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2 Einleitung

2.1 Callithrix jacchus - der Weil3btschelaffe

2.1.1 In der Wildbahn

Callithrix jacchus ist ein Neuweltprimat mit rascher Generationenfolge, der in der Forschung
in vielen Bereichen fiir Untersuchungen herangezogen wird. Callthrix jacchus kommt in der
Wildbahn ausschlieBlich im nordlichen Brasilien, sowie um die groBen Stddte Brasiliens vor.
Die in der Wildbahn lebenden Callithrix-jacchus-Affen bilden Familienverbiande mit meist
einem, manchmal auch mit mehreren sich fortpflanzenden Weibchen, sowie einem
Paarungsménnchen. Die restlichen weiblichen Tiere im Verband sind wihrenddessen auch
vom sexuellen Zyklus her nicht aktiv (Lang 2005). Die Wurfgrofe der Callithrix-jacchus-
Affen in der Wildbahn ist ein bis zwei Junge, welche durch den Familienverband aufgezogen
werden (Lang 2005). Die Erndhrung der Tiere besteht zu einem grofen Teil aus Gummi und
Baumsiften, sowie Friichten, Insekten, Eidechsen, Eiern und kleinen Végeln. Wéhrend des
Tages sind die Tiere bis zu 70 Prozent der Zeit mit der Suche und Gewinnung von
Baumexsudaten beschéftigt, vor allem in der Zeit, in der Friichte rar sind (Lang 2005). Die

Suche nach Insekten beschéftigt sie die restliche Zeit des Tages.

2.1.2 In Gefangenschaft

In Gefangenschaft jedoch werden die Tiere meist als Pdarchen in Kéfigen gehalten, bei
dhnlicher Temperatur und Luftfeuchtigkeit wie in der Wildbahn. Jedoch ist der unermiidliche
Bewegungstrieb der Tiere durch das deutlich reduzierte Platzangebot sehr eingeschrinkt. Des
Weiteren bekommen die Tiere ihr Futter ad libitum in Form von gepresster,
kohlenhydratreicher, siiler Kost - ergdnzt durch frische Kost, wechselnd jeden Tag. Viele der
Tiere fressen somit deutlich zu viel bei viel weniger Bewegung als in der Wildbahn, sowie bei
deutlich kohlenhydratreicherer Kost. Dies hat zur Folge, dass im Gegensatz zu den in der
freien Wildbahn lebenden weiblichen Tieren, die ein Gewicht von durchschnittlich 256g
haben, die in der Gefangenschaft lebenden weiblichen Tiere in unserer Kolonie ein

Durchschnittsgewicht von 411g haben (Wedi 2010).

Ein weiterer grundlegender Unterschied zwischen den in der Wildbahn lebenden Tieren und
den in Gefangenschaft lebenden ist die Anzahl der Jungen pro Wurf. Callithrix-jacchus-Affen
konnen bis zu zwei Mal pro Jahr werfen, mit einer mittleren Schwangerschaftszeit von knapp

5 Monaten. Pro Wurf werden in der Wildbahn meist Zwillinge geboren, in Gefangenschatft,
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abhingig vom Gewicht des Weibchens, bis zu Fiinflinge. Die Fortpflanzungsfrequenz in der
Wildbahn kann in den nahrungsarmen Zeiten teilweise zu einem Ausfall eines Wurfes fiihren,
oder aber nur zu Einlingsgeburten. Die WurfgroBe in der Gefangenschaft ist mit dem Gewicht
und der Erndhrung verbunden (Tardif und Jaquish 1997), jedoch sind die genauen
physiologischen Hintergriinde bislang noch unklar. Doch die Anzahl an Ovulationen ist mit
dem Gewicht des Callithrix jacchus assoziiert (Tardif und Jaquish 1997). So war die
Drillingsrate im Jahre 2007 in unserer Kolonie bei etwa 65 % (Wedi 2010). Fiir Tiere in
Gefangenschaft sind jedoch auch andere Pathologien beschrieben, die unseren Ansatz
untermauern, wie inflammatorische = Verdnderungen des Intestinatraktes, sowie
Leberveranderungen, Cholezystitiden, Nierenverdnderungen und in 20 % der Ovarien eine

luteale Hyperplasie (Kaspareit et al. 2006).

2.2 Grundlagen der Reproduktion beim Callithrix-jacchus-
Weibchen

Callithrix-jacchus-Weibchen sind in einem Alter von 1 Jahr und 8 Monaten erwachsen und
voll geschlechtsreif und haben in Gefangenschaft eine Lebenszeit von durchschnittlich fiinf
bis sieben Jahren bei einer maximalen Lebenszeit von 17 Jahren (Tardif et al. 2008), wobei,
bedingt durch die Euthanisierung, sowie Einbringung der Tiere in Versuche, die

durchschnittliche maximale Lebenszeit nicht genau bestimmt werden kann.

Callithrix-jacchus-Weibchen haben einen durchschnittlich 28-tdgigen Zyklus, der nicht durch
eine Abbruchblutung gekennzeichnet ist. Somit ist die Bestimmung des Zyklus auf die
Hormonbestimmung im Blut angewiesen. Fiir die follikulére Phase gilt ein Progesteronlevel
von kleiner als 10 ng/ml, sowie groBer als 80 ng/ml postovulatorisch (Nievergelt und Pryce
1996). Callithrix-jacchus-Weibchen zeigen des Weiteren Ovulationen bis nahe ihrer

maximalen Lebenszeit (Tardif et al. 2008).

Da auch die Erndhrungsweisen in Gefangenschaft, sowie ein nahezu analoger Aufbau des
Gastrointestinaltraktes denen des Menschen sehr dhneln (Schlumbohm et al. 2005), kann
Callithrix jacchus als Modell fiir Untersuchungen, bezogen auf den Menschen, herangezogen
werden. Der Vorteil gegeniiber Altweltprimaten, welche ebenfalls in den meisten
medizinischen Bereichen wie Krankheiten und Lebensstil, insbesondere auch Ubergewicht
und Diabetes Mellitus, starke Ahnlichkeiten mit dem Menschen zeigen, ist die rasche

Generationenfolge (Tardif et al. 2009).
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2.3 Physiologie des Ovars des Callithrix jacchus

Das Ovar ist physiologisch einem 28-tdgigen Zyklus unterworfen, welcher durch die
hypothalamische-hypophysare-ovarielle-Achse gesteuert wird. Im Ovar selbst findet eine
etwa 12-tdgige follikuldre Phase statt, in der die Heranreifung von einem oder zwei Follikeln
bis zur Sprungreife stattfindet. Bei Callithrix-jacchus-Weibchen in der Wildbahn reifen in der
Regel zwei Oozyten heran, in der Gefangenschaft regelhaft drei. Wéhrenddessen liegen
immer mehrere Stadien der Follikelentwicklung parallel im Ovar vor. Die Follikulogenese ist
vor allem im Bereich der Follikelrekrutierung aus der Primordialfollikelreserve zu weiten
Teilen noch unklar (Adhikari und Liu 2009). Der Verlust der Primordialfollikelreserve ist die
natiirliche Begrenzung der Reproduktivitdt: fiir Tamarinen wird beschrieben, dass die
follikuldre Reserve mit dem Alter sinkt, es mit dem Alter weniger Tertidrfollikel gibt und
auch weniger der Follikel das Graafsche Follikelstadium erreichen (Tardif et al. 2008). Das
gleiche gilt auch fiir andere Spezies. Nach der Aktivierung einiger der Primordialfollikel
entwickeln sich die Follikel iiber das Stadium der Primérfollikel mit erstmals einer
Granulosazellschicht {iber das Sekundarstadium I, das Sekundirstadium II mit erstmal einer
Thekazellschicht, iiber das Tertidrstadium mit einem erstmals erkennbaren Antrum hin zum
Graafschen, sprungreifen Follikel. Auf dem Weg dorthin werden einige der Follikel der
fortgeschrittenen Entwicklungsstufen atretisch, da nur ein bis zwei Follikel pro Zyklus das
Stadium der Sprungreife erreichen sollten. Nach dem Oozytensprung entwickelt sich aus den
Resten der Sprunghiille, also der Theka und Granulosa, das Corpus luteum, das sich bei

fehlender positiver Riickkopplung durch hCG apoptotisch zurtickbildet.
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Grafik 1: Follikelentwicklung modifiziert nach ®Gray’s Anatomy (Bannister und Dyson 1995, S. 1864)

Im Laufe der Lebenszeit weiblicher Tiere findet eine langsam fortschreitende, ab einem
gewissen Alter expotentiell zunehmende Rekrutierung und Apoptose von Primordialfollikeln
statt, welche zusammen zu einer Follikelreservendepletierung fiihrt und damit die Menopause
einldutet. Callithrix jacchus jedoch hat vermutlich bis nahe seiner maximalen Lebenszeit

Ovulationen (Tardif et al. 2008).

2.4 Der ovarielle Zyklus des Callithrix jacchus

Die verschiedenen Stadien des Zyklus sind durch bestimmte Hormone stark beeinflusst: im
Stadium der frithen follikuldren Phase (FP) ist das Hypophysenhormon FSH vorherrschend,
welches auf die Granulosa der groBeren Follikel wirkt (Gore-Langton und Armstrong 1994;
Harlow et al. 1984) und dort die Produktion des Ostradiols fordert. Des Weiteren stimuliert
FSH iiber einen bis heute unverstandenen Mechanismus, der durch eine Verdnderung des
Glykolisierungsmusters gekennzeichnet sein konnte (Nayudu und Ulloa-Aguirre 2010), zumal
Primordialfollikel keine FSH-Rezeptoren exprimieren, die Primordialfollikelrekrutierung
(Adhikari und Liu 2009). Mit steigendem Ostrogenspiegel fillt durch negative Riickkopplung
zur spéten follikuldren Phase hin das FSH und die LH-Produktion und die Speicherung in der
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Hypophyse beginnt. Mit der Zeit bewirkt das LH die partielle Luteinisierung des
praovulatorischen Follikels, so dass es zu einem praovulatorischen Progesteronanstieg
kommt, der wiederum zusammen mit den Ostrogenen eine positive Riickkopplung auf die
Hypophyse ausiibt, worauf eine massive LH-Ausschiittung stattfindet. Im Zuge dessen findet
eine Luteinisierung der Granulosa statt, die wiederum anfingt Progesteron zu produzieren.
Nach dem Sprung der Oozyte am Tag 14 beginnt eine massive Angiogenese mit zeitgleicher
weiterer Luteinisierung der Granulosa und der restlichen Theka. Dies bewirkt einen massiven
Progesteronanstieg, sowie weiter einen leichten Ostrogenanstieg mit einer negativen
Riickkopplung auf die Hypophyse und damit einer Suppression von LH und FSH. In der
darauf folgenden Zeit produziert das CL vornehmlich Progesteron, um die intrauterine
Schleimhaut zur Sekretion zu bringen und um die Einnistung der potentiell befruchteten
Oozyten vorzubereiten. Fillt die Riickkopplung durch das im Falle der Einnistung
freigesetzten hCG aus dem direkten Umfeld der Oozyte aus, so wird das CL apoptotisch und
beginnt rasch seinen Abbau. Innerhalb von wenigen Tagen fillt damit der Progesteronspiegel
im Blut so weit, dass beim Menschen eine Abbruchblutung einsetzt, beim Callithrix jacchus
eine Riickbildung der Schleimhaut. Damit kann ein neuer Zyklus beginnen. Mit
fortschreitendem Umbau des CLs in Bindegewebe durch Apoptose und Phagozytose
(Goyeneche et al. 2002) steigt zum Ende der Lutealphase FSH wieder an.

Die Steroidhormonproduktion wird von allen Geweben des Ovars ibernommen. Alle Gewebe
sind in der Lage alle drei Klassen Steroidhormone de novo zu synthetisieren (McNatty et al.

1979), jedoch mit unterschiedlicher Kapazitit.
2.5 Steroidhormonsynthese im Ovar des Callithrix jacchus

Das CL nutzt vornehmlich LDL als Steroidsubstrat, um Progesteron als sein Hauptprodukt zu
produzieren (Usadi und Fritz 2003), doch produzieren die grofen Lutealzellen, wie auch
vermutlich die Paralutealzellen ebenso auch Androstendion und Ostrogene (Hild-Petito et al.
1989; Husen et al. 2003). Durch die eigene Produktion von Androstendion und durch die auf
den Lutealzellen vorhandenen Androgenrezeptoren erhélt das CL sich selbst am Leben, da die

Progesteronproduktion stimuliert (Goyeneche et al. 2002).

Die Granulosa als erste Zellschicht um die Follikel, die damit Primérfollikel sind, produziert
vornehmlich Ostrogene. Stimuliert durch FSH rekrutieren die Granulosazellen Lipoproteine
und Cholesterin, um Steroidsynthese zu betreiben. Auch dieser Mechanismus wird durch

Androgene gesteigert (Schreiber et al. 1984). Diese Ostrogene produziert die Granulosa
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vornehmlich, um ein Ostrogenreiches Milieu fiir den heranwachsenden Follikel zu schaffen,

da dies die Granulosazellproliferation braucht (McNatty et al. 1979).

In geringem Malle kann die Granulosa auch Androstendion und Progesteron produzieren
(Gore-Langton und Armstrong 1994; McNatty et al. 1979), jedoch vornehmlich, sobald die
Transformation der Granulosa in luteinisierte Granulosa erfolgt ist und damit die
Ostrogenproduktion nahezu zum Erliegen gekommen ist (McNatty et al. 1979). Auch die
Granulosazellen exprimieren den Androgenrezeptor (Goyeneche et al. 2002), jedoch gibt es

hierauf eine Androgenlevel-abhingige Reaktion.

Die Thekazellschicht, welche sich ab dem Sekundirstadium II darstellt, produziert
vornehmlich Androgene, welche als Substrat fiir die Ostrogenproduktion mittels der
Aromatase in der Granulosa gebraucht wird (Goyeneche et al. 2002). Diese
Androgenproduktion wird durch LH stimuliert (Gore-Langton und Armstrong 1994;
Magoffin 2004). Jedoch besitzt auch die Theka die Kapazitit alle drei Klassen an Steroiden
zu synthetisieren (McNatty et al. 1979).

2.6 Metabolisches Syndrom

Das Metabolische Syndrom ist fiir den Menschen definiert tiber die Kriterien der European
Group for Study of Insulin resistance 1999; diese Kriterien bestehen aus Insulinresistenz und
zwei oder mehr der weiteren Kriterien: zentrales Ubergewicht und Taillenumfang,
Dyslipiddmie mit erhohten Triglyzeriden oder erniedrigtem HDL, erhdhtem Blutdruck und
erhohter Niichternglukose (Gogia und Agarwal 2006). Fiir Callithrix-jacchus-Affen gibt es
keine eigene Definition des metabolischen Syndroms, jedoch einen Versuch der Schaffung
von Grenzwerten von Tardif (Tardif et al. 2009) und Schlumbohm (Schlumbohm 2008).

Hierbei werden die gleichen Kriterien angebracht wie beim Menschen.

2.7 Ziele

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Gesundheitsstatus der Ovarien des Callithrix jacchus in
unserer Kolonie zu untersuchen und zu versuchen zu verstehen, welche sowohl intraovariellen
als auch extraovariellen Faktoren mit dem Gesundheitsstatus der Ovarien in Verbindung
stehen. In diesem Zusammenhang untersuchten wir die Relation zwischen der Anwesenheit
und der Menge an CL-Gewebe in der mittleren follikuliren Phase, der ovariellen
Follikelreserve, der Induktion von Follikelatresie, der Steroidhormonbalance sowie der

systemischen Zusammenhdnge wie Gewicht, Glukosetoleranz und Fettstoffwechsel. Des
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Weiteren werden mogliche Zusammenhénge zwischen verfriihter ovarieller Alterung und dem

Metabolischen Syndrom beleuchtet.
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3 Material und Methoden

Alle tierexperimentellen Versuche wurden im Rahmen des Votums des Tierversuchsantrags

mit dem Zeichen 33.42502/08-01.03 durchgefiihrt.
3.1 Rahmenbedingungen zu den untersuchten Ovarien

Grundlegend fiir die Untersuchung waren die formalinfixierten Ovarien von insgesamt 48
Callithrix-jacchus-Weibchen im Alter zwischen 1 Jahr und 10 Monaten und 4 Jahren (Median
= 2,5 Jahre), die randomisiert in die Untersuchung aufgenommen wurden. Beurteilt wurden je
3 HE-gefirbte Schnitte eines Ovars eines Tieres. Die Tiere wurden fiir die Entnahme
entweder euthanasiert oder nach der Ovarektomie als sterilisierte Partner wieder
zuriickgefiihrt. Die jeweils zweiten Ovarien bzw. die anderen Anteile der Tiere wurden

anderen Experimenten zugefiihrt.

3.2 Entnahme der Ovarien

Durch Nievergelt und Pryce (Nievergelt und Pryce 1996) wurden die Progesteronspiegel fiir
Callithrix jacchus auf <10 ng/ml pridovulatorisch und bis zu 80 ng/ml postovulatorisch
beschrieben. Bei einem Progesteronspiegel unter 10 ng/ml in der Follikelphase, erfolgte die
Entnahme. Zur Entnahme der Ovarien wurden die Tiere 12 Stunden niichtern gehalten und
anschlieBend mit der Gottinger Mischung II (0,1 ml/100 g Tier) und Valium (0,05 ml/Tier)
anisthesiert. 10 ml Géttinger Mischung II bestehen aus 5 ml Ketavet” (Ketamin) + 1 ml
Rompun® (Xylzine) + 0,1 ml Atropinum sulfuricum (1 %) und NaCl 3,9 ml. Vor Beginn der
Operation wurden die Tiere vermessen und gewogen. Die Ovarien wurden sofort entnommen.
Im Falle der Euthanisierung der Tiere wurde ihnen im narkotisierten Zustand Herzblut bis

zum Herzstillstand abgenommen und damit die Tiere euthanasiert.
3.3 Préparation der Ovarien

Nach der Entnahme wurden die Ovarien in 3,5 % Formalinlosung fixiert. Diese besteht aus
35 % Formaldehydlosung 1:10 verdiinnt mit Phosphatpuffer (NaH,PO4 x H,O 4 g/ und
NaH,PO4 wasserfrei 6,5 g/L, pH 7,0).

Pro 1 cm?® wurden ca. 15 ml Fixierlosung eingesetzt und flir etwa 4 bis 6 Stunden bei RT
fixiert. Nach der Fixierung wurden die Organstiicke in Einbettkassetten gelegt und ca. 30 bis

60 min unter flieBendem Leitungswasser gewdéssert. AnschlieBend erfolgte die Einbettung
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iiber Shandon Hypercenter XP: zundchst in H,O bei RT fiir 2 h 30 min, dann in aufsteigender
Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %) bei 35°C jeweils 45 min
zweimal in Chloroform bei RT fiir 45 min und zwei Mal in Paraffin bei 60°C (1 h und
1 h 30 min). Jeder Schritt war gefolgt von je 30 miniitigem Abtropfen. Anschliefend wurden
die Ovarstiicke in einer Metallform ausgerichtet und mit fliissigem, 60°C warmem Paraffin

tiberschichtet.
3.4 Praparatanfertigung

Die in Paraffin eingebetteten Ovarien wurden als 5 pm diinne Schichten geschnitten und nach
warmem Wasserbad in der Reihenfolge des Schneidens auf beschichtete Objekttriger
(Histoslides) iibertragen. Darauthin wurden die Schnitte bei 42°C fiir 24 h getrocknet. Jeder
Schnitt zeigte das GefdB-Nerven-Biindel dem Verlauf nach angeschnitten, wodurch der

Verlauf des Schnittes durch die Mitte des Ovars sichergestellt wurde.
3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fiir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden jeweils drei Schnitte ausgewihlt, die minimal
50 um von einander entfernt waren, so dass Primordial- und Primérfollikel nicht zwei Mal
angeschnitten waren. Die Schnitte wurden zundchst in Xylol entparaffiniert (5 min, 2 min,
2 min), dann in absteigender Alkoholreihe rehydriert (100 %, 96 % jeweils 2 min, 80 %, 70 %
je 1 min). Anschlieend erfolgte die Waschung in destilliertem H,O fiir 1 min. Darauf folgte
die Versetzung mit Hdmatoxylin fiir 3 min, 10 miniitiges Waschen unter flieBendem Wasser,
5 miniitiges Einlegen in wissrige Eosinlosung und erneut Waschen fiir 5 sec unter flieBendem
Wasser. Im Anschluss folgte die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %,
96 %, 100 %) fiir jeweils 1 min und nochmals 100 % fiir 2 min. Nach dreimaliger Versetzung
mit Xylol (1 min, 3 min, 3 min) wurden die Schnitte mit DePeX mounting medium (Gurr™)

eingedeckt.

3.6 Aufnahme und Beurteilung der Praparate

Die HE-Farbung der Schnitte wurde als Basis fiir die morphologische Beurteilung
herangezogen. Alle Werte sind begriindet auf Absolutzahlen der jeweiligen Follikel pro Ovar
- die Follikelzahlen pro Ovar sind das arithmetische Mittel aus Zdhlungen von drei Schnitten
eines Ovars, die mindestens 50 um von einander entfernt waren und durch die Mitte des

Ovars gingen.
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3.6.1 Aufnahme und Vermessung

Die HE-gefarbten Schnitte wurden mit einem Inversmikroskop von Olympus mit 4-facher
optischer VergroBerung fotografiert und die einzelnen Bilder mit Adope-Photoshop 7.0

manuell zusammengesetzt.

Auf Grund der zum Teil schon in Paraffin fixierten Ovarien zu Beginn der Untersuchungen
konnte die Ovargroe nicht mehr ermittelt werden. Daher wurde die Schnittgrof8e durch die

Mitte des Ovars als Parameter herangezogen.

Die Vermessung der Ovarfliche des Schnittes und der luteinisierten Gebiete erfolgte als
Néherung mit der Ovaloidformel (m*a*b)/4, wobei a und b jeweils die senkrecht
aufeinanderstehenden =~ Durchmesser  darstellten.  Durchlocherte  Gebiete ~ wurden

ndherungsweise mit ImageJ 1.39u vermessen.

3.6.2 Beurteilungsdefinitionen

Als Primordialfollikel wurden Follikel ohne erkennbare Granulosazellen ausgezihlt. Follikel,
die mehr als zwei cuboide Granulosazellen um sich hatten, wurden als Primérfollikel gezéhlt.
Als Sekundérfollikel I wurden Follikel mit mehr als einer Granulosareihe ohne erkennbare
Thekazellschicht, als Sekundéarfollikel II Follikel mit mehr als einer Granulosareihe und
erkennbarer Thekazellschicht ohne Antrum gezdhlt. Tertidrfollikel und Graafsche Follikel
wurden zusammengefasst als Follikel mit erkennbarem Antrum und erkennbarer
Thekazellschicht. Die Grofle der Tertidr- und Graafschen Follikel wurde nicht vermessen, da
auf den drei ausgezéhlten Schnitten nicht garantiert werden konnte, dass diese in der Mitte

getroffen wurden.

Die Thekazellschichten der Sekundarfollikel II, der Tertidr- und Graafschen Follikel wurden
auf ihre Form beurteilt und unterteilt in Schichten mit flachen oder runden Thekazellen. Bei
der Betrachtung zeigte sich, dass die Ovarien deutliche Unterschiede in den Reservoirs an
Primordialfollikeln hatten. Ebenfalls fiel auf, dass bei vielen Ovarien Corpora lutea (CL)
und/oder Zellverbanden in Form von Corpora lutea ohne die von Fraser (Young et al. 1997)
beschriebenen Lutealzellen (von uns als kleinzelliges Lutealgewebe bezeichnet) vorlagen.
AuBerdem zeigte sich bei vielen Ovarien durchlochertes Stroma, sowie atretische Follikel
jeden Stadiums. Als atretisch wurden Follikel definiert, deren Granulosazellen keinen
Gewebeverband mehr darstellten. Die kleinen Uberbleibsel, meist in der Region des
durchlocherten Stromas angesiedelt, wurden durch eine Zona-pellucida-3- Farbung (ZP3) als

Oozytenrest verifiziert und darauthin ausgezéhlt.
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3.7 Immunhistologische Farbungen

3.7.1 Immunhistologische ZP3-Farbung

ZP3, als Bestandteil der Zona pellucida von Eizellen, wurde in einer immunhistologischen
Féarbung nachgewiesen, um die Eihiillenreste im Stroma nachzuweisen. Dafiir wurden die
Schnitte zundchst in Xylol entparaffiniert, in absteigender Ethanolreihe (je 2 mal 5 min
100 %, 90 %, 75 %, 50 %) rehydriert und in H,O destilliert gewaschen. Dann wurden die
Schnitte dreimal fiir 5 min in der Mikrowelle bei 600 Watt erhitzt und auf RT abkiihlen
gelassen. Pro Schnitt wurden 50 pl Serum-Blockierungslsung aus Histostain® Bulk Kit fiir
den primdren Antikérper Kaninchen fiir 10 min aufgebracht. Danach wurde der Schnitt mit
dem primdren Antikoérper ZP3 (Kaninchen-anti Mensch, Santa Cruz Biotechnology) 1:500
verdiinnt in PBS aufgebracht und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgten dreimaliges
Waschen fiir 5 min in PBS, Inkubation fiir 60 min mit dem sekundéren Antikdrper (aus dem
Histostain® Bulk Kit fiir den primiren Antikorper Kaninchen),10 min Inkubation mit Enzym
Konjugat (aus dem Histostain® Bulk Kit fiir den priméren Antikorper Kaninchen), wieder
dreimaliges Waschen fiir 5 min in PBS, dann Visualisierung mit AEC-Kit (DAKO) fiir
20 min und zweimaliges Waschen in H,O bidestilliert fiir 5 min. Die Gegenfarbung erfolgte
mit Hamalaunlosung (Mayers) 1:10 in PBS verdiinnt fiir 5 min. AnschlieBend wurden die
Schnitte je 5 min dehydriert in aufsteigender Ethanolreihe (50 %, 75 %, 90 %, 100 %), fiir je
5min zweimal in Xylol gegeben und daraus mit DePeX mounting medium (Gurr®)

eingedeckt. ZP3 diente als Nachweis fiir Reste der Zona pellucida - Teil der Oozytenhiille.

3.7.2 Immunofluoreszenzdoppelfarbung ZP3/ Ki67

Zona pellucida 3 und Ki67, ZP3 als Eizellhiillenbestandteil und Ki67 als Marker fiir
Proliferation, wurden in einer Immunofluoreszenzdoppelfarbung nachgewiesen, um nach
proliferierenden Granulosazellen in den verschiedenen Follikelphasen zu sehen. Dazu wurden
die Schnitte zunéchst in Xylol entparaffiniert, dann in absteigender Ethanolreihe (je zweimal
5 min 100 %, 90 %, 75 %, 50 %) rehydriert und in H,O destilliert gewaschen. Dann wurden
die Schnitte dreimal fiir 5 min in der Mikrowelle bei 600 Watt erhitzt, auf RT abkiihlen
gelassen und 50 pl/Schnitt Serum-Blockierungssolution aus Histostain® Bulk Kit fiir den
primdren Antikorper Kaninchen fiir 10 min aufgetragen. Es folgte die Versetzung der Schnitte
mit dem primédren Antikoérper ZP3 (Kaninchen-anti Mensch, Santa Cruz Biotechnology)
1:500 verdiinnt in PBS und Ki67 (Maus-anti Mensch, Novocastra™) 1:100 verdiinnt in PBS
mit Inkubation bei 4°C {iber Nacht. Die Schnitte wurden dreimal 5 min in PBS gewaschen

und mit den sekundiren Antikérpern (S11 Ziege - anti Kaninchen, Alexa Fluor 488 (griin)
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und S35 Ziege - anti-Maus, Alexa Fluor 594 (rot)) je 1:200 in Blockpuffer (10 % BSA, 5 %
FCS) fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Darauf wurden sie dreimal 5 min in PBS
gewaschen (im Dunkeln), eingedeckt mit Fluormount (DAKO) und in lichtdichten Késten bei
4°C gelagert.

3.7.3 Doppelmarkierung im Ventana Nexes (MHC-11/CD3)

MHC-II als Rezeptor auf den antigenpréisentierenden Zellen wie Makrophagen und CD3 als
Teil des T-Zellrezeptorkomplexes wurden nachgewiesen, um die entziindliche Aktivitit im
Ovar beurteilen zu konnen. Die Schnitte wurden entparaffiniert und in H>O bidestilliert
iberfiihrt. Die Antigendemaskierung wurde im Dampfkochtopf fiir 1 min mit 0,01 molarem
Citratpuffer (pH = 6,0) durchgefiihrt und anschlieend ca. 20 min im offenen Dampfkochtopf
abkiihlen gelassen. Die Schnitte wurden in H,O bidestilliert {iberfiihrt und anschlieBend im
Ventana Nexes nach folgendem Protokoll behandelt: 1.) fiir ersten Antikérper (MHC-II Dako
Code MO0775) 10min Inkubation mit Ziegenserum zur Blockade unspezifischer
Bindungsstellen; Titration des Primirantikdrpers in 1:500 Verdiinnung tiiber 32 min;
Detektion mit Ventana Enhanced Alkaline Phosphatase Red Detection Kit; 2.) fiir zweiten
Antikorper (CD-3 T-Zell Dako Code N1580) Titration fiir 32 min mit der Ready-to-use
Losung des Antikorpers; Fixation 2 min mit Glutaraldehyd; Detektion mit Ventana iVIEW
DAB Detection Kit; Gegenfarbung fiir 4 min mit Himatoxylin; Blauen fiir 4 min mit Blueing-

Reagent. AnschlieBend wurden die Schnitte nach aufsteigender Alkohlreihe eingedeckt.

3.8 Blutkollektion

Fiir die Messungen wurden Blutproben aus der follikuldren Phase (Progesteron < 10 ng/ml)
und Blutproben aus der Lutealphase (Progesteron > 48 ng/ml) verwendet. Die Kollektion der
Blutproben erfolgte routinemifBig zur Zykluskontrolle. Dazu wurden jeweils 200 pl Blut aus
der Vena femoralis entnommen, mit Heparin versetzt und ein Teil des Serums der
Progesteronmessung zugefiihrt. Der Rest des Serums wurde bei - 80°C bis zu den weiteren
Messungen gelagert. Zu den Messungen wurden Blutproben mdoglichst des Todestages oder in

zeitlicher Nahe zur Ovarektomie verwandt.
3.9 Hormonmessungen

3.9.1 Progesteronbestimmung

Das Serumprogesteron wurde mit Hilfe eines Enzymimmunoassays gemessen. In IgG-

beschichtete Plattenvertiefungen wurden nach 4-maligem Spiilen mit Waschpuffer (PBS,



3. Material und Methoden 18

pH =7,2) je 50 pl spezifischer Antikorper (1:25000 in BSA-Puffer verdiinnt, pH = 7,5), 50 ul
Progesteronenzymlabel (1:250 in BSA-Puffer verdiinnt, pH =7,5) und 50 pul Serum (1:30
verdiinnt in BSA-Puffer, pH=7,5) bzw. den Standardproben (50 ul, 2,5-250 pg pro
Vertiefung) gegeben. Die anschlieBende Inkubation bei 4°C lief iiber 18 h. Im Anschluss
erfolgte wiederum Spiilung mit Waschpuffer und Zugabe von 150 pul Streptavidin-Peroxidase
(2000 ng/20 pl verdiinnt in 16 ml BSA-Puffer). Nach einstiindiger Inkubation auf dem
Schiittler bei RT im Dunkeln erfolgte Zugabe von Stopppuffer (50 ul 2M H,SO4) mit
anschlieBender Absorptionsmessung bei 450 nm auf einem Plattenleser. Parallele Messkurven
wurden anhand von Progesteronstandards und -kontrollen durchgefiihrt. Qualitdtskontrollen

fanden mit jeder Messung statt.

3.9.2 Gesamtostrogenmessung

Das immunoreaktive Gesamtdstrogen wurde ermittelt, indem es mit einem Antiserum gegen
1,3,5(10)-Ostratrien-3,17p-Diol-17HS-BSA (Meyer et al. 1997) und Ostradiol-17p gekoppelt
an Meerrettich-Peroxidase (HRP) als Enzymkonjugat.versetzt wurde, das in Kaninchen
erzeugt wurde. Die Serumproben wurden 1:5 in Puffer (0,04 M PBS, pH = 7,2) verdiinnt und
je 50 ul in Doppelbestimmung eingesetzt. Die zu iiberpriifenden Proben und die Estradiol-17f3
Standardproben (50 pl, 1.9-250 pg pro Vertiefung) wurden zusammen mit Estradiol-HRP-
Enzymkonjugat (50 ul, 1:5000) und Antiserum (50 pl, 1:60000) iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach der Inkubation und dem Waschen der Platten wurde jede Vertiefung mit 150 ul HRP-
Substratldsung (3125 mg Tetramethylbenzidin in 250 pl Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)) gel6st
in  17ml  Substratpuffer (0,05 M Zitronensédure  mit 0,055 M Na,HPO,  und
0,005 M Hydrogen-Peroxid-Harnséure) bestiickt und anschlieend die Platten im Dunklen bei
RT fiir 60-90 min auf einem Schiittler inkubiert. Die Enzymreaktion wurde gestoppt durch
Zugabe von 50 ul 2 M H,SOy in jede Vertiefung und die Absorption wurde bei 450 nm auf
einem Plattenleser gemessen. Die Sensitivitdt der Probendurchfiihrung bei 90 %iger Bindung
lag bei 1,5 pg. Anhand der Ostrogen-Standards und Ostrogen-Kontrollen wurden parallele
Messkurven erstellt. Die Faktoren der Abweichung innerhalb der Probendurchfiihrung,
bemessen durch wiederholte Bestimmungen der hohen und tiefen Werte der

Qualitdtskontrolle, waren 18,97 % (tief - n=12) und 5,39 % (hoch - n = 12).

3.9.3 Androstendionbestimmung

Androstendion im Serum wurde durch den Enzymimmunassay DSL-10-3800 Active® Kit
ermittelt. In mit Ziegen-Anti-Kaninchen-Gammaglobulin-Serum  beschichteten

Mikrotiterplatten wurden die Seren 1:40 verdinnt in PBS (je 25ul) und 100 pl
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Androstendion-Enzymkonjugat (in Meerrettichperoxidase konjugiertes Androstendion in
BSA) und 100 ul Androstendion-Antiserum (in BSA) eingebracht. AnschlieBend wurden die
Platten fiir 1h bei RT auf einem Schiittler inkubiert und dann 5-malig mit
Mikrotiterplattenwaschlosung gewaschen. In jede Vertiefung wurden 100 ul TMB-
Chromogen-Losung (Tetramethylbenzidin in Zitratpuffer mit Wasserstoffperoxid) gegeben
und weitere 15 min auf einem Schiittler inkubiert. 100 pl Stopplésung (0,2 M H2SO4) wurde
zugegeben und die Absorption bei 450 nm auf einem Plattenleser gemessen. Die Messungen
wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt und anhand der Androstendion-Standards und
Androstendion-Kontrollen wurden parallele Messkurven erstellt. Die Faktoren der
Abweichung innerhalb der Probendurchfiihrung, bemessen durch wiederholte Bestimmungen
der hohen und tiefen Werte der Qualitdtskontrollen, waren 0 % (tief - n = 4) und 4,62 % (hoch
-n=4)

3.10 Weitere Serummessungen

3.10.1  Triglyzeridbestimmung

Triglyzeridwerte zur Blutfettbestimmung als Indikator fiir den Fettmetabolismus wurden mit
dem Roche MODULAR System am Gerdt ACN 781 bei Standardbedingungen bestimmt. Die

Proben wurden 1:2 verdiinnt mit PBS eingesetzt.

3.11 Glukosetoleranztest

Der Glukosetoleranztest wurde als Indikator fiir eine Glukosestoffwechselstorung der Tiere
eingesetzt. Die Tiere wurden dafiir iiber Nacht niichtern gelassen; zunéchst erfolgte eine
Blutzuckermessung niichtern mit handelsiiblichem Blutzuckermessgerit (fiir alle Messungen
das gleiche). Dann wurde den Tieren je 2 g Glukose / kg KG in Ldsung verabreicht.
Darauthin erfolgten alle 20 min weitere Blutzuckermessungen aus Kapillarblut bis 120 min

nach Glukoseverabreichung.

3.12 Trijodthyronin/Tetrajodthyroninbestimmung

Freies Trijodthyronin und freies Tetrajodthyronin wurden mit dem Modular Analytics E170
System bestimmt. Zundchst wurden 15 pl Probe und ein Ruthenium-Komplex markierter
T3/T4-spezifischer Antikorper inkubiert. Nach Zugabe von biotinyliertem T3/T4 und
Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln erfolgte die Zugabe von Antikorper-Hapten-

Komplex. Es folgte eine weitere Inkubation. Dann wurde das Reaktionsgemisch in die
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Messzelle iiberfiihrt, wo Mikropartikel durch magnetische Wirkung auf der Oberfliache der
Elektrode fixiert wurden. Danach wurden mit ProCell ungebundene Substanzen entfernt. Mit
dem Photomultiplier wurden die Chemilumineszenzemissionen gemessen. Mittels

gerdtespezifischer Kalibrationskurve wurden die Ergebnisse vermittelt.
3.13 Statistische Methoden und graphische Darstellung

Der Zusammenhang zwischen den einzelnen Messgroflen wurde in Scatterplots dargestellt
und weiterhin mit Pearson’s Korrelationskoeffizient r quantifiziert. r kann Werte von -1
(negative Korrelation) bis +1 (positive Korrelation) annehmen. Werte nahe bei 0 sprechen fiir
keine Korrelation. Zusétzlich wurde ein entsprechender Signifikanztest durchgefiihrt, der
priift, ob die Korrelation signifikant von 0 verschieden ist. P-Werte kleiner als 0.05 wurden

hierbei als signifikant bewertet.

Zur Darstellung wurden des Weiteren Boxplots und Balkendiagramme verwendet. Als
deskriptive Werte wurden Minimum, Maximum, Median, Standardabweichung, sowie erstes

(Q1) (25%) und drittes (Q2) (75%) Quartil angegeben.

CL-Gewebe, Quotient Primordial-/Primérfollikel, atretische Follikel, Gewicht, Taillenumfang
und Triglyzeride der Studiengruppen 1 und 4 wurden paarweise mit dem Mann-Whitney-U
verglichen. Auch hier galten p-Wert < 0.05 als signifikant. Alle statistischen Analysen
wurden mit Statistica (Version 8, StatSoft) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Einteilungsgrundlage

Auf den Schnitten der in der follikuliren Phase entnommenen Ovarien zeigte sich eine
unterschiedlich ausgeprigte Menge an luteinisiertem Gewebe als offensichtlichstes
Unterscheidungsmerkmal. Da in der Follikelphase diese Strukturen nicht zu erwarten waren,
wurde die Einteilung anhand dieser Strukturen vorgenommen. Des Weiteren erfolgte eine
Unterteilung in vier Gruppen. CL-Gewebe mit vorwiegend groBen Lutealzellen sind als
grof3zelliges Lutealgewebe beschrieben, CL-Gewebe mit ausschlieBlich kleinen Zellen als
kleinzelliges Lutealgewebe. Die Gruppen waren folgende: Gruppe 1 (G1) enthielt Ovarien mit
groBzelligem CL- und keinem kleinzelligen Lutealgewebe (n = 15); Gruppe 2 (G2) enthielt
Ovarien mit groBzelligem CL- und kleinzelligem Lutealgewebe (n=12); Gruppe 3 (G3)
enthielt Ovarien mit keinem CL- aber kleinzelligem Lutealgewebe (n = 15); Gruppe 4 (G4)
enthielt Ovarien ohne Lutealstrukturen (n = 6), soweit dies auf den drei mindestens 50um von

einander entfernten Schnitten erkennbar war. Da die Gruppeneinteilung qualitativ erfolgte,

gab es innerhalb der Gruppen deutliche Variationen in der Quantitit.

Tabelle 1: Verteilung der Gewebetypen innerhalb der jeweiligen Gruppen

Gruppe | Gruppen- GroBzelliges Kleinzelliges | Gesamtes CL- | Prozentualer
definition CL-Gewebe in | CL-Gewebe in | Gewebe in | Anteil am
mm? (Median/ | mm? (Median/ | mm? (Median/ | Gesamt-
Q1/Q2) Q1/Q2) Q1/Q2) schnitt
Gl Grofzelliges und | 5,62/ 2,21/10/0/0 5,62/ 2,21/ | 32,55
kein kleinzelliges | 11,59 11,59
CL-Gewebe
G2 Grof3zelliges und | 1,25/ 0,39/ | 1,21/ 0,48/ | 2,92/ 1.98/ | 20,53
kleinzelliges CL- | 4,19 2,17 6,54
Gewebe
G3 Nur kleinzelliges | 0/ 0/ 0 2,43/ 0,54/ | 2,43/ 0,54/ | 16,63
CL-Gewebe 2,94 2,94
G4 Keinerlei CL-|0/0/0 0/0/0 0/0/0 00,00
Gewebe

Die Progesteronmesswerte bei Entnahme lagen zwischen 1,5 ng/ml und 9,8 ng/ml mit einem

Median von 2,15 ng/ml (Q1 = 1,15; Q2 =4,3).
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FRTTRAE

Abbildung 2: Beispiel Gruppe 2 einer HE-
Farbung als Basis fiir grundlegende

Beurteilungen -

Ausschnitt auf nachster Seite
Abbildung 1: Beispiel Gruppe 1 einer HE-Farbung als Schnittgréfie G2 im Median: 14,26 mm?
Basis fir grundlegende Beurteilungen - (Q1=11,64; Q2 =17,46)

Ausschnitt auf nachster Seite

Schnittgréfie G1 im Median: 17,25 mm?2 (Q1 = 9,95;

Q2=26,12)

Abbildung 3: Beispiel Gruppe 3 einer HE-Farbung als Abbildung 4: Beispiel Gruppe 4 einer HE-
Basis fur grundlegende Beurteilungen
Schnittgrofie G3 im Median: 14,64 mm?2 (Q1 = 10,26;

Q2=17,63)

Farbung als Basis flr grundlegende
Beurteilungen

Schnittgréfie G4 im Median: 10,32 mm?
(Q1=6,52; Q2 =15,74)
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GroBzelliges

Lutealgewebe

Gewebe

Abbildung 5: Ausschnitt aus Beispiel G1: grol3zelliges CL

Kleinzelliges

Lutealgewebe

Gemischtes

Lutealgewebe

s ’
Py w..aﬂm..

Abbildung 6: Ausschnitt aus Beispiel G2: kleinzelliges CL-Gewbe
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Nicht nur die einzelnen CL-Gewebeanteile verdnderten sich iiber die Gruppen - auch die
Menge des Gesamt-CL-Gewebes nahm iiber die Gruppen von G1 zu G4 signifikant ab (M-W-
U-Test G1 zu G4 p<0,001). Auch die in G2 summierten Fldchen von groBzelligem und

kleinzelligem CL-Gewebe waren niedriger als in G1.

4.2 Follikelanzahl und -beschaffenheit im Zusammenhang mit
CL-Menge und Aktivitat

Zunichst werden nun CL-Zusammenhidnge auf Ovarbasis beleuchtet - spidter auch

Zusammenhédnge bezogen auf die Tiere in der Gesamtheit.

4.2.1 Primordialfollikel

Im Median (Q1/Q2) (G1=42 (29,33/54,33); G2=55,83 (34,83/77,67); G3="71,33
(28/152,33); G4 =143,17 (61/ 151,67)) war zu erkennen, dass in Gruppen mit grof3zelligem
CL-Gewebe der Median der Anzahl an Primordialfollikeln niedriger war als in der Gruppe
mit nur kleinzelligem CL-Gewebe. Sobald kein CL-Gewebe vorlag, war die Anzahl an
Primordialfollikeln noch deutlich groBer. Das Minimum lag in allen Gruppen auf nahezu
gleich niedrigem Niveau, die Maxima waren ansteigend. In Grafik 1 kann man sehen, dass die
groBte individuelle Streuung in G3 lag, hervorgerufen durch drei Ovarien mit einer
Primordialfollikelanzahl iiber 200, daher wurde das Maximum mit 270,33 nicht als Ausreif3er

gewertet (Max G1 = 163 (Extremwert); G2 = 129; G3 =270,33; G4 = 185,33).

300
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160 | +
140 | 0
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O
60 | .

| I l |
20 ¢t | O Median
€ L L L Dz
T Bereich ohne AusreiRer

O Ausreil3er
Gruppe # Extremwerte

Durchschnitt der Primordialfollikel

1 2 3 4

Grafik 2: Primordialfollikel, verteilt auf die jeweiligen Gruppen
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4.2.2 Primarfollikel

Auch nahm die Anzahl an Primérfollikeln mit der Zunahme an CL-Gewebe ab (Mediane
(Q1/Q2) G1=32,67 (24,67/46,67); G2 =48,67 (34,83/77,67); G3 =62 (21,67/ 106,33);
G4=65 (61/151,67). Nur eines der drei Ovarien in G3, die auch hohe
Primordialfollikelanzahlen hatten, zeigte ebenfalls hier eine deutlich iiber dem Median

liegende Anzahl an Primérfollikeln.
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Grafik 3: Primarfollikelanzahlen je Gruppe

Das Verhéltnis zwischen Primordialfollikeln und Primérfollikeln der Mediane lag in den
Gruppen 1 bis 3 zwischen 1,05 und 1,12, wihrend G4 mit 1,70 einen deutlich zu den
Primordialfollikeln hin verschobenen Quotienten der Mediane hatte (M-W-U-Test G1 zu G4
p =0,032).
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Grafik 4: Primordial- und Primarfollikel im Verhaltnisvergleich

4.2.3 Sekundarfollikel

Die Gesamtzahl an Sekundérfollikeln I war in G1-3 (Mediane (Q1/ Q2): G1 =11 (7,67/ 14);
G2=10 (8,16/16,33); G3 =13 (8/17,67)) dhnlich hoch, in G4 war der Median etwas
niedriger (G4 = 8,33 (3,33/12)). Im Verhiltnis zu den Primirfollikeln waren somit in Gl
33,67%, in G2 20,55%, in G3 20,97% und in G4 12,82% Sekundar-I-Follikel vorhanden. Im
Verhiltnis zu den Primordialfollikeln waren in G1 26,19%, in G2 17,91%, in G3 18,23% und
in G4 5,82% Sekundér-I-Follikel vorhanden.
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Grafik 6: Vergleich der verschiedenen Follikelstadien der jeweiligen Gruppe
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Das gleiche galt fiir Sekundéarfollikel IT (G1 =7,67 (2,67/ 10,67); G2 =7 (5/10,17); G3 =7
(4/10,67); G4 =5,33 (2,67/ 10,67)). Im Verhiltnis zu Primirfollikeln waren in G1 23,48%, in
G2 14,38%, in G3 11,29% und in G4 8,20% Sekundérfollikel II vorhanden. Im Verhéltnis zu
den Primordialfollikeln waren es in G1 18,26%, G2 12,54%, G3 9,81% und G4 3,72%.
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Grafik 7: Sekundarfollikel-11-Anzahl je Gruppe

Bei den Sekundérfollikeln I gab es in G4 keine atretischen Follikel und im Median war von
G3 nach GI1 ein leichter Anstieg zu verzeichnen. Sekundirfollikel II, die atretisch waren,
waren in allen Gruppen im Median dhnlich, doch lag die Spannweite in G1 deutlich hoher als

in G2 bis G4 (Gl =7,67; G2 =3,00; G3 =2,33; G4 =2,67).
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Grafik 9: Anteil an atretischen Sekundéarfollikeln Il an der Gesamtmenge von Sekundérfollikeln 11

(bezogen auf die Mediane)

4.2.4 Tertidr- und Graafsche Follikel

Tertidr- und Graafsche Follikel waren in allen Gruppen im Median ohne erkennbare Tendenz

auf gleichem Niveau.
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Die atretischen Tertidr- und Graafschen Follikel alleine genommen zeigten im Gesamten eine

signifikante Abhédngigkeit von der Menge an CL-Gewebe insgesamt (r = 0,29, p = 0,039).
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Grafik 11: Anteil atretischer Tertidr- und Graafschen Follikel an der Gesamtzahl (bezogen auf die
Mediane)

Tertidr- und Graafsche Follikel, die eine flache Theka hatten und zeitgleich atretisch waren,

waren im Median nur in G1 zu finden.
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Grafik 12: Anteil an atretischen Tertiar- und Graafschen Follikel mit flacher Theka an der Gesamtzahl

der Tertiar- und Graafschen Follikel mit flacher Theka (bezogen auf die Mediane)
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Dagegen waren Tertidr- und Graafsche Follikel mit runder Theka, die gleichzeitig atretisch

waren, in allen Gruppen zu finden. Im Median waren diese auf dhnlichem Niveau.
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Grafik 13: Anteil Tertiar- und Graafscher Follikel mit runder Theka an der Gesamtanzahl (bezogen auf
die Mediane)
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Grafik 14: Anteil an atretischen Tertiar- und Graafschen Follikel mit runder Theka an der Gesamtzahl

der Tertidr- und Graafschen Follikel mit runder Theka (bezogen auf die Mediane)
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Abbildung 9: Atretischer Tertiarfollikel mit runder Theka

4.2.5 Atresie allgemein

Die Gesamtzahl aller Follikel nahm, vor allem durch die Anzahl an Primordialfollikeln
beeinflusst, mit zunehmendem Lutealgewebe ab (Mediane/ Q1/Q2:
G1=109,67/ 78,67/ 141,67, G2 =121,33/105,17/169,17;  G3 =161,00/ 60,67/ 319,67;
G4 =233,17/ 114,33/ 295,00); dabei war auch die Quartil-Spannweite vor allem in G3 und
G4 deutlich groBer als in G1 und G2 (G1 = 63,00; G2 = 64,00; G3 = 259,00; G4 = 180,67).
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Grafik 15: Summe aller atretischen Follikel (ab Sekundarstadium) je Gruppe

Obwohl der prozentuale Anteil an atretischen Follikeln, bezogen auf alle Follikelstadien bis
auf G4, auf dhnlichem Niveau war, so zeigte sich doch, dass nur G1 auch atretische Follikel
mit flacher Theka aufzeigte und in G4 keinerlei Atresie im Sekundarstadium I aufkam. Auch
im Stadium der Tertidr- und Graafschen Follikel waren in G4 deutlich weniger Follikel
atretisch als in den anderen Gruppen. Obwohl im Median in G1 kein groer Unterschied zu
den anderen Gruppen zu verzeichnen war, zeigte sich in G1 eine groe Spannweite (18,67)
und in G4 ein niedriger Median. Verglichen mit der Anzahl an heranreifenden Follikeln gehen

in G4 dhnlich viele Follikel in die Atresie.

Tabelle 2: Prozentuale Verteilung der atretischen Follikel ab Sekundar-1-Stadium

Gl G2 G3 G4

Prozentualer Anteil der atretischen Follikel,
bezogen auf Follikelstadien ab Sekundér-I | 22,98% | 23,30% | 23,54% | 17,07%
(Mediane)

Die absolute Gesamtzahl der atretischen Follikel zeigte zwischen Gl und G4 einen

signifikanten Unterschied (M-W-U-Test p = 0,043).
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4.3 Weitere Gewebemerkmale und ihre Abhangigkeiten

4.3.1 Weitere Abhangigkeiten zum CL-Gewebe

Aufgrund der bereits festgestellten Abhédngigkeiten des ovariellen CL-Gewebes mit der
Follikelentwicklung suchten wir nach weiteren auch nicht ovariellen Faktoren, die eine
Abhingigkeit zum CL-Gewebe haben und damit zur Herleitung weiterer funktioneller und

kausaler Zusammenhinge beitragen.

Vor allem das Gewicht, die Blutfettwerte, insbesondere die Triglyzeride und die im Blut

messbaren Hormonspiegel waren von Interesse.

Dabei stellte sich heraus, dass sowohl die Gesamtmenge an CL-Gewebe signifikant vom
Gewicht der Tiere abhing (r=0,47, p=0,001), als auch die alleinige grof3zellige CL-Menge
(nur im Bezug auf Tiere mit groBzelligem CL-Gewebe) (r=0,47, p=0,012).
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Grafik 16: Gewichtsverteilung der Tiere bezogen auf die Gruppen



4. Ergebnisse 36

24 ;
O
22
20 ¢
18 | ?
E 16
£ 16
2 14
(0]
é% 12 o5 0
4 10t * o
Q
E 8
2 6
]
O 4t o G].
+ (52
2 o G3
0 LG4
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
Gewicht (g)
Grafik 17: Gesamt-CL-Gewebe in Abhéngigkeit zum Gewicht
24 .
O
22 ¢t
20
g 18 4
E
o 16}
O]
= 14
Q
212 o5 o
&
3 10 * O
o 8
h=
6
é .
S 4l o Gl
= 5 + (G2
o G3
O 1
i G4
-2

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
Gewicht (g)

Grafik 18: groRzelliges CL-Gewebe in Abhangigkeit vom Gewicht

AuBerdem stellte sich auch der Zusammenhang zwischen dem gesamten CL-Gewebe und

Triglyzeriden dar (r = 0,39, p = 0,010).

Zusitzlich zeigte die Anzahl der atretischen Follikel eine hoch positive Korrelation zum

Gewicht der Tiere mit p =0,004 und r = 0,41.
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Grafik 19: Atretische Follikel in Abhangigkeit zum Gewicht

Weiterhin standen auch die beiden Blutparameter der Steroidhormone Gesamtostrogen in der
FP: r=0,41, p=0,008 und Androstendion in der FP: r=0,38, p=0,013 in einem

signifikanten Zusammenhang mit der Menge an CL-Gewebe.
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Grafik 20: positive Korrelation Ostrogenwerte in FP und Gesamt-CL-Gewebe (auch Tiere ohne CL-

Gewebe eingeschlossen)
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Grafik 21: Zusammenhang Androstendion in FP zu Gesamt-CL-Gewebe (auch Tiere ohne CL-Gewebe

eingeschlossen)

4.3.2 Beziehungen des durchlocherten Stromas zu CL-Gewebe und

anderen nicht-ovariellen Co-Variablen

In der Flache des durchlocherten Stromas zeigte sich ebenfalls eine Abhédngigkeit zu dem
Gesamt-CL-Gewebe. So waren in G1-3 die Mediane deutlich hoher als in G4 - wobei auch
eine Steigerung von G2 und G3 zu Gl zu sehen war. Die Mediane (in mm?) lagen bei
Gl =4,05, G2=3,02, G3=3,44, G4=1,85. Prozentual auf die SchnittgroBen bezogen,
waren es (ebenfalls auf die Mediane bezogen) G1 = 23,48%, G2 =21,16%, G3 =23,50%,
G4 =17,93%.
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Abbildung 10: Durchléchertes Gewebe in HE-Farbung dargestellt
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Grafik 22: Verteilung des durchlécherten Gewebes in mm?
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Grafik 23: Anteil des durchlécherten Gewebes an der gesamten Schnittgrofie (Mediane)

Auch die Faktoren Gewicht mit r = 0,47 und p = 0,001; Ostrogene mit r = 0,32 und p = 0,038
und Androgene mit r=0,40 und p=0,009 standen in einer signifikanten positiven
Korrelation mit dem durchlocherten Stroma. Triglyzeride hatten mit r= 0,26 und p = 0,09

keine signifikante Korrelation zum durchlécherten Stroma.
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Grafik 24: positive Korrelation Gewicht zu durchléchertem Stroma
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Grafik 26: positive Korrelation Androstendion zu durchléchertem Stroma

4.3.3 ldentifikation des Zona-pellucida-Materials

Um die Entstehung des durchlocherten Gewebes und der Reste in den Lochern zu verstehen,
wurde eine Zona-pellucida-3-AK-Fiarbung durchgefiihrt, da ZP3 ein Hauptbestandteil der
Zona pellucida ist. Mit Hilfe von ZP3-AK wurden sowohl die Eihautreste im Ovar
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nachgewiesen und als solche identifiziert, als auch der Zeitpunkt des ersten Auftretens von
ZP3-positiven Strukturen in der Follikelentwicklung aufgezeigt. AuBer den Uberresten
farbten sich auch alle Stadien an Follikