SD) Anteil Progesteronrezeptor-positiver und —negativer Luteinzellen im
CL der Hundin vom 5. bis zum 45. Tag nach der Ovulation, gemessen mittels Immunhistochemie und

Erfassung der nuklearen Reaktion.

Anzahl PR-positiver und -negativer Luteinzellen im Randfeld (A-Felder; s. Seite 37).
Anzahl PR-positiver und -negativer Luteinzellen in mittleren Feldern (B-Felder; s. Seite 37).

Prozentuale Verteilung PR-positiver und -negativer Luteinzellen im Randfeld.

o 0o w >

Prozentuale Verteilung PR-positiver und -negativer Luteinzellen in den mittleren Feldern.
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Abb. 8: Durchschnittlicher (x £ SD) Anteil Progesteronrezeptor-positiver und —negativer sonstigen Zellen

im CL der Hundin vom 5. bis zum 45. Tag nach der Ovulation, gemessen mittels Immunhistochemie

und Erfassung der nuklearen Reaktion.

Anzahl PR-positiver und -negativer sonstigen Zellen im Randfeld (A-Felder; s. Seite 37).
Anzahl PR-positiver und -negativer sonstigen Zellen in mittleren Feldern (B-Felder; s. Seite 37).
Prozentuale Verteilung PR-positiver und -negativer sonstigen Zellen im Randfeld.

Prozentuale Verteilung PR-positiver und -negativer sonstigen Zellen in den mittleren Feldern.
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Abb. 9:

A: HUndin ,Zora" Tag 5 p. o.

B: Hundin ,Luca® Tag 25 p. o.

C: Hundin ,Sinah* Tag 45 p. o.
(negative Kontrolle)

A und B: Lichtmikroskopische Darstellung einzelner Zahlfelder von 3 pm dicken Paraffinschnitten
lutealen Gewebes nach spezifischem Nachweis von Progesteronrezeptoren mit Antikbrpern aus
dem Klon 10A9 (braune DAB-Nachweisreaktion) mit leichter blauer Hamatoxilin Gegenfarbung zu
definierten Zeitpunkten nach der Ovulation; A: Tag 5; B: Tag 25

C: Kontrollschnitt nach Einsetzen des Isotypenantikdrpers aus dem Klon 7T4-1F5 anstelle des Klon
10A9 (Tag 45 nach der Ovulation).

Lusteinzellen: - negative- - schwach positive- —  positive nuclefire Reaktion
sonslige Zellen: e negative- . positive sonstige nucledire Reaklion
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4.3 Immunhistochemische Darstellung von Ostrogenrezeptoren im Corpus luteum der
HUndin
Unter den gleichen der Darstellung des PR entsprechenden Bedingungen konnte

Ostrogenrezeptor-positive Reaktionen zu allen 5 untersuchten Stadien post ovulationem

nachgewiesen werden.

Die positiven Signale betrafen sowohl die Luteinzellen als auch die sonstigen Zellen (s.
Kap. 3.9, S. 36), wobei die sonstigen Zellen ausschliel3lich nukledre Signale aufwiesen, die
Luteinzellen daneben auch noch zytoplasmatische Signale. Die Ergebnisse der quantitativen
Auswertung der nukledren Reaktionen der Luteinzellen sind in Abb. 10 zusammenfassend dargestellt,
die der sonstigen Zellen in Abb. 11. Die Einzelergebnisse der Auszahlung der Gesichtsfelder sind
—geordnet nach Tier und Tag —im Abs. 9.2 im Anhang wiedergegeben.

Wie aus Abb. 10 und 11 hervorgeht, streut die Anzahl der den ER exprimierenden Zellen
innerhalb der einzelnen Tage stark. Die aus der Grafik ersichtlichen Anderungen der Expression
des ER im Verlauf des Di6strus in CL waren statistisch nicht signifikant. Wie beim PR war aber
auch hier Expression des ER in den Luteinzellen in den Randfeldern hoéher (p < 0,004) als in den

mittleren Feldern.

Abb. 10 zeigt, dass der Tendenz nach der Anteil positiver Luteinzellen (positiv plus
schwach positiv) langsam vom Tag 5 auf Tag 45 anstieg, wahrend der Anteil ER-negativer
Luteinzellen ab Tag 15 p. 0. langsam fiel. Wie weiter aus Abb. 11 hervorgeht, war in den sonstigen
Zellen tendenziell ein Anstieg der ER-positiven sonstigen Zellen von Tag 5 auf Tag 25 erkennbar,
danach erfolgte ein Abstieg auf Tag 45. Die ER-negativen sonstigen Zellen zeigten eine ansteigende
Tendenz in der Expression des ER von Tag 5 auf Tag 45. Auch bei getrennter Betrachtung der
positiven und schwach positiven Lutealzellen zeigte sich kein signifikanter Einfluss des Faktors
Zeit auf die Expression des ER.

Neben negativen, positiven und schwach positiven nukleéren Reaktionen konnten bei den
Luteinzellen auch positive zytoplasmatische Signale erkannt werden (s. Abb. 12). Nach einem
allmahlichen Anstieg ab dem Tag 5 erreichten die zytoplasmatischen Signale am Tag 35 die stérkste
Expression, danach erfolgte ein Abfall bis Tag 45. Im Anhang befinden sich die Datensatze aller
gezahlten Gesichtsfelder mit der entsprechenden Beurteilung des zytoplasmatischen Signals.
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ausgezihlte Zellen pro
Gesichtsfeld

Verteilung (%) der ausgezdhlien
Zellen pro Gesichisfeld

b 15 25
Tage nach der Ovulation
positive M schwach positve B negative Lutcinzellen

Abb. 10: Durchschnittlicher (x + SD) Anteil Ostrogenrezeptor-positiver und —negativer Luteinzellen im CL
der Hundin vom 5. bis zum 45. Tag nach der Ovulation, gemessen mittels Immunhistochemie und

Erfassung der nuklearen Reaktion.

A: Anzahl ER-positiver und -negativer Luteinzellen im Randfeld (A-Felder; s. Seite 37).
B: Anzahl ER-positiver und -negativer Luteinzellen in mittleren Feldern (B-Felder; s. Seite 37).
C: Prozentuale Verteilung ER-positiver und -negativer Luteinzellen im Randfeld.

D: Prozentuale Verteilung ER-positiver und -negativer Luteinzellen in den mittleren Feldern.
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Abb. 11: Durchschnittlicher (x + SD) Anteil Ostrogenrezeptor-positiver und —negativer sonstigen Zellen im
CL der Hindin vom 5. bis zum 45. Tag nach der Ovulation, gemessen mittels Immunhistochemie

und Erfassung der nuklearen Reaktion.

A: Anzahl ER-positiver und -negativer sonstigen Zellen im Randfeld (A-Felder; s. Seite 37).
B: Anzahl ER-positiver und -negativer sonstigen Zellen in mittleren Feldern (B-Felder; s. Seite 37).
C: Prozentuale Verteilung ER-positiver und -negativer sonstigen Zellen im Randfeld.

D: Prozentuale Verteilung ER-positiver und -negativer sonstigen Zellen in den mittleren Feldern.
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A und B: Lichtmikroskopische Darstellung einzelner Zahlfelder von 3 um dicken Paraffinschnitten
lutealen Gewebes nach spezifischem Nachweis von Ostrogenrezeptoren mit Antikérpern aus dem
Klon NCL-6F11 (braune DAB-Nachweisreaktion) mit leichter blauer Hamatoxilin Gegenfarbung
zu definierten Zeitpunkten nach der Ovulation; A: Tag 15; B: Tag 25

C: Kontrollschnitt nach Einsetzen des Isotypenantikdrpers aus dem Klon CBL-600 anstelle des
Klon NCL-6F11 (Tag 45 nach der Ovulation).

Luteinezellan: - negative- - schwach positive- — |  positive nucledire Reaktion
sonstige Zellen: e nepative- positive sonstige nucleiire Reaktion
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4.4 Progesteron- und Estradiol-1B-konzentration im peripheren Plasma

Die Auswertung des Verlaufes der Progesteronkonzentrationen im peripheren Plasma
zeigt einen hochsignifikanten (p = 0,0002) Einfluss des Faktors Zeit. Wie aus Abb. 13 ersichtlich
ist, zeigt sich dies durch einen Anstieg der Konzentration vom Tag 5 auf Tag 15, gefolgt von einem

Abfall Gber die Tage 25 und 35 bis zum Ende der Versuchsperiode.
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Tage nach der Ovulation

Abb. 13:Verlauf der Progesteronkonzentrationen (-4-) im peripheren Plasma zu definierten Tagen

nach der Ovulation (Angaben in X+50)

Dagegen laRt die Auswertung des Verlaufes der EstradmmKbnzentrationen im
peripheren Plasma keine gesicherten zeitlichen Beziehungen erkennen. Wie aus Abb. 14 ersichtlich,
ist aber der Tendenz nach ein Anstieg der mittleren Konzentrationen am Tag 25 nach der Ovulation

festzustellen, gefolgt von einem Abfall auf die Tage 35 und 45.
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Abb, 14: Verlaul der Extradiol- | TR-konzentrationen (-48-) im peripheren Plasma #u definierten Tagen

nach der Ovulation [-"l.1|J_;.31|,1|,'1| 1§} E'I_'HI}I]
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45 Korrelationen

Soweit gesicherte und biologische sinnvolle Korrelationen ermittelt werden konnten,

ergaben sich diese wie folgt:

4.5.1 Hormonkonzentrationen im Plasma und Expression des PR und ER

Der Verlauf der Progesteronkonzentration im Plasma korreliert mit dem Verlauf der PR-
negativen Luteinzellen in den mittleren Feldern des CL (r = 0,490; p = 0.028). Die Anzahl der PR
schwach positiven Luteinzellen am Rand war negativ korreliert (r = -0,444; p = 0,05) zum Verlauf

der Progesteronkonzentration.

4.5.2 Expression des PR und ER

Die Expression des PR und ER in den Luteinzellen (positive + schwach positive) wies
in den Randfeldern und mittleren Feldern eine schwach signifikant positive Korrelation auf (r =
0,466; p = 0,038; r = 0,501; p = 0.024). Diese Korrelation blieb bei der getrennten Betrachtung
der positiven und schwach positiven Zellen erhalten.

Bei den sonstigen Zellen war die Zahl der PR- und ER-negativen Zellen in den
Randfeldern und mittleren Feldern positiv korreliert (r = 0,649, p = 0,002 bzw. r = 0,654,
p = 0,002). Auch die Gesamtzahl der PR- und ER-positiven Zellen war positiv korreliert (r = 0,481;
p=0,032 bzw. r = 0,482; p = 0,031).

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht der erhaltenen Korrelationen.
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Tabelle 1 — Anhand der Absolutwerte ermittelte Korrelationen

Verglichene Parameter r p

FH-M-L;r.-n-_ x F;}{nnz + 0,490 0,028
m;-I_lz-psp. v.]: F[-M-Lz-.p.sp + 0,501 0,024
F;R-I{-L:.:-p:sp '-: .l-LR-I{-Lz-psp + 0,466 0,038
PR-M-Lz-p x EH-M-_L;z-p " +0,518 0,019
EPR-H.—LE-H x ER-R-Lz-p +0,475 0,034
PR-R-sZ-n x ER-R-5/-n + 0,649 0,002
PR-M-sZ-n x ER-M-sZ-n ~ eossa | o002

PR = Progesteronrezeptor; ER = Estrogenrezeptor; R = Randfeld; M = Mittlere Felder;
Lz = Luteinzellen; sZ = sonstige Zellen; p = positive; sp = schwach positive; psp = positive +
schwach positive; n = negative; r = Korrelationskoeffizient; p = Irrtumswahrscheinlichkeit; + =

positiv korreliert.
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5 Diskussion

51 Diskussion des Versuchsaufbaues

Im Hinblick auf die den Untersuchungen zugrunde liegende These, dass auch beim Hund
luteales Progesteron und EstradiobX®ls parakrine Faktoren wirken, war es Ziel vorliegender
Arbeit, Informationen Uber die Expression von PR und ER im Corpus luteum zu erhalten.
Entsprechende Angaben konnten bis zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit in der Literatur
nicht gefunden werden. Da weiter davon ausgegangen wurde, dass eine eventuelle Expression
von PR und ER mit dem Funktionszustand des Corpus luteum korreliert, wurden die Untersuchungen
im spaten Ostrus sowie dem frithen und mittleren Diostrus durchgefiihrt, d. h. in der Phase, in der
es nach zunachst weiter ansteigenden Progesteronwerten zu einem ersten Abfall der
Progesteronsekretion kommt (s. Abb. 13).

52 Diskussion der Methodik

5.2.1 Immunhistochemischer Rezeptornachweis

Die Darstellung von PR und ER im Corpus luteum der Hundin erfolgte mittels
immunhistochemischer Nachweisverfahren. Der Vorteil dieser Methode liegt einmal darin, dass
sie mit wenig Probenmaterial durchgefiihrt werden kann. Zudem kann eine genaue Identifizierung
der die Rezeptoren exprimierenden Zellpopulation erfolgen (Thorpe, 1987; Helin et al., 1989;
Pertschuck et al. 1990). Eine quantitative Auswertung wie beim Rezeptorligandbindungstest (s.
z. B. Klauke und Hoffmann, 1992; Buttner 2001) ist allerdings nicht moéglich - allenfalls eine
semiquantitative -, da zwar der Anteil der den Rezeptor exprimierender Zellen bestimmt werden
kann, nicht aber die Rezeptorkonzentration in der Zelle selbst. Des weiteren kbnnen die Ergebnisse
von der Art des verwendeten Antikorpers abhangig sein (Goussard, 1998), worauf in Abschnitt
5.2.1.1 nochmals ausfthrlich eingegangen wird.

In vorliegender Arbeit wurden bei der Durchfihrung des immunhistochemischen
Nachweises stets Kontrollschnitte mitgeftihrt. Dabei wurde als sogenannte Isotypenkontrolle bei
jeder Probe ein Schnitt nicht mit dem antigenspezifischen Primarantikdrper sondern mit einem
,honsens* Antikérper des gleichen Isotyps Uberschichtet, d. h. einem Antikérper, der gegen ein
Antigen gerichtet ist, das beim Hund nicht vorkommt. So konnte ausgeschlossen werden, dass der
beobachteten Farbreaktion eine Bindung des 1. Antikdrpers an ein nicht definiertes Protein zugrunde
lag. Gleichzeitig konnte an solchen Kontrollschnitten bei alleiniger Inkubation mit dem 2.
Antikorper gezeigt werden, dass das sekundare System, d.h. zweiter Antikérper, ABC-System
und Chromogen, kein unspezifisches Signal produziert und es zu falsch positiven Ergebnissen
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kommt (siehe Abb. 9 und 12). Weiterhin wurde als Positivkontrolle in jedem Test ein Objekttrager
mit Gewebeschnitten mitgefuhrt, in denen das jeweils nachzuweisende Antigen vorkam. Dazu
dienten sowohl fiir den PR als auch den ER Schnitte vom Uterus einer am Tag 15 nach der Ovulation
kastrierten Hindin (Buttner 2001). Durch das Mitfihren dieser Schnitte war es weiterhin moglich,
die Tests Uber die Zeit zu vergleichen und somit vor allem falsch negative Ergebnisse zu vermeiden
(siehe Abb. 5 und 6). Die schnittinternen positiven Kontrolle (Granulosazellen, s. Abb. 5) dienten
insbesondere der Objektivierung der Beurteilung der Signalstéarke in den Lutealzellen, da die

Granulosazellen immer positiv und nie schwach positiv waren.

5.2.1.1 Nachweis von ER mittels Immunhistochemie

Der Einsatz von rekombinanten Proteinen zur Induktion von Immunreaktionen ist effektiver
als eine durch Peptide induzierte Immunitat, da aufgrund der Molekulgrol3e mehrere Epitope als
Antigene zur Verfigung stehen. Bei der Herstellung monoklonaler Antikorper ergibt sich daraus
eine hohere Zahl von potentiellen Hybridomen, aus denen der effektivste Klon ausgewahlt werden
kann. Der fur die Hauptversuche eingesetzte monoklonale Primarantikdrper aus dem Klon 6F11
wurde auf dieser Weise produziert und zeigt nach Untersuchungen von Bevitt et al. (1997) eine
spezifische Bindung an den ER bei in Paraffin eingebettetem Gewebe. In den vorliegenden
Untersuchungen konnte die nukleare Lokalisation des ER in den Kontrollgeweben Endometrium
(externe Kontrolle) und Follikel (interne Kontrolle) dargestellt werden. Auch im CL der Hundin
ergaben sich bei Anwendung dieses Antikorpers spezifische nukleare Reaktionen in den Lutein-,
Stroma- und Endothelzellen (s. Abb. 12). Entgegen den Angaben vom Hersteller ergaben sich
jedoch in einigen Luteinzellen auch zytoplasmatische Signale; diese traten aber immer zusammen
mit einer nuklearen Farbung auf. Dies kann mit der Verteilung der Rezeptoren in der Zelle erklart

werden, wie weiter in Kap. 5.3.1 beschrieben wird (s. S. 60).

Die beiden anderen in den Vorversuchen ausgetesteten ER-spezifischen Antikdrper waren
die Klone 1D5 und AER314.

Bei dem Klon AER314 handelt es sich um einen murinen Antikorper, welcher das Epitop
mit den Aminoséuren 120-170 (Domé&ne B) des N-Terminus des bovinen ER erkennt. Bei Schnitten
vom Ovar ergaben sich mit diesem Antikdrper in den Granulosazellen der Follikel (interne
Kontrolle) deutlich positive nukledre Reaktionen, wéhrend die Luteinzellen, anders als bei Klon
6F11, ein rein zytosolisches Signal zeigten; in den Stromazellen war kein Signal vorhanden. Im
Endometrium vom Hund (externe Kontrolle) zeigten die epithelialen Anteile sowie Stromazellen
deutliche positive nukleé&re Reaktionen, bei den Myometriumszellen reagierten sowohl Kern als
auch Zytoplasma positiv. Warum Klon AER314 in den Luteinzellen — im Gegensatz zu den
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Granulosazellen —nur die zytoplasmatische Form des ER erkennt, entzieht sich einer Interpretation.
Im Hinblick auf die bei den beiden anderen Antikdrpern erzielten Ergebnisse (s. 0. bzw. s. u.)

wurde daher auf weitere Untersuchungen mit diesem Klon verzichtet.

Der Antikorper 1D5 ist ein monoklonaler Maus IglntikGrper, der gegen ein Epitop
innerhalb der A/B-Doméne des humaneraHRI Saati et al., 1993) gerichtet ist. Er zeigt beim
Menschen ein spezifisches Signal beim Nachweis des ER in Formalin-fixiertem und gefrorenem
Gewebe (Al Saati et al., 1993; Sierralta und Thole, 1996; Ravn et al., 1998). Auch mit diesem
Antikorper zeigten sich in den epithelialen Zellen des Endometriums und einigen Stromazellen
deutlich positive nukleére Reaktionen, wahrend die Myometriumszellen sowohl im Kern als auch
im Zytoplasma positive Reaktionen zeigten. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Befunden von De
Cock et al. (1997), die fur ihre Untersuchungen ebenfalls diesen Klon eingesetzt hatten. In den
Vorversuchen zeigte sich am Corpus luteum ein deutlich positives Signal in einigen Zellkernen der
Lutein- und Stromazellen sowie ein zytoplasmatisches Signal in wenigen Luteinzellen. Da in diesem
Vorversuch allerdings auch in der Isotypenkontrolle ein leichtes Singal zu finden war, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich um eine unspezifische Bindung handelt.

Der Unterschied in den Ergebnissen bei der Verwendung verschiedener Antikorper kann
mit der Lage der Epitope im Rezeptormolekil sowie der Anwesenheit von am Rezeptor
gebundenem ,Heat-Shock-Protein* zusammenhé&ngen (Smith und Toft, 1993; Kaufmann et al., 1998).
In einer vergleichenden Studie von Bevit et al. (1997) mit den Klonen 6F11 und 1D5 zeigte sich,
dass in 50 von 55 Fallen tbereinstimmende Ergebnisse erzielt werden konnte. In 5 Féllen zeigte
sich eine Farbung nur mit dem Klon 6F11. Dies deutet darauf hin, dass das von dem Klon 6F11
erkannte Epitop besser exprimiert wird und der Antikérper eine hohere Bindungsaffinitat zu seinem
Epitop hat (Bevitt et al., 1997; Kaufmann et al., 1998). Aus diesem Grund und weil mit dem Klon
6F11 eine preiswertere Alternative des ER-nachweises maoglich war, wurde auch auf weitere
Vorversuche mit dem Klon ID5 verzichtet.

5.2.1.2 Nachweis von PR mittels Immunhistochemie

Erfahrungen der Arbeitsgruppe Hoffmann zeigten, dass mit dem Klon 10A9 sowohl bei der
Hindin (Hoffmann und Buttner, 1998) als auch beim Rind (Schuler et al., 1999) Progesteronrezeptoren
spezifisch nachzuweisen sind. Der Klon 10A9 erkennt ein Epitop, das aus den letzten 12 Aminosauren
des Carboxyendes des humanen PR-Proteins gebildet wird. Bei den Spezies Mensch (Misrahi et al.,
1987), Maus (Schott et al., 1991), Huhn (Conneely et al., 1986), Kaninchen (Loosfelt et al., 1986),
Ratte (Park und Mayo, 1991) und Hund (Latinga-van Leeuwen et al., 2000) stimmt die Sequenz des
Epitops vollstandig tberein, Unterschiede im Hinblick auf Isoformen des PR bestehen offensichtlich
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ebenfalls nicht. Mit diesem Antikorper werden somit alle drei Isoformen nachgewiesen (s. S. 23), so
dass eine Aussage Uber den Gesamtrezeptorgehalt gemacht wird. Da bei der Durchfiihrung der
Vorversuche beim Einsatz des isotypischen Kontrollantikdrpers kein Signal erhalten wurde, konnten
isotyp-bedingte falsch positive Ergebnisse ausgeschlossen werden. Aus den obengenannten Griinden
wurden hier keine weiteren Antikdrper ausgetestet.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

531 Nachweis von PR und ER

Zu allen Untersuchungszeitpunkten ergaben sich Farbereaktionen, die das Vorkommen
von PR und ER sowohl in den Luteinzellen als auch in den sonstigen Zellen anzeigten, wobei bei
den Luteinzellen im Hinblick auf die nukledre Reaktion zwischen ,positiven* und ,schwach
positiven® Zellen differenziert werden konnte. Daneben ergaben sich auch zytoplasmatische Signale.
Weiterhin zeigten sich, bezogen auf die Lokalisation, Unterschiede in der Dichte rezeptorpositiver
Zellen. Nur fur den PR liefl3 sich ein Bezug zum Zeitpunkt der Probenentnahme feststellen. Diese
Befunde weisen erstmals darauf hin, dass auch beim Hund den lokal im CL gebildeten

Sexualhormonen Progesteron und Estradibl€liie parakrine bzw. autokrine Funktion zukommit.

Diese Befunde liefern erstmals eine Erklarung fur die Beobachtung, dass bei der Hiindin
nach Anwendung hoch dosierter Antigestagene (Concannon, 1990; Blendingen, 1995; Hoffmann
et al, 2000), nicht aber bei niedrigeren Dosierungen (Gerres, 1991) eine verzogene Luteolyse
beobachtet werden konnte. Nachdem dieser Effekt bisher nicht Uber Interaktionen mit den
Hypothalamisch-hypophysaren Regelzentren erklart werden konnte, bietet sich nun an, eine direkte
Blockierung der Wirkung von Progesteron auf der Ebene des CL zu unterstellen.

Schwach positive und positive Luteinzellen: Die Intensitat der Darstellung nukleé&rer

PR und ER in den Luteinzellen liel3 eine Einteilung in zwei Kategorien zu: in schwach braun
gefarbte Kerne (schwach positive Luteinzellen) und in deutlich braun gefarbte Kerne (positive
Luteinzellen — s. Seite 49 und 53). Diese unterschiedliche Auspragung des Signals ergibt sich
einmal aus der Quantitat der Expression der Rezeptoren in den Luteinzellen, teilweise aber
auch aus der Gro3e der Zelle und des Zellkerns, die weitgehend von der Ebene abhangt, in der
die Zelle angeschnitten wurde. Die Auswertung der Gesichtsfelder wurde jedoch stets von der
gleichen Person durchgeflihrt, so dass die leicht subjektive Bewertung des Signals bei dieser
Unterteilung immer die gleiche blieb.

Fur die statistische Auswertung wurden zunéchst schwach positive und positive
Luteinzellen als eine einheitliche Gruppe positiver Zellen bewertet. In Erganzung dazu wurde
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zudem getrennt mit schwach positiven und positiven Luteinzellen gerechnet. Dabei ergaben sich
keine Unterschiede.

Zytoplasmatisches Signal: Neben dem nuklearen Signal zeigten die ER- sowie

PR-positiven Luteinzellen auch eine zytoplasmatische Farbung. Da die diffusen zytoplasma-
tischen Reaktionen nicht in den mit dem isotypischen Kontrollantikdrper inkubierten Schnitten
vorhanden waren, wurden sie als spezifisches Signal bewertet. Die zellulare Verteilung der
Steroidrezeptoren, insbesondere der PR, wurde von Guiochon-Mantel et al. (1991) genauer
untersucht. Ihre Ergebnisse zeigten, dass die nukleare Lokalisation der PR eine dynamische
Situation widerspiegelt, d.h. der Rezeptor diffundiert kontinuierlich in das Zytoplasma und
wird konstant und aktiv, d.h. unter Energieaufwand, zurtick in den Kern transportiert. Dieses
Modell steht in Ubereinstimmung mit der These, dass die Bildung des Hormon-Rezeptor-
Komplexes im Zytoplasma erfolgt (Perrot-Applanat et al., 1986). In der gleichen Studie ergaben
sich entsprechende Gegebenheiten fur den ER, wie sie bereits von Miller und Toft (1983)
beobachtet worden waren. Diese konnten auch zeigen, dass ein Energiemangel in der Zelle zu
einem Efflux von ER aus dem Kern in das Zytoplasma fuhrt.

Lokalisation der nukledren PR und ER: Bei vorliegenden Untersuchungen zeigte sich ein

signifikanter Unterschied (p < 0,004) in der Verteilung der PR- bzw. ER-positiver Luteinzellen
und sonstiger Zellen; so war die Konzentration in den Randfeldern hoher als in den mittleren
Feldern. Ein durch Austrocknung im Randbereich des Schnittes bedingter Artefact, der sich in
einer unspezifischen zytoplasmatischen und nukleédren Farbung zeigt, konnte jedoch durch die

gleichzeitige Beurteilung der Negativkontrollen ausgeschlossen werden.

Bei Erfassung der Korrelationen zeigte sich, dass die Progesteron-Konzentration im

peripherem Plasma positiv mit den PR-negativen Luteinzellen in der Mitte des CL und negativ mit
den PR-schwach positiven Luteinzellen am Rand des CL korreliert war. Die Tatsache, dass
entsprechende Korrelationen nicht fur die Gesamtzahl (Rand und Mitte) PR-negativer bzw. positiver
Zellen errechnet werden konnte, la3t mdglicherweise auf einen Gradienten der
Progesteronkonzentration im CL schlief3en. Auf einen solchen Gradienten deutet auch die spezifische
Anreicherungen steroidogener Enzyme in den Randbereichen hin (Nishiyama et al., 1999).
Moglicherweise weisen diese Befunde auf spezielle Regulationsmechanismen der
Rezeptorexpression bei hohen lokalen, die peripheren Werte um das 1000-fache tbersteigende
Ligandkonzentrationen hin (Misao et al., 1998b).

Corpora lutea aus den linken und rechten Ovarien zeigten keine signifikanten Unterschiede
(p > 0,05) in Beziehung zur PR- und ER-Expression, wie auch De Cock et al. (1997) fur die
ER-Expression am Ovar des Hundes feststellten.
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5.3.2  Zyklusbezogenheiten der Expression von PR und ER im CL der Hindin

5.3.2.1 Progesteronrezeptor

Die Expression des PR wies signifikante Beziehungen ( p < 0,001) zum Zeitpunkt der
Probenentnahme, d. h. zum Verlauf des Zyklus auf. So wurde ein Abfall der den PR-exprimierenden
Luteinzellen vom Tag 5 auf den Tag 15 nach der Ovulation und ein Anstieg ab dem 25.-35. Tag
nach der Ovulation festgestellt. Dieser Verlauf ist gegensatzlich zur lutealen Funktion, gemessen
an den Progesteronwerten im peripheren Plasma; d.h. mit steigender lutealer Progesteronproduktion
werden weniger PR exprimiert. Entsprechend verlief auch die Expression des PR in den sonstigen
Zellen im Lutealgewebe; d. h. auch hier wurde ein Abfall der Expression vom 5. zum 15. Tag nach
der Ovulation, gefolgt von einem Anstieg, beobachtet (s. Seite 47 und 48).

Damit ergibt sich fur den Verlauf der PR im CL der Hindin ein &hnliches Bild wie fur
den Verlauf der PR im Endometrium, wie es flr den Hund von Johnston et al. (1985), Lessey et al.
(1988), Donnay et al. (1995a), Dhaliwal et al. (1997), Vermeirsch et al. (2000) und Buttner
(2001) beschrieben wurde. Dort wurde einen Abfall der PR-Konzentration in allen untersuchten
Zelltypen des Uterus der Hiindin vom friihen (Tag 15 nach der Ovulation) zum mittleren Di6strus
(Tag 30 bis 45 nach der Ovulation), gefolgt von einem Anstieg im spaten Di6strus und frihen
Angstrus, beobachtet. In normalem Mammagewebe der Hiindin zeigte sich, dass die PR Expression
bei an6strischen Hindinnen am hochsten ist (Donnay et al., 1995b).

Auch bei der Frau konnte gezeigt werden, dass PR im CL exprimiert werden. Misao et
al. (1998a,b) bestimmten mittels RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) und
Southern blot die Expression der mRNA fur den PR-A und PR-B in Bezug zur Sekretionsphase
des Endometriums. Mittels Western blot wurde ergénzend festgestellt, dass PR-A und PR-B mit
der entsprechenden mRNA positiv korrelieren, wobei in jedem Fall die Expression von PR-A
dominierte. Fur beide Rezeptoren ergaben sich die niedrigsten mRNA-Konzentrationen in der
spaten Sekretionsphase nach bereits abgefallenen Progesteron-Werten. In einem gewissen
Widerspruch zu dieser Feststellung steht die Aussage, dass die Expression der PR-B mRNA
negativ korreliert war mit der Progesteronkonzentration im Serum, was in Ubereinstimmung ist
mit den eigenen Beobachtungen. Im Ovar und CL des Affen wurde dagegen vor allem die Isoform
PR-B nachgewiesen (Duffy et al., 1997), die im Gegensatz zur Situation beim Menschen in den
verschiedenen Stadien der Lutealphase relativ konstant exprimiert wurde; der PR-A-Gehalt war
vom Beginn der Lutealphase an niedriger als der PR-B-Gehalt und fiel im weiteren Verlauf weiter
ab. Dies fuhrte zu einer Erh6hung des Verhaltnises von PR-B : PR-A von der friihen zur spaten
Lutealphase, was darauf hindeutet, dass die Wirkung von Progesteron im CL von Verdnderungen
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im Verhaltnis der PR-Isoformen moduliert wird. Die eigenen Untersuchungen zeigen in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen beim Affen eine héhere Expression der PR in der friihen

als mittleren Lutealphase.

5.3.2.2 Ostrogenrezeptor

In vorliegenden Untersuchungen konnte eine Zyklusbezogenheit der Expression des ER
im CL der Hundin fur den Zeitraum vom 5. bis 45. Tag nach Ovulation nicht aufgezeigt werden.
Auf eine Zyklusbezogenheit weilt allerdings die positive Korrelation zwischen den PR- und ER-
positiven Luteinzellen (r = 0,466; p = 0,038) wie auch flr die sonstigen Zellen (r = 0,649, p =
0,002) hin. Es ist davon auszugehen, dass sich dieser Widerspruch bei Erhéhung der
Stichprobengro3e auflost. Der Befund lal3t jedoch unzweifelhaft erkennen, dass die Feinabstufung
der Expression der ER im CL ein Progesteron vermittelter Effekt ist, was in Ubereinstimmung ist
mit den im CL wahrend des erfassten Zeitraumes gleichbleibend niedrig verlaufenden Estradiol-
17b-Werten im peripheren Plasma. Der Befund einer positiven Korrelation der Expression des
ERa mit den PR im CL steht in Ubereinstimmung mit zahlreichen entsprechenden Befunden in
anderen Geweben, wie z. B. dem Mammagewebe von Hund, Ratte und Mensch (Baker et al.,
1992; Donnay et al., 1995a,b; Kurita et al., 2001). Auch im tumorésen Mammagewebe wurde
eine entsprechende Korrelation bestatigt (Donnay et al., 1995b). Bocklehurst et al. (1989) und
Vermeirsch et al. (2000) leiten daraus ab, dass das Vorhandensein von PR als Indikator fur das
Vorhandensein funktioneller ER dienen kann. Dies steht allerdings in einem gewissen Widerspruch
zu der klassischen Arbeitshypothese, dass sich die Aufregulation des PR aus der Aufregulation
des ER ergibt (s. Kap. 2.5.4). Méglicherweise wird daher die Expression von PR von oder tber
einem weiteren Faktor oder eine spezifische Isoform des ER reguliert (Kurita et al., 2001).

Anders als im CL wurde in den sekundaren Geschlechtsorganen eine deutliche
Zyklusabhéangigkeit in der Expression des ER beobachtet. Im Endometrium ist die Expression des
ER sowohl im glandularen und luminalen Epithel als auch im Myometrium wahrend des Ostrus
am hochsten und fallt wahrend des Didstrus deutlich ab, um zum spéaten Di6strus und frihen
Anostrus wieder auf hohe Werte anzusteigen (Donnay et al., 1995a; Dhaliwal et al., 1997; Hoffmann
und Biittner, 1998; Buttner, 2001). In Ubereinstimmung mit den Befunden im CL ist auch hier
davon auszugehen, dass sich im Hinblick auf die konstant im unteren Bereich verlaufende Estradiol-
17b-Konzentration die beobachteten Verdnderungen aus einer Downregulation des ER durch die
hohe Progesteronwerte im Di6strus ergeben. Es uberrascht daher, dass genau umgekehrt im
Mammagewebe der Hundin signifikante hthere ER-Konzentrationen in der lutealen Phase als im
Proostrus, Ostrus oder im Andstrus festgestellt wurden (Donnay et al., 1995b). Eine Erklarung fiir
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dieses Phanomen kann nicht gegeben werden. Allerdings kann nicht ausgeschlol3en werden, dass
es, wie Beobachtungen bei der Frau (Miller und O’Neill, 1987) und Kuh (Janowski et al., 2000)
gezeigt haben, in der Mamma zu einer aktiven Verstoffwechselung ovarieller Steroide kommt, die
eine spezifische Regulation der ER-Expression in diesem Organ gestatten wirde.

Inwieweit die Regulation der Expression der ER im CL von der lokalen Verfigbarkeit
von Progesteron und Estradioldldbhangt, kann derzeit nur spekulativ vermutet werden. Angaben
Uber die lokalen Konzentrationen liegen nicht vor und konnten auch bei Durchfiihrung der
vorliegenden Untersuchungen mangels ausreichenden Probenmaterials nicht durchgefuhrt werden.
Der Verlauf der Hormonspiegel in der peripartalen Phase legt jedoch nahe, dass luteales Estradiol-
17b gebildet und sezerniert wird (Hoffmann et al., 1992).

Kritisch muss angemerkt werden, dass die bisherigen Aussagen zum Vorkommen von ER
im CL beim Hund dadurch eingeschrénkt sind, dass bisher nur @euiRnicht auch der HR
erfasst wurde. So haben Untersuchungen am CL der Ratte gezeigt, dass nebea deandEBr
ERD, in allerdings deutlich niedrigeren Konzentrationen, durch RT-PCR und RPA (ribonuclease
protection assay) nachweisbar war. Damit ergab sich fur das CL eine andere Situation als fur den
Follikel, wo in den Granulosazellen eine 2-3mal hohere Expression desi&tRes ER gefunden
wurde (Tetsuka et al., 1998); die laf3t auf unterschiedliche, noch zu definierende
Regulationsmechanismen schlieBen. Beim Affen (Duffy et al., 2000) konnte in Ubereinstimmung
mit den eigenen Untersuchungen zwischen den verschiedenen Stadien der Lutealphase im CL
keine Veranderungen der BR1RNA und des Proteins nachgewiesen werden, die Expression des
ERb mRNA und des entsprechenden Proteins wies dagegen einen Anstieg wahrend der mittleren
bis spaten lutealen Phase auf, gefolgt von einem Abfall in der spaten Lutealphase. Die Autoren
schloR3en daraus, dass Progesteron hemmend auf die Expressior desviiiRen scheint, so
dass ein Verringerung der Progesteron Konzentration zu einer Steigerung der Sensitivitat des CL
auf Estradiol-1B in der spaten Lutealphase fuhren kann.

Bei der Frau fanden sich beide Isoformen wéhrend der verschiedenen Stadien der
Lutealphase zu gleichen Anteilen im CL (Misao et al., 1999). Die geringsten Konzentrationen
wurden in der spaten Lutealphase gemessen, zudem zeigten sich keine Anderungen im Verhaltnis

ERa : ERb wahrend des gesamten Zyklus.

5.3.3  Veranderungen in der Morphologie der Luteinzellen wahrend des Zyklusverlaufes

In den vorliegenden Untersuchungen konnten von Tag 5 auf Tag 45 morphologische
Veranderungen der Luteinzellen beobachtet werden, die sich vor allem in einer Zunahme

zytoplasmatischer Vakuolen zeigten. Dieses Phdnomen wurde bei der Hiindin bereits von Abel
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et al. (1975b) und Dore (1989) beschrieben und reflektiert eine physiologische Lipideinlagerung,
zu der es im Zusammenhang mit der Steroidbiosynthese kommt. Entsprechende Beobachtungen
liegen fur die Katze (Guraya, 1969), Kuh (Priedkalns und Weber, 1968), Stute (Levine et al.,
1979) und das Schwein (Mirecka, 1969) vor. Der Hauptunterschied zwischen diesen Spezies
und dem Hund liegt darin, dass bei der Hindin dieser Prozess langsamer und allmahlicher
erfolgt. Dies gibt den Luteinzellen die Mdglichkeit, sich an diese Situation zu adaptieren und
langere Zeit relativ intakt zu bleiben (Dore, 1989), bevor sie in die Apoptose Ubergehen (Leiser
und Meyer unverdffentlichte Daten).
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6 Zusammenfassung

Nachdem weder ein uterines Luteolysin noch ein Mangel an Gonadotropinen (LH,
Prolaktin) kausal mit der ab dem ersten Drittel des Diostrus einsetzenden Luteolyse in
Zusammenhang gebracht werden kann, lag vorliegender Arbeit die Arbeitshypothese zugrunde,
dass auch beim Hund — analog zur Situation bei anderen Spezies — luteale Steroidhormone als
parakrine/autokrine Faktoren eine Rolle bei der Steuerung der Corpus luteum Funktion spielen.

Da eine solche Wirkung an die Expression spezifischer Rezeptoren gebunden ist, war es
Ziel vorliegender Arbeit im Hinblick einer Verifizierung der aufgestellten These, die Expression
von Progesteron- und Ostrogenrezeptoren im Verlauf des Didstrus im Corpus luteum ingravider

Hundinnen zu erfassen.

Die Untersuchungen erfolgten immunhistochemisch unter Verwendung spezifischer

Antikdrper und Einbeziehung externer und interner Kontrollen.

Bei jeweils 4 Hindinnen unterschiedlicher Rassen wurden an den Tagen 5, 15, 25, 35
und 45 nach der Ovulation die Ovarien mittels Ovariohysterektomie entnommen, die Corpora
lutea separiert, und fur die Immunhistochemie in 4% Lilliformol fixiert und anschlie3end in
Paraffin eingebettet. Bm dicke Schnitte, aufgezogen auf mit Aminopropyltriethoxysilan
beschichtete Objekttrager, wurden durch eine Xylol-Alkohol Reihe entparaffiniert, rehydriert
und zur Demaskierung der Epitope einer Mikrowellenbehandlung mit Citratpuffer unterzogen.
Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase folgte eine Uberschichtung mit Wasserstoffperoxid
in PBS-Puffer, zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen die Uberschichtung mit
inaktivierten Pferdeserum; es schloss sich der immunhistochemische Rezeptornachweis an. Zum
Nachweis von Progesteron- und Estradiob-Rezeptoren kamen Antikérper aus dem Klon
10A9 bzw. 6F11 zur Anwendung. Externe Kontrolle war Uterusgewebe vom 15. Tag post
ovulationem, interne Kontrollen waren die periluteal liegenden Follikel. Zur Uberpriifung
unspezifischer Bindung an caninem Gewebe wurden in jedem Test zusatzliche Schnitte mitgefuhrt,
bei denen der spezifische Primarantikdrper durch einen “nonsens” Antikdrper aus dem Klon 7T4-
1F5 bzw. CBL-600 in entsprechender Endverdiinnung des Proteins ersetzt wurde. Die
lichtmikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte bei 400-facher Vergré3erung.

Pro Hund wurde ein Paraffinblock, d. h. ein Corpus luteum, herangezogen. Von diesem
Block wurden 3 Schnitte gefarbt. Ausgezahlt wurden je nach Schnitt 13 bis 21 Gesichtsfelder,
wobei einem imaginédren Kreuz gefolgt wurde. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon 1993).

Zu allen Untersuchungszeitpunkten ergaben sich Farbereaktionen, die das Vorkommen
von PR und ER sowohl in den Luteinzellen als auch in den sonstigen Zellen anzeigten, wobei
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bei den Luteinzellen im Hinblick auf die nukleare Reaktion zwischen ,positiven” und ,schwach
positiven* Zellen differenziert werden konnte. Daneben ergaben sich auch zytoplasmatische
Signale. Weiterhin zeigten sich, bezogen auf die Lokalisation, mehr positive Reaktionen in den
Randfeldern als in den mittleren Feldern. Nur fir den PR liel3 sich ein Bezug zum Zeitpunkt der
Probenentnahme feststellen, obwohl die Expression des ER positiv mit der des PR korreliert
war. Die Progesteronkonzentration im peripheren Plasma korrelierte negativ mit der Zahl der
PR exprimierenden Luteinzellen und sonstigen Zellen. Diese Befunde weisen erstmals darauf
hin, dass beim Hund den lokal im CL gebildeten Sexualhormonen Progesteron und Estradiol-
17b eine parakrine bzw. autokrine Funktion bei der Regulation der CL-Funktion zukommt.
Inwieweit die Regulation der Expression der ER und PR im CL von den lokalen Verfiigbarkeit
von Progesteron und Estradiolkdl@bhangt, kann derzeit nur spekulativ vermutet werden.
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7 Summary

In the dog neither an uterine luteolysine nor a lack of gonadotropins (LH, Prolactin)
seem to be functionally correlated to luteolysis which commences after the first third of
diestrus. As a result of these observations the hypothesis was developed that in the dog, as in
other species, steroid hormones of luteal origin act as local paracrine/autocrine factors

controlling luteal function.

In order to test for this hypothesis the present work deals with the determination of
progesterone and estrogene receptors during the course of diestrus in corpora lutea of non-pregnant
bitches. Immunhistochemical methods were applied using specific antibodies and adequate external
and internal controls.

Four bitches of different breeds were ovariohysterectomized on days 5, 15, 25, 35
and 45 after ovulation, corpora lutea were separated from the ovaries obtained, fixed with
Lillie formole (4%) and embedded in paraffinféh thick slices were placed on slides coated
with aminopropyltriethoxysilane. The samples were then deparaffinized and dehydrated by
treatment with xylene and alcohol, followed by a microwave treatment in citrate-buffer for
retrieval of epitopes. Endogenous peroxidase was inactivated by treatment with hydrogene
peroxide in phosphate buffered solution, unspecific binding sites were blocked by incubation
with horse serum prior to performing the immuncytochemical reaction. Antibodies derived
from the clones 10A9 and 6F11 were used for detection of progesterone and estriadiol-17
receptors, respectively. Uterine tissue obtained from a bitch 15 days after ovulation served
as external control, follicles in periluteal position served as sample inherent (internal) controls.
To test for unspecific bindig in additional control samples the specific primary antibody was
replaced by a nonsens-antibody derived from the clones 7T4-1F5 and CBL-600, respectively.
Nonsens and primary antibodies were used in the same dilution. All slides were evaluated

using a 400-fold magnification.

Evaluation was restricted to one corpus luteum per dog. From each corpus luteum 3
slides were prepared, evaluation followed an imaginary cross yealding between 13 to 21 views
per slide. The program BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon 1993) was used for statistical
evaluation.

At all time-points investigated positive staining reactions were observed, indicating the
presence of progesterone and estradiol receptors in luteal cells as well as in other cells. In respect
to luteal cells a distinction was possible between positiv and weakly positiv nuclear reactions.
Luteal cells also showed a cytoplasmic signal. There was a higher incidence of positive stained
cells in the periphery and only the expression of the progesterone receptor was correlated to the
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stage of cycle. However, expression of the estrogene receptor was also positively correlated to
the expression of the progesterone receptor. Progesterone concentrations in peripheral plasma
were negatively correlated to the number of luteal cells expressing the progesterone receptor and
the other progesterone receptor-positive cells.

These are the first results indicating a paracrine/autocrine role of progesterone and
estradiol in the regulation of luteal function in the dog. The observations warrant further studies to
test for control of the expression of progesterone and estrogene receptors in the corpus luteum and

the role of local luteal hormone concentrations.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Einzelergebnisse der Auszéahlung der Gesichtsfelder: Darstellung von

Progesteron-rezeptoren im CL der HUndin.
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_a + 3311191365  + 21 511 79 +  [29181012 7O
+ 2717181748 + 2721018 46+ [27]191316] 47
g L1
BAgia Ol OTE2 SCHZ 16.02.00 Asta Ol OT52 SCH3 'I'-".E.'Eﬂ' Agla O DTS SCH4 17.02.00
Abrsciute Zahlen Lutealr | 88 Luteatr | =0 7 Luteslz, | sa Z
Gesichusleider | zytSig [+ [ [ [+ | oytSig HIeL b sig oL | I
Rand 1 + 13%31 1421  + 34 91214 + 201014200 44
Rand 2 +- 1d111g14d2d  +- 14121310 + 12231419 28
1 + 1119151229  + 1114 g a5 + |2@181315 a1
4+ 1320182630 +- 11]1614 + (22121217
- 3 +- d1Z143540 + 211315 g z% +_ |2713 419
i v 1Az0161228  +  [19141210 + | @115 9
5 +- 1811161327 +- %1%1311:: agd + [181217 &
g4  + 191116 236 +  dwdirdy] ad  + 13141311 25
L +- 241213 1 + (1131024 59 + 121615 8 30
g v A + 13121315 +_ |1022 912 33
FRand 1 + 18 8161 19181412 37
Rand 2 +- 1413161 + |37 31&1 34
1| + 191113 1 * 17 8131
Vertical C 4 1320101 « 1812232
; +- 16181713 +- |17 81510
- 2510191224 - 17121417
q 1 I

zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal
Lutealz = Luteinzellen
so, Z. = sonstige Zellen

- = kein Signal

+- = schwaches Signal
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Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
OT = Objektrigernmummer
SCH = Schnittnummer
+ = mabiges Signal

++ = deutliches Signal



Anhang

9.1.2 Tag 15 nach der Ovulation

-

Rejca O OT31 SCH2 151199 | Rejca O OT31 SCH3 15.11.99 | Rejca 01 OT31 SCH4 15.11.89
Apsoiute Zahien Lutealz | s0.Z Lutealz | 30 2
Gesichisfelder | zyt. Sig. tog + -F F [ | zpesg o+ -F F
E_‘L . i dad 40| 30 +
2| + +  [1113242630 +
1] * * ;ﬂ‘r Hﬂ?izﬂ. -
41 + : + 1\ 193021  +-
Horizon- i+ . + 13 20 45 18
tal d + . +
ﬂ + M| 20 #
% + a8 18 +
+ 7 625 +
;| |
Rand 1 + |16(1520 29 300 +
Rand 2 + 14 19 29 39  +
1]+ o1120 30 23 -
4 «+ 1 33 27] +
Ctiond g + %2& B+
4 + 13 300 44 17]  +
g + 1219 35 28] +
3, + |111524 27 28( +
+ ﬂuj‘_‘ﬁ .l’_lir_"..:ﬂ +
E| | |
Fee Off OT79 SCH2 200500 | Fee O
Absolute Zahlen 80 Z
Gesichistelder | zyi Sg. [+ B~ | | oyt Sig + P=-F b B | o Sig B+ L B
E1 v+ |1812312 18 54 ++ |1@13214051 ++ [39 3132758
2| ++ |28 91 1% ++ 1111 dﬁ ++ |18 1122.3133
1 == 12 24 ok 1 El b E142ﬂ
_ 2 e 10 10 17 37]  ++ g122038 4+ EH 14 31, 30
LN 4 ++ (1513 o 24 e 10 192638 ++ 12 14 28 31
f' d ++ 31 7121580 ++ [1612 F12E1] <+ 131!:1!343153
d ++ |161517 2769 ++ |i710132587d ++  |20012152755
d ++ (141211 19 53 ++ 1 1862  ++ |19 111428 71
1
Rand1| ++ 3@%1421 gE ++ gadzgz] ++ 28102030 48
Rand2 | ++ 191 Ejm ++ |20 7142454 ++ 3011
| ++ [2d1 18 54 ++ [17101g183d ++ |31 g
Vertical ++ |18 1414 21[ 68 ++  [25151 w1711
3 ++ |1515 14 18 521 ++ [15 9132531 ++ 191317
++ |16 16 14 11 a4]  ++ 151512}2::44’ ++ 151813164
| 1 1
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Owvar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
s0. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = miiBiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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Anhang

Hhﬂiﬂﬁ&ﬂﬂgmﬂﬂ 'DiﬂTEEGHEI_I!‘H.H Kim Oli OTZ2 SCH4 09.11.99
Ansciuig Zahlen . | s & Lutealz | 80. £ 50 I
Gesichisfelder | zyt. Sig +Hﬁ L | sig + -k F [+ | oyt Sig. +HE$ .
Rand 1 - 4 ﬂugiﬂ +- %& 20018 - 7113 20 22 15
Rand2 | - 7113 32 17 +- d1ﬁ_z~n1 +- & 1118 23 17
| - 1 - 511%1 a4 - 2 212921
— d - 2['l 1 :ﬂ]ﬁ - ;dﬁ[gg qd - s & 1425 14
- 10 32 1 - 1 13 - 1] 1 16
m i - ﬂ%ﬂ 11 - 2161 14 - s d1627 11
a - %{ 15 34 : %1?7 g - 3 3;:1131_3;
- 1 %211 - 10 14 200 & 200 18 11
1
Rand 1 - 1:11 10 %15 .. o 16 22 1 +- 100 3%19 14
Rand 2 :1132” B : 31 1 : +- _1%111 17 14
1| 1 1 - zgﬁ ﬂ - 10
b ﬁ 1 16 - | A11234419 + 4 8 1
é + | 71d1 20 +- 14 24 - 4 929271
Nerbcal o108 31 o +- id_ﬂ 1 - 4 ﬂﬂ%
5 5 424 3712 - q fled241d  + | 6 620351
d = 1 - 168 18 1 o d 20 1
;1 +- | - al 14 1 21 100 715281
- 1 a1 1 - 13111 1 13 15 23 271
q A B A T

Patll O OT1 SCH2 4.11.8 | Pati Ol OT1 SCH3 16.11.90 | Patil Oi OT1 SCH4 18.11.59 |
Atsolute Zahien Lutealz | so.Z Lutedlz z Luteslz | 50 Z
Gesichisfelder | zyt Sig. [+ M- F | ot Sig [+ -+ b i Sig  P-F F I
Rand 1 ] 22l 4 & 14 16 - 3 g o 24/ 20 - 17] 4
Rand2 | <+ | 4112138 7 - 193916+ | 7 ?135%
IS ENEEEE 7131 - 7119 45 2
;}"“” d + | 7 412 24 7 4 10{ 26 261 135‘1
k| s 7 10 33 27] 4 7153523 16 41528 1
j 4 417128 71 - 71 321,30 +- 8l 10 24 33 16
Rand1| +- 1% 8 16 24 + |1 19 21 - 19 710034
Rand2 |+ 18 155 a - | § 5131817 - 1118 32 1
1 + 7l 11 E +- 712.‘4 2522  +- 5|1 25 1
. + 1 41| - 214 +- 1 37
e ﬂ + 1 _ﬁ% - 5 dﬂ?:lg - ai%ﬁzazd
s 16 30 - - |11 g13412
d + |32 2d 3 - [ - g 12034
_ 4 | | | | [ | |
zvt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Owar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal _ + = miiliges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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Anhang

9.1.3 Tag 25 nach der Ovulation

Rigke Ore OT25 SCHZ 18 1198 1nmmmm31911mhmﬂmumuﬂ
Abmplute £ahlkan Ludealr. | B0 £ 8o £ Lidegiz il
Gipsichishelder zﬂﬁﬂ_ +|:.F - o | oz Sag +r . Iyt Sig - | |
Rand 1 - 14 gzozTd + Hidza3d 21 -+  [17122338 24
Rand 2 + 13131204314)  ++ | 5131630 2 + 11511 36
1 + 7 2u41g + d11)1136 2 + 141216838 3
3 + 11| + A H22 271+ B1741 24
Horizon- E! + 11 91534 +- Fijz7ad 24+ (10111457 17
tal + 101 mzd +- g1a4 21  +  [11113042 20
I R iéﬁ%@d + 8 2138 1 - a1734 20
+ 11 6141931  + 14181923 2 « 134132131 23
* 16 6 « 12 am«:%_zj +  [10101543 17
Ra 1j #- WwioaTen + 11121428 27+ 12101732 37
Rand 2 + 1512102324  +  [1d1d1119 28+ 1
K + +  [1hE1733 1d -
* + 13101740 2 +
3 + + 7 #2128 2 .
- + Ai421[33 2 +
Verlical + + 1132032 20 +
i + + 1010171258 23 -
7 * + 181322 2 «
| . + (11 71228 29 «
q + . 4142219 33 +
1 + ++ | di4111d 3d  +
11 | |
Luca OF OT 43 SCH2 29,1169 | Luea 08 OT 43 SCH3 291,99 | Luca Ol OT 43 S(
Aneolule Tah Ludealr i so X
iGesichisfeidar mtsig -k LB | otsig | +-t L L | oyt sig
Fand 1 + 115112437  + d 41438 37 +
Frand 2 + 12 d162529 2+ 212 rad 28 +
1| + 17 g12232d  + |11 41044 33  +
A * 7i74d1d  + g1938 50 +
Horizon- a - 111 * J2H37 31|«
tal 4 . gﬁmﬁ + 71845 ad
+ 1ﬂ zqgg * a 71840 . 'IC
| . 13 51731 . 10 521/47 % ++ 813
3“ + 1011 . ijuﬂ 4 -
d.
Rand 1 + 1 g242d + |20 § 731 +
Fand 2 + T2043  + +
1 +* 101 + 11 +
F + 81 13_2&'1 + +
Vertical i * d1318271 + 1 *
* 16 a17231d  + +
5 + 5 512253 + |10 +
El + 11| E1637 + qu a1 +
7yt. Sig. = sytoplasmatisches Signal (i = Owar links Ore = Owvar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Dhbjekirfgemumimes
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schrittmusmmer

- =kein Signal  +- = schwaches Signal  += méiBiges Signal  ++ = dewtliches Signal



Anhang

Flg O T4 SCHZ 10.11.54 Fo O OT4 SCH4 6.11.99 Flo Ore OT16 SCH2Z 7.11.90
Absolute Zshlan Ludmalr. 50 & Lutaalz i Luteals g0 X
Emmg- isg [+ p-F L b |znSig b+ -F b b | znsig e -F | I
Rand 1 . 4 F14 2025 - 613173429 -+ B 414331
Rand2 | + 5 7122 12260 + |14 3102024 ++ 111&1:{19.%
. 1 ggﬁgrﬁ - 1 10(21/36 31  + ﬂﬁ%
4 - |1 3222431 + | 1 5203240 <+ | 0O S523261
Horizon- i - 2 J21/ 2426 + | 1 233430 ++ |0 igﬁ%‘
tal 4 + | 2 Z1did29 - 1 %;-:al:uizﬂ + 5 5 1
3 +- B 425 22 34 - 17 12zi2d  + 11{13%%
- 3 -421%% +- 0 92825423 + 1 g1 1
71« dz7i 23 24l + | o 243241 ++ 1] 15 14 25 1
B+ 1| 221 15':% - d 33fl2ga1 + | 1] 2
Rand 1 |+ 7 HM%MI + 7 2172d23 -+ 12 1%
Rand 2 - 3 d22 1 +- g 13%3& ++ I1::| 13
) 1| - 6 2128 + | 3 d133s3q  + 1 919181
rese A+ |3 41 + | 4 421/2435 ++ Hwﬁ'ﬂ
i - zi 2llzgr25 271+ |10 !1 130022 + zszﬁg
| Disisy O OT34 SCHZ 12.11.89 | Diaisy OF OT34 SCH3 12.11.99 | Daisy O 0T34 SCHS 15.11.99
Absdhute Zahlen Lutealz. | 802 0.2 Lutealz. | 50.Z
Gesichisfelder | zyt Sig [+ |- F | [+ [zyt ,+|+%_ 3
Rand1| ++ | O 616 25 30| ++ |18 9152423
Rand2 | ++ |18/10 8 27 31| ++ @ 17] 16 19
| e 1?13 12 %_H ++ 7 10 1522
E ++ 14 100 13 L EREREECRE
::I’"““"’ a + 15 511 1d 38 ++ | & 11153618
4 ++ |1 1]14,%:&!41 ++ |12 10 14 31/ 20
g ++ (18 715 23 28 ++ s 11 20 31| 23
d ++ |13 d12 2122 ++ | 7 71732
T
Rand1 | ++ |1 13 29 280 ++ [1Z211/20282
Rand 2 + 1ﬁ1iaﬂ +4 13101 zﬁza
A ++ |16 1516 26 26  ++ |11]12{ 1025
++ |11 7123 37 34 ++ |15 1%_919
v+ |18 918 22 31| ++ |15 91627
Nertical 4. + [171410 21 27  ++ 1%15{1532
g ++ (18 11(21020 220 ++ [11/131 +4 %!ﬁﬂl 1
8 ++ |13 812 26 46 ++ 9 24  ++ 5 91333
A + (14 614 19 31 ++ 1312242 ++ |10 8 92222
: + 1114]|1 25 ‘e 5‘111 %1% ++ 12111 11]122

zyl. Sig. = zytoplasmatisches Signal

Lutealz = Luteinzellen
s0. Z. = sonstige Zellen

- = kein Signal

+- = schwaches Signal
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Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
OT = Objektrigernummer
SCH = Schnittnummer
+ = miiBiges Signal

++ = deutliches Signal



Anhang

9.1.4 Tag 35 nach der Ovulation

Oda O OTE SCH3 11.11.98 Ocda Ol OTE SCHE 11.11.88 | Oda 08 OTE SCHS 12.11.98 |
Abucite Zahien Lteslz | s0. 2 | Lutealz | s0.Z Lutealr. nz_{
Gesichisfeider | oyt Sig [+ [+~ | | ztog v - | P | otsig b+ p-F F |
nd1| + |18 7142326 ++ 51?13%5&‘21’ + |z81513282
2| ++ 161618 24259 + 1720 24  + 1418112
|+ [1815 @ 34 19 ++ 15{15151??[ +  |17/15 1525 28
ﬁ + |1d1215 48 200 + 214184222 + 1413142720
. + 211117 40 300  + 13 r1451§ . 1H1ﬂ:q:s
Hozon ™4« (1@ adeg + [ %_%g - 1
§ ++ 17101 32 s 1214183418 -
g ++ (1214 9 2d 17 + mm:—:uzu%_-
1 ++ |14 18 ﬁm + (10 17401 +
]+ 1!1 a1 24  +- 122520 +
E
Rand 1| + Emm 23 1 + 1H1 30 25
Rand2 | + |13 813 23 21 + 14 12 10 201
|+ 13 17] + 2001523 28 31
4 + 19 100 8 24 1 + 19 1 1
i + 2;!11 14 37 q 111
Vertical + (17111 21 2
g L+ 17121 26 2
+= 15 14 14 33 1 ;
1 + [17] 514 28 1
g + |10 #1721
9 1
rmmummzzn.mh‘mmﬂﬁr;:ﬂ&gﬂﬂrm_ﬁﬂ:w
Abegoiute Zahlen Lutsalz. | 30 Z Libealz. | 50.Z |
Gesichisfolder | 2yt Sig I+ |- F [+ | zyt Sig. zyt Sig. fr #-F F [+
" Rand1] + (110 e2d 9] + + |15 1110 14 11
Rand2| + |12 + + 1410 gﬁ |
I E 14 1 + « 111210 249 21
. 1 1]+ + 7 14 18
““‘"W‘* i + 8 H ad 18« + 1114 23
4 + 1 25% + - 4 712131
ﬂ + 8 o 14 14 1 + + a 1 1
+ |1 713 26 1] + - dt114|ﬂ
-
Rand 1| + A2 25 21| + (19 7 s241 + 11 10 23 15
Rand2 |+ 5 ﬁzﬁn . 1) 11| 14 28 1 + 11 13 1901
1+ 131; 24 2 * g & 11211 + 7] 11 11|;§@
e + 18 31 200+ d g1 + [ 1
i + 1412 26 11| « 10151715+ 311 1%1:111]
4+ 1141924 16) + | 2101224 8 + 212 16 33 19
ﬂ + 2 %1% 1% 17] + %13 111‘1 + ﬂ] 51 :-,:1'1:1
I
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts

Lutealz = Luteinzellen
so0. 7. = sonstige Zellen
- = kein Signal

+- = schwaches Signal
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OT = Objektrigernummer
SCH = Schnittnummer

+ = mdilliges Signal
++ = deutliches Signal



Anhang

Fae O DTS SCHR 06 11.680 Fea CHi 0TS SCHI 09.11.59 Fmﬂlﬂi&ﬂﬂl-l-'liﬂﬁﬁj
Angolute Zahlsn Litealz | so Z | Luteatz |50 Z | uteaiz |50 2 |
Gesichastelder | oyt Sig  -F F P |otse w F-F F B [ aytsig + p-}F F B |
and 1 + [12018 73520 + H gzaz1  +«  |1En 1
Rand2| + |13 7 ﬁia 1% + 1217122821 + 311 31
1 + 513 8 291 - 1:113% 120+ 13 11 92417
4 - A28 o + |31 L EE 13_1HM
' _ﬂ . 1011 43 11] 14 10 1921 - 14 13 17 23
Honzon- + 10 740 18  +- 315135424 +- d 14 12 27 20
tal g + [11 1% 128 18  + [1712123271 + 10 11| 18 18
a + 71 1:13_1:1 + (141 11 10 21/ 23
+ | 11[ 111 18]+ 1 1 711 14 211
g + (1012102219 + 4 16 11) 24 1
.- Td?ﬂliﬂ + 711 d352
10
and 1 + & 11 ?:ﬁ% + 1813 1115 18
Rand2 | + |12/1 200 16+ 21 % %1%15
1 + ?}1 1 + 10012 1431 11
4 +« 1 35 11| + 1) 1122 161
| 4 + [121d 63013 + ﬂiﬂiﬂﬁ
Nertical a o+ (1115 2 317 - 13 g 22 22
+« |18 910 zjﬁ #- 12 8 821
C o+ |13 811 26 21| +- 1
+ |11 9 94028 + 13201
a + g8 7 18 21 +- 12 10 10 32 1
L1 1 I |
ﬁ-r}i SCHZ 17.11.98 ja 0l ; ja Ol OT36 SCH4 17.11.88
Absoiute Zahien Luteatz | so Z Luteatz |80 Z
Gesichisfelder | zyt. Sig. [+ [- - F |+ |2yt Sig e -F |
EE.T v |13 6 73024 ++ 14 4113425
2| ++ |18 § 4 23 ++ 15 9 3
1 ++ |14 #%31 ++ 111 120 414331
_ ﬂ ++ | a11 11 33 1 ++ (1012 11[2428 + 11 14 22 23
e ++ 101114 21 - ‘tﬂ%gﬁ . 12 1%
o ++ |20 721 33 ++ _1{1414 21+ 7| 14 15 21
g 4 7 @ d31% ee (1111 43420 ++ a augﬂ
3 ++ |18 5102218 ++ | 711 13::{13 + ﬁ'iﬁm
Rand1| ++ [1213 7/ 202§ +=+ g4 di4dad17 + |12 d A3g4
Randz | ++ 51:11%% w+ |1215 82728 ++ [1213 d2123
1 ++ 51312 | + 18 37 1 s+ |11 #1034 24
A s+ (23101 zda_ + 5 12 17 50 .+ qm%
brticad 4 o+ |15 14 ++ | 713 16 38 ++ H 14 10 22
d v 11118 aff2d ++ | Aii2dad A+ (1212131914
a s+ |16 ﬂ-m% ++ 1017 1?4?:1:]! + d%ﬁ
++ |13 311 ++ | B121353 + |11 81
++ ﬁﬁ A2y 24 ++ [11100173530 + d 71031 44
g [ | | |
zvi. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechis
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schaittnummer
- = kein Signal + = miABiges Signal
+- = gchwaches Signal ++ = deutliches Signal
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Anhang

9.1.5 Tag 45 nach der Ovulation
Pat Ol OTB SCHZ 17.11.98 Pat O OT8 SCH3 05,1199 Pat O OT8 SCH4 17.11.99
Abschule Zahlan Lifeslz. 50 I Lutgalz | 50 & Ligealz. | 50 £
Gesichisfelder | zyt Sig. [+ [+~ T b Sg @ P-F F r |optsig r - F F | |
iand 1 : 10 10 4!1111 - |13 17 113015 - 1:!13104:122
Rand 2 - |18 & ﬂ51|1 - g211 . 19 14| 16 44| 19
i - (151417 45 16 - 8 26 1 ﬁu{ = 18 12/ 13 48
Harizan- 4 - 11 100 18 37 19+ 2119048 8 - 24) 14 15 40
tal - (1312175829 - 1512 841 o - 17] 19 11| 54 27
ﬂ - J211313 4530 - (10171248 § - 15 11| 15 39 17
d . |1514{164024 - 1714 - 200 15 17 40| 34
| A
Rand 1 - 19 1717 a4 11| - 13 21 144341# - 18 17| 19 39 37
Rand2 | - [151314 2d 23 + [1410113111] - 15%132&13
| - 17] 15| & 40 FECEEEE 16 1 37 a1
ariicad d - |21 15|1352 +- 1%2115{«]14;, - |23 1414 46 31
4 - 1513 d3429 - [17 91555820 - 15111135%
d - |13z - |15 131:1&1'1{1 - 1315&1 49 2
g - [1515 14 H_Hl - I gsgz0 - 141814412
B || I I I
Luna O OT44 SCH2 301189 | Luna 0l OT44 SCH3 01,1299 | Luna O OT44 SCH4 01,1298
Absolute Zahlen Egl;:_ 0. Z Lutealz Lutealz | 5o
Gesichtslelder | zyt. Sig. #+ -k F [+  k-F F zyt Sig. ¢+ |- b L
Rand 1 1114/ 10 18 a4] - [1313 94835 + 2113143745
ol - |18 1112 21 a8 - (20 103534 + [1313 53432
i+ d 12 11 27 - 5 d1555827 +- g 18 1 313
. J - 71 13 10 77 - ﬂ%tﬂ:ﬁ'ﬂﬂ = 1 1H5?
::"m 4 + |10013 83368 - 51115‘341% +- 12 11
4 - Hiﬂ1ﬂﬁj1 - 5'13_1#31]3 +- 19 11
. g 7137y - 1012 *- 1
a - 7 o7 2358 - | 13141227 +- 1
1
Rand1| + |161013 3048 - [1613132 + 13 10(45
Rand2 | + (1901111 14/ 48 - 11 + 13 831
| - 121117 30/ 49 - 1%1:42113114? + |10 12 14 37 52
4 - 10 14§_g . 1:113%32 + |10 914 43 42
Vertical - 1 14 30 42] - 1H1n ag - 10 13 23 46 43
E[ . ﬂg11|3ﬂ5? - 12 93448 + |16 71334 46
4 - 1414 4 - [ 718 7a3g  + 151511#4953
q - :1:1141 44 - (1111002758  +-  [1413 10
7 L 1 1 HEN
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts

Lutealz = Luteinzellen

so. Z. = sonstige Zellen
- = kein Signal

+- = schwaches Signal
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OT = Objcktriigernummer

SCH = Schmttnummer

+ = miifiges Signal
++ = deutliches Signal



Anhang

—

Sinah Ore OT30 5CHZ 24 1199 |Sinah Ore OT30 SCH3 24.11 99/ Sinah Ore OT30 SCH4 25.11.95

Absolute Zahlan lz. | s0Z Lulealz | 80 2 Lutealz | s0 Z |
Gesichisfelder Iyl Sig. [+ L | oyt Sig [+ - | oyt Sig. [+ -F F B
Rand1| +- 181 26 +- |151011{3023 + |13 9 B4022
Rand 2 + 112314 ag2d + |17 7 11|33'31 +- 1%%11 ﬁg
| + A11 38 200 + 414 18 321 - H 34 29
+ 11 14 14 27 1 + g 717452q - 1 12 34| 25
Harizon a +- 1213 z% 13 + |1 E1ﬂaaaﬂ - ﬁaégﬁ
tal d + |11 712 2d 20 + 19 7144243 - HJU 25
5 + | 41110 ﬂ 14  +- CEEEEE:E 15 45
+ |13 & 6 27 18] + |1 1u1ﬂ51r + |1 12/ 26 2
a + 1% 712 44 17 +- 1%3141 21 - 2138 2
d
jRand 1 + 14 W29 31| - 16 12 7] 26 - 17] 5 & 3124
Rand2 |  + |15 8 9 34 + |16 4 s31/3q + 1514 8313
| +  [1110 12 24 + |1514 4373 + 1%1@35
2 +« [|1d 517 33 + 1211 A2e1d 1 1 12!&31[
Mertical i+ ﬂiﬁz{;ﬂ + d d153317 + daiet
4 =+ 9131224 + (1210 Ba031] + 3 1#%
5 + d 513 29 + |1[131d3025 +- 8 516
i +- 14 % 41 1 + a1 %ﬂlﬂl - 7 91%_2_!1,%
|
Gal Ove OT26 SCH2 211190 | G Ore OT29 SCHA 23 Gil Ore OT20 SCH4 24.11.99
Ansolute Lutealz, | sa Z |_urul: mz Ltealz |50 Z |
ichisfeider | zyt. Sig 1+ - L |+ |yl Sig [+ " ;m_gg_-pq-_.ll.h
%1 + |11 912 34 +- 11! a,ugauxq + |20 14 11]23 24
pand? | + |121 27 26  + %_gﬂ + (131410 41|22
[ + [13131 .:AJH + 1 ++ 11201131
4 + 1:{15 2 27 + Hidm + |11 madg
Horizon- 1+ (131610 24 22 + 1 mlauza + |15 8123132
tal 4 + 31? 100 34 31| - 71 14 17 30 + 12| 8 16 35 43
5 13141? 2d 13  + [11)18 1121 + 711319 35 22
q + 12(15( 30 41] + lg?zu:!z + 10 16 42 24
L 71710 21 27] + [1212 g223g + |1 1111;%
C|
Frand 1 r 1E 1011 24 300 + [ dzdg  + 2113 11[ 27 14
2| + |20 7 51928 + |18 3102631 + 10181
1| +- 15 1 23  + 5‘% + Tﬁg%
A4 + |1 18 26 240 + [12 21 + 124171229
3+ 14 25 40| + 213326 + |15 14 154527
Vertical a o+ 1g1il 16 30 36| + |14 7223525 + %143&1 a7
+ 910 H% v | d121a 4141  ++ |14 11) 1534 47
+- |11 14 i 29 + (112 11372y  « 14 813 21|27
4 + | d154 3321 + | 713192940 + [1110 g2
g + [1218 8 Hﬂf + |18 ?113&131|| + | 151613 ':-:5
|
Zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Owar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektriigernumrmer
s0. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = mibiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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9.2 Einzelergebnisse der Auszahlung der Gesichtsfelder: Darstellung von Ostrogen-

rezeptoren im CL der HUndin.

9.2.1 Tag5 nach der Ovulation

Asea Ol OTST SCHZ 28.02.00 Asta O OTET SCHI 28.02.00 | Asta Ok OTET SCH4 T8 0300
Abspluls Zarian Lideslr sa L Luteslr | 5o &
chisteider | oyt Sig + [ F |+ | o S ’
Rand1] ++ | 3 dﬁ 41 9 ++ 34 22 20
Rand2| ++ 1 26 17] 4+ 2234 2
|+ 0 344 61 ;a ++ 20
. + o 7 58 45 ++ 312
A - o a + 1| 7 3d 34 2d 4+ 40 27 %
a + 71720 22 2§ ++ 37 22
+ 3 1 +4 27| 35 37
ﬂ * A 724 4 ++ 2?'?3-3
Fi
Rand 1| + o 4 42 31| 1]  «+ g 14 171211 + A g3z n
Rand2| + A 451 35 11 + 21 1 + 11
|+ u1a§% d ++ | 5 iﬁﬁza + 1 83119
+ k' z1zﬂ . 5 4502818 + 10033 19 14
Vertical . 1| 238 41 + g7+ 2 743 24 20
4 + -i‘lllﬂﬁ 120+ 1 g21 « 4 5301424
§ + | 410353519 -+ g ik I :hgl%%
EEE 2 547 34 1 + 7@ 1814 + 113:]11
1 I | I | |
Pila O OT5S SCH2 01.03.00 | Pila O OTSS SCHI 010300 | Pila OHi
Absohute Zahlan Luigalz. | 50 Lifealz | =0 X
Gesichislelder | zy.Sig # -F F [ |ansgp -F F b |2t Sig
[ Rand1]| + 1 43 3 + |17 162838 .
Rand 2| +- 4 16+ |27 ﬂid_%ﬁﬂ +-
1|« |10 17 32 %gd + 13?% 4140  +-
. + 101331 19 43 + 131 1?3_»
o ﬁ « 111221 v 18392453 +
4 + | 71040 2523 + |1i13202817 -
+- 12{3g 2d 31| + [1020292 -
dg +- E 2 60l 43 1 + zg{mﬂ% .
T
Rand 1] +- 47 a2 1@+ | §1 %41 18+
Rand2| +- |1001 gﬁ% + (1421282438 +
+- 4]% 1] +- %m INIE2E  +
+- 1 ﬂ-ui 29 1] +- 1 3+
Wertical + |10 +- 1 271 +-
a + |13 1128 30 . 1H2ﬁ +-
]+ a 229 27 « |11 1H1 +-
a o 4 93418 | + 17 2]3::113 +- 2 Iﬂ“l
L 11
zyl. Sig. = zytoplasmatisches Signal Ol = Owar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objekiriigernummer
s0. 7. = sonstige Zellen SCH=.,"::¢]1nr:@umm:r
- = kein Signal + = méifliges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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Zora Ol OT52 SCH2 18.03.00 Eﬂﬂlﬂﬂi SCH2 16.00.00 | fora Ol 0TS SCHE 160300 ,
Abschuie Zahdan Liit@alr 50 L Lutealz | sa £ Liisalr | 5o L
Gesichisfelder |zt Seg + P-F F [ |zytsg [+ [-F P |atsig b | | B
Rand 1| +- | 81432 36 34 +- % gaf4d21 + | 415282341
Rand2| + [ @ ﬂiﬂﬁ% +- 11 Eﬂg + | 71516214
1| = ﬁ% - 1| 14] 45 47 1 += 13 2 27
Horizon- 4+ 182 i 6 13 39 34 e 1 15
tal 3+ (142124 1 +- H:ﬂ zﬁﬁ
j + |12 1 + |10 19 26 13 35
+- +- g_g%mn
q
Rand 1| +- +- 7 20 19 24| 34
Rand 2 +- 1 = 138 26 23 19
i o+ [1 +- |14 16 1521
Mertical 4+ + | 71822 24 44
4+ |12 « 1211 z1ﬁ
4 + ﬁ%ﬁ + 1117 19 24
5 [ 11
Maria Ore (YTH0 SCH2 22 05.00 | Mar Maria Ore QT80 SCH4 22 05 00
Absaiue Zahlen Ludaalr. Lidealz. | s0 &
Gesichisteider | zyt. Sig. [+ [+ | ztsg pr -1 |
Rang1| + |10 ++ |34 14 22 21| 41|
Rand2| + 45 ++ mﬂ%ﬁg
+ 1 ++ |15 14
Horizon- + [181 - %%zd g 21
tal « 211 ++ | 1512 19 13 40
+ |2718 ++ |18 1522 14 31
: + 1%1?‘ ++  |231620132
Rand 1|  + 1118 14 48 ++ |27 71518 ++ |22 1713 2
Rand2| + 1911 10 3 ++ 31:15_1-511?]45 e 17 11| 12 28
i + 281425 151&1 ++ 1910171239 ++ 151:21#:5
. + |19 16 19 1 ++ 1311 @21 +  [1812 1817
- + |72 e 1] 711 . aéjmﬁ
++ |25 11 12 31 -+ gﬂzﬂﬂﬂzﬂ s+ |21 12 16 17] 24
5+ 16 14 adi ++ ﬁm‘m ++ 41]|1 10 13 31
£
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektriigemummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = miiBiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal

108



Anhang

9..2.  Tag 15 nach der Ovulation

Kim O OT81 SCHR2 280200 Kimm O 0TS SCHY 280200 | Kim Ok OTE1 SCHS 28.02 00
Absolute Zahlen Lid=alr. 5O & Lutealr | so. £ Ludgalz, | &8 X
Eaaichtﬂﬁw _rw_+}:". - oyt Sg O p-p ;ﬂ.ﬁg+1ﬂ~-— T
Rand1| + 10028 40 14+ o 7laas020 + 2 10 21
Rand 2| + 16 27] 41 - 2 5425  ++ 1l 14 24) 28 22
1 + 12 25 58 1 + | o 5421 + 2 a‘zg[ul
— g + ﬂqﬂﬁ + 0 43654 o + 24 sa1a317
l + 1 4 40 69 1 + _3 5515510 + 3 g 21
4 1]12[_33%11} + 5]444%:%' ++ 1| 4 41|40 10
g + = [l 28 + | d seaed1d + | 312333121
3 + 1 848 a1/ 19 + d 555411 + o 17 24 38 27|
Rand 1| + 1 61 47) + ﬂ saB4021] < 31227 54 1
RandZ| + % + 7 21 - 1| & 45 44 1
| «+ d 11 1 + 4 121+ 1 549431
Vertical 4 + o 643 5039 + 4434516 + 1 ds1671
i+ 1| 549 59 14 + 4 7305420 + 1 1 1
4 + 01243 67 24 + 2 3545011 + u.;1 50 44 1
5 | | I
Heca U U 162 SGHZ 07 03,00 | Rajea O OToZ SCH+ O7.03.00 | Rejus OF OTAZ SCHS 07.02.00
Absolute Zahien Lusstz, | 30.7 Lutsalz_| s0. 2. Lutealz. | 50 Z
Gesichisteider | zyt.Sig - L [+ |oytsigfe =L L |t |oytSg e | | 1
Eﬂji + J 1841 41 a5  + 10025 5844  + 3 21) 40 42 41
2| + B 1541 44 54 + 21 37|64 + 32341|3a4§|
1|+ dmﬁi‘ + 31 4140;3 + 11132:415%
4 + |11 a1 + 11 31 + 13 17] 30935
S A+ [ 571 + 1 se 1141 30 63
4 + | d18 54 +- 513415858  +- 13_215;!395?1
+  |11/12/57 45 53 +- [1214/52427y + 20 43 45 58
"a . 7 13 500 47 50  +- 5 1746 35 67 +- 7 1151 42 54
1
Fand 1 * #2353 35 53 ++ 14 24 ++ T 21| 24 29 61
Rand2| + (10 7]40 24 40 ++ (131 ﬁgsd e 1nau2dzﬁ|ad
1 +  [1023 ﬁg + 21(45  ++ [15133828 37
Vertical + g 17 45 +e 1 37| 4 4 15144:12551
a + o 2141 24 51  ++ 1 31% ++ 17] 34 53
4 + 2030 25 54 ++ | @27303571 ++ |1021/3835
E| | [ | Bl
zyl. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
en. 7. = sonstige Fellen SCH = Schmittnummer
= = kein Signal + = miABiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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Pail O OT &0 SCH 2 1000300 PIII-DIiﬂTH_]_EGHEWLHM Patll Ok OT &0 SCH 3 10.03.00
Absolute Zahlen Lunmalr. so X Lutealr | s0 X so L
Gesichistelder | oyt 5ig. [+ - F | [+ zrt.au.whl-h m.mg_+h~_|1-+
Rand 1] + 71045 46 H 2+ |18 938 + 51321 33
Rand2| + 51121 43 27 + dwzz]za +  |241d1 "ﬂ
1 + (1118242 + |14 7 g . 7 1621 22 2
Horizon- 4 « di 41 + |14 + 41720 17,34
I - 01533 34 39+ 8 7 + 12 12 21 25 49
4 + dzza.}ad:m + |10 us:i 37+ 5 19 21 31 49
g %1?2 az% + 313382437 + 5 17/ 22| 18 60
C
Rand 1 + g 15 29 34 + 714202943 + 8 16 25
Rand2| + %m%ﬂj + 1617 3148  + 7|1a ﬂﬁ
1| + 17] 41 1 + g 18 151:!?%_4- 7 17] 29 35
g + | 111726 51| 41]  + 721 + 11133220 4
Merical + 312 45 4 + 7] 18 % + |13 5383542
4 + 8 937 4 + mﬁz} + qm 26 44
+ 719 22 32 + dis242550 + [1116 3130 57
+ 91620 49 50+ 5113 2347  +  [17]17]19 42
L I | |
Fise O OT81 5CH2 24.05.00 | Feo 06 OT81 SCH3 24.05.00 | Fee Ol OT81 SCH4 24.05.00
Absplube Tahlen Luiaalz. 50 & Lutealz | 50 Z Ligsalr | 86 Z
chtgfeider | zytSig b - F F B | oyt “ b-F F W |zyptoig o p-F F &
Rana1| + |17/2216 19 + ﬁja g 25 + |22 g 41150
Rand2| + |24 1818 17 ﬁ + 20 22 21 5& + |21 19018 24 44
|+ (231315 2048 + |2312 d2d47] + 25 d10 10 60
A + |20 741751 + 151131%35& + |28 T 7
g, 3 + 13 16 1 + 2%151 2648 + 21123%45
+ |1 15% + 1413_3.14 +  |231612 947
g +« [1410 15{% + 11 14 23 + |19 1112 12 58
d + |20 81414 + |24 171421471  + [211315 31, 56
A
Rand1| <+ |16 71152049 <+ [2511]241231 + 1411 13 48
Rand2| + 2220 7 1154 + 2714 d1 + 15 14 43
| + [ 11 7 1:14ql + 27101212 + |26 10 9 149 49
Verical A4+ |231018 24 61 + (19120151740 + 202013 1040
a + 161214 18 58 + zmagi:nsq + |21 1:!15]_53
+ |20 1 %1? + |18 122144 + 1#21% 30
g I | | l
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Luteals = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
s0. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = miilliges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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9.2.3 Tag 25 nach der Ovulation

Luea Of OTE7 SCH2 09,0200 | Luca O OTST SCH3 09
Absoluie Zahlen Lifeals 50 L
Gesichistelder Sig -k F B | ot Sg
Rand1| +- |11 939 48 37 +-
Randz| + 11173 47 +
1|+ 5 12 s +-
A+ 1d1§2&! ] +-
Harizon- A+ |141345 38 49  +-
tal 4 + 151338 3344 +
5 + |171523 ::.ﬂ 63 +-
H o+ d 15 a5 84 +-
M+ 820 42 42 61  +-
P
Rand1| +  [101 +-
Rand2| + |13 1134 41 +-
g +- :ﬁiaﬂ 46 61  +-
: #= 18 26 38 63 o
et 1 +- g 18 27 268 +-
+- 8 14 39 41 -
d + |10010 31 43 64 +
6 |
Flo Ol OTES SCH2 14.03.00 Fla (i DTES SCHY 14.03.00 Flo O OTES SCH4 14.03.00
Absplube Zahken sa & | 80 Z . |80 E
CGesichisfalder grl.ﬁg.-rE-E - ot Sig M- b b oF zﬂ.ﬁg.-hlsf Lk
and 1] +- |10 14{13 37 3§  +- A &0 A3 - 2 16 18 17 41
Rand2| + [1 17 26 37+ i 4202928 +  [131511[16 37
_ | =+ 19 28 49 +- §12 153438 + 7 9132547
i ﬁ v | 7 o2t a7 ad 22 + | 1 7202253
+- 1221 29 a7 +- 37430 +- 4 82524 42
d + |14 7iza3z2q + | 4 6203734 + | 3 917167
thuti + |131014 1936 + [11] s1g21/29 - 811 917 40
Rand2| + ﬁ‘mzﬁz? + | d 8111038 + |17 s1521 68
| + |11 o 18 38 +- A 14 181 *- g4 816 19 51
2+ 41518 2d 41|  + 72002149 +- 5 918
— 4 - 81315 3d 33  +- 10122158 +- g 11161
4 + | g102d 1950 +- 132434 +  [1213 161
g =+ A7 19 40 337+ A0 15 16 44] +- 6 13 15 10 51
o+ d 1123 34 44 +- g 7191742 +- 8 6241853
1 +- o 12{15 24 34 + 161641 + | 815112145
- g | | I
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektrigernummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = miiBiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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|
Daisy Cre OTAY SCHZ 19.05.00 | Dasy Ove OTEI SCHI 19.05.00 | Daisy One OTAY SCHA 16.05.00

Al oiute Zahlan Lutgatz. | &6 7 Lutealr | 50. 2 Ludealr. | so £
Gesichisfalder | zyt. Sig + [-F F © |z Sig o p-F | oyt Sig. b B-F L I+
Rand 1] ++ |15 10028 27 55 ++ [16200193734 ++ |17
Rand 2|  ++ 71114 14 49 ++ | 720019 + (131
|+ 131814 18 22 + qéﬂg ++ (141
++ | a1 17 34 + 1816163148+ [10131512 40
Homzon-™ 4 ++ | 31g1@ 2720 ++ [1515222640 ++ | 912191936
+ 1512 21 29| ++ [151517183% ++ 212 15 14 49
8§ ++ %m d 21 ++ 7113 1521 = 71 15 15 20 39
3 s+ | B1310 12 41 4+ 1% 1222 22 v+ | 21614 1647
|
Rand 1| ++ | 1412018 26 32 ++ |1 19 15 2647 ++ |23 121638 41
Rand2| ++ [17111d 2 ++ 1211102551 ++ |12/ 142427 34
] e (1312 21 4] e+ [1513172541] ++ |1 15 16 35 42
- ++ 11621 17 a1l ++ [1d1711[29(s0 ++ | 4161125
++ 812 19 11 40 ++ 1118 g4d ++ 3l 15 20 25
++ 111012 21 ++ gfﬁ g1345 ++ | 8141920
g e 1%11 m%u 11111 1640 ++ | 711212560
| E| I
Rigke Ore OTE2 SCH2 18.05,00 | Riske Ore OTA2 SCHI 18 05 00| Riske Ora OT82 SCH4 18.05.00
Absolute Zahlan Lutealr. | $0. £ Lutgalz | sa. Z Lutealz. | 86 2
Gesichisfolder | 2yt Sig. [+ |-} | [+ Fh-E Lk lotsgp b | I
Rand1| ++ |12 91940048 ++ |18 8 4 ++ 4 6122035
Rand2| ++ 181114 3442 + [151413 ++ |13 10 15/ 34/ 35
1| ++ 1:11:1% 43 33 ++ (1211 & ++ 414 9 15 48
a ++ 7iz1l 17 40 38 ++  |11[181 z?g_ - d 15 16 32 25
s+ | 71815 1954 + 13 13 27 ++ 151{10_2_?43
“"”"m P 131111@434:1 + 814 1528 35  ++ 14 17|20 47
g «++ [10 g22 Eﬂg + 1215153428  ++ 1 29
H e+ 12 17 28 + 712142847  ++ 515 10 32 2
A ++ |1611)15 32 + tEEEEE 131#11214&1
d ++ (1319151440 + [11[1714 34 ++ 13 15 25 41
Rand1| ++ | 91211 mg +  |11]18 15 30 ++ 1%11 12 24 35
Rand2| ++ 1{1314 18 + 171102044 ++ |1 151 21| 37
|+ 41_5131 21 69  + d1215383q] ++ | 815142840
iartionl | — ++ | 8168 16 + 710 14 37| 47]  ++ qn%%
B wr (121715 2048 + | d of151458 ++ 131?111 4
v+ 121211/ 3152+ 115194 e+ 1516 14 21
d ++ (151814 37 31 + |00 gd2d7g ++ | 7121437
£ i | [ | | |
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Ohjektrigernummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = medBiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal
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9.2.4 Tag 35 nach der Ovulation

Maja Ol OTSE SCHZ 06.03.00 | Maja Ol OT58 SCH4 06.03.00 | Maja Ol OTEE SCHS 07.03.00
Absciute Zahlen Lutealz | 50 Z Lutealr | 50 Z Lutealz. |50 Z
Gesichusieider | mytsg [+ -t | | |otsg e I | P |atsgle L | P
and 1| ++ 4 12 29 40 ++ d:qﬂﬂg ++ |11/18 18 32 2§
Rand2| + 3 738 58 1 - 11]2 ++ | 1121 21] 39 14
|+ 11528 22 3d ++ | 117234024 ++ | 621162724
e+ § g2n 32 2d 4+ 1] 2 31% =+ 5 10 10 34 21
_ 3+ 16 19 ++ 4] 36 26 ++ | 5152032 41
R4 » ﬂni 3 . 13272730 ++ | 523172521
g + 410 2 z_j *- 10| 30 + 4 20 26 26 1
d  + 2 25 19 zsﬂ + 21 + 21/ 14)2
1+ IIEELEY + 11 + iﬁﬂ'i
__5 - 1 12 34 g{ + o34203q + ﬁw 45
Rand 1] + 2 G4d 41 44  + o Blage324 ++ |11 17 17 44 45
Rand2| ++ 3103 a1 23  ++ g102831/30  ++ |1523 244131
e mﬂ% 1 7laslarad + 22113
\ertical d * 1|10 3% * o 4413821 + 25171
++ Eadmzj% ++ _a_i'.rﬂ-" ++ 19 24/ 29 33
j ++ | 41717 23 ++ 142712931 ++ |10 1%_1&21 37
A | I | I
Timiba Ol OT71 SCH2 08.03.00 | Timba Ofi OT71 SCH3 08.03.00 | Timba Ofi OT71 SCH4 08.03.00
Absoiute Zahign %L 50 | 80 L Lutesiz | sa 2
Gesichisfelder | zyl Sig. [+ L b W | zyt Sig - -*gft.ﬂ-lg.+|;v|:-'l'
Rand1| + 1 7132 48 16 ++ 1:41H3?25 + 5 § 2744 22
Rand2| + gﬁrgzd + 71 + 1716 21/33 39
1 = 1 1 33 a4 18 ++ 1115'14%51\ + B 13 23 44 27
barizon- + 826 30 21 «+ 1 5143147 + 21|27 37
Ral ﬂ + 3 28 43 28  + 4 gig234d + 100 23 39 31
d + 3 315 37 + (10010 14 + ﬂimﬂgﬁ
a4 + 11 19 44 + 13 17) 29 + 111621/ 39 40
&
Rand 1]  + 32 36 + |141313 + |1021] 18 30 39
Rand2| + | 101010 31 + |11 1014 1947  + aq:ﬂﬂi%g
+ 1%:2 Hﬁ + |1 1?% + a]:a1|zu
Wertical ﬂ + %1 12 29 + 13 14 + 131 E&%ﬁ
i + 10020 200 34 <+ 4171152235 + 5]5_2_9
+ |10 1211%25 + | 15 13 + 6 61723 46
i | | |

zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal
Lutealz = Luteinzellen

s0, 7. = sonstige Zellen

-= kein Signal

+- = schwaches Signal

Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
OT = Objektriigernummer

SCH = Schnittnummer

+ = miiBiges Signal

++ = deutliches Signal
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Fox Ol 0T84 SCHZ 73.09.00 | Fox Ol 0T84 SCHI 2309.00 | Fox Ol 0T84 SCH4 23 09.00
Absgdute Sahlen LualE. Fo L Lutealz | so X Ludmalz. so &
Gesichislelder | zyiSig + - F [ |zpsig fr -F L [+ |zytsig e w-b | | |
i Rand1| ++ |251011 30 654 ++ |2712{163d48] ++ |28 7/ 14/50 34
Rand2| ++ (181810 27 51| ++ [2314(103540 ++ |16912 1043 20
1| ++ l23201 g ++ é g112a3d ++ [31 g;ﬂ 51| 30
++ |34 20 44]  ++ gg:gm 3 ++ [19 7153634
Harizen- A ++ (141714 23 35 13 15 31 ++ 21121
tal 4 ++ 211818 2339 ++  [2A121 ++ (2314142
++ 10014 23 371 ++ |18 9171 ++ 141018
++  |241112 24 45 ++ 22134 #2141 ++ (1317143519
i ++ |26 100 14 26 44 ++ 1ﬂ11|1%2-ﬂ ++ 11!'15%51!3:1
Rand1| ++ |3410 o 3250 + [20011[1944/30 + |21/15 1330 44
Rand2| ++ gm d 34 a5 + (23 g 17414 ++ 7l 1546 23
1| ++ 1413 25 54 + [231317]2521] + 12 11| 17 28 33
A o+ |24 711 24% + 3114222919 + |17 101523 33
Vertical 4 ++ 301610 26 + |17 82002433 + |15 9201940
d ++ |28 a1020568 + (1110162121 + 15%1%? 4T
++ zﬁ_rz 500 2+ |1d11(232840 + 1314 153132
é ++ |27/15015 24 a8  + 1114 ulqlm. + |15 17 16 31/ 25
I NN I
Qla Ora DTS SCH2 16 05.00 Oxda Oira OTHS SCHI 10.05.00 | Oda One OTAS SCHL 19.05.00
Absolute Zahien Lutealz. | sa Z. Lteslz | s Z. Luseals | so 2
Gesichistelder | . Sig. v - | + b |yt Sig r p-F F Iyt Sig f+ -k L B
Rand1| + (151321343 + [1314302838 <+ |23 12155025
Rand2| + (211321342 + 2:!1:3{2_1%32' + |21] 5193342
- | -« gm 11 46 35 + 71d2dag27] + (181315542
Ll 4 + 191a3q3g[ + 1213233838 + (13 818372
1+ [1912 1% g 41| + 13131630 + 191:121[:11%
4 +  [171114 N + 1813153147 + (171151633
E|
Rand1| ++ (2811 1§ 1§ + 718194440 + 200 71538 33
Rand 2| ++ | 1918 14 38 31|  + Hmu:ﬁaﬁ + 1812 830
4 ++ |13 11 ﬂha + (2417174028 + 251914
_ ++ 1 23 + 15162252735 + 14 13 21
i ++ (131221 2 + |21 11|12373d  + 41013 30
| ++ |10 11| 28 + a3zezn]  + 121014
i - 111] 91151 23 « |17 14 2137 + 101 17]
— | TrL]

zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal
Lutealz = Luteinzellen
s0. Z. = sonstige Zellen

- = kein Signal

+- = schwaches Signal
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Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
OT = Objektriigernummer

SCH = Schnittnummer
+ = mififiges Signal

++ = deutliches Signal
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9.2.5 Tag 45 nach der Ovulation

Luna OF OT74 SCH2 020300 | Luna Ol OTT4 SCHI 020300 | Luna Ok OTT4 SCHS 02,0300
Abgcluie Zahlen Lutealz 80 2 5o £ | so. £
Gesichisfelder | zyt Sig. [+ -+ | W gﬂ.sig.wr-n-f L b | ztsig b+ - F
Rand1| + 31233 63 11 ++ | 1415224336 + 14151545 5y
Randz| + [16 817/ 38 30 ++ [11161 + |21 51845 50
|+ 16 14 + 4181 + 11113 25 44/ 22
Harizon- 4 + 100 21 + 1ir22d7d  + | 101221] 39 47
tal A+ 1H%qd4 + 4 11] 22 32 + d 15 28 37 61|
4 + 12018 52 54  + [141818 + |10 17 25/ 40 41
a + & 13 21 42 + | szg% + 8 16 23 31
Rand1| + 13 18 35 + 1120018 ++ |24 141 21
Rand?| + 1 ++  |2311)23 *+ -ta g
1 + gééaa ul + 101524 + |10181
Vertical 4 + 111316 4d 67 + 20| 28 60 + 141324
i o+ H24 13 25 564 + 12235340 + q 1526 53 48
ad «+ 3 20 5 + |12 10( 17/ 38 4 + ﬂﬂawm#ﬂ
El | | | | | ]
Pat O OT73 SCH2 15,0300 | Pai ONOT73 5CH3 1503.00 | Pat O OT73 SCH4 15.03.00
Absolule Zaklen ‘ Lurtaalz 50 Z Lutealz | =0 Z Lutealr | 50. Z
esichisfelder |zt Sg 1 - - [ |ztog o W-| [ I [znsgp p-F b P
Rand 1| +- |2 o0 60 28] +- |1g20(224338 +- 14 1
Rand2| +- |191 + 1214184128 +  |21/111
| o+ |1 [31 « |112002583433 + |222021
. A+ 111338 5148 + |1 zm%a&% 13 + | 200258 21
F’L"“““““ A+  |1522 31 37 34 +- 1§ﬁl arzal  + |12 3426
s 2215%%2& + 1142630 4131  + g 24|
g + |11 13_1 a4 + 1728154832 + [11/2625
d + |z01421 5321 + [1811 asiza' +- |24 20122 40 27
7 |
Endi + |1d27i1E6d 7+ 10 2 2::5?1:%
ndz| + [211521 5 - 18 18 20( 34/ 1
1 + |2241711 +- 13 17/ 22 32 52
Vertical A  +  [1223 28 49 34 +- 11| 20 27] 25 41|
4+ é:ilaﬁ' 40 27] - 16 1322 4
4 + |14 %? 47 38 + 15 21 183
|
zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts
Lutealz = Luteinzellen OT = Objektriigernummer
so. Z. = sonstige Zellen SCH = Schnittnummer
- = kein Signal + = miiBiges Signal
+- = schwaches Signal ++ = deutliches Signal

115



Anhang

Gl CHi DXT72 SCH2 17.03.00 Gl Oii OT72 SCH3 17,0300 Gil Ol OT72 SCH4 200860
jn_mmmz:r@ Lutealz. Ba L Luteaiz | sa X Ligealr. | 50 2
Gesicnisleider |zt Sg [+ -F F [ |atsig v p-F b J+ Iyt Sig ¢ p-p F
Rand 1]  +- d1125 47/ 3d + (23132030 - 16 36 48
Rand2| + (110021 24 42 + 1% 15 13 ﬁa +-
1 +- 4 9 3 +- 12 1 +=
F. 210 34 4 +-
oo o+ [ q12fad ag 3 -
3 +- 3 18 25 32 +-
+- %1& 16 37 30 +-
g o+ 141710 24 +-
Fi|
Rand 1| + |24 18 16 28 40  +-
Rand2| + (181119 35 33  +-
1+ [ 21 2 -
+- B 16 2 40  +-
Mertical +- 1212 1 -
*- 1 47  +-
g o+ |15 12 16 35 3§ +-
g+ 1325 32 45 +
1
Sinah O OT7S SCHZ 17.03.00 | Sinah OF OT7S SCH4 17.03.00 | Sinah Ol OTTS SCHS 16.03.00
Absolute Zshlen Ludealz. | so X |Lu|-|: aa 2 . | 8o
Gegichisielder zyt. Sig. + H m,ﬂg_i-l-lln—--lll- z_.r!_s.l-g_wﬁ-ﬁr-h
Rand 1| +- | 711423 50 40+ |11 gl206350 + [1611124
Rand2| + (1314 7/ 34 28 + [1612123718 <+ |181
| + |1@12011 4021 + [18 9184540 + (15151 51
Horizon e |12 191 3a + |111213 + |11 91
al + |12 éﬁ%aﬂ + (101213 + (19181
w |14 12 3d 4 + 101 21+ [131611
+ |18 10013 40 % +- 17,1642 19 +- 62
&
Rand1| +- | 211115 ﬁa 271+ |14 #1132 +- |15 1114 51
Rand 2| +- 12{11%3 + |14 13 20 54 + |16 & 642
1 +- [13 1001 f.ﬂg + (17 Eﬁﬂ +  |1817 4
A+  [181213 + |1710 daf24d + [1414124
Vertical 3 + 18111143234 + | g 9123029 + | 815323728
B +- |151613 26 27 +- 7 10 mﬂ + 11141 27
+ |1613 18 50 22  +- | 11/11]15 38 +- |17 #183029
% + |18 914 60 19 +- |10 1118 58 + |20 & qmzil
i l |
Oli = Ovar links Ore = Ovar rechts

zyt. Sig. = zytoplasmatisches Signal
Lutealz = Lutemnzellen
so. Z. = sonstige Zellen

- = kein Signal

+- = schwaches Signal

OT = Objektrigernummer
SCH = Schnitthummer

+ = miibiges Signal

++ = deutliches Signal
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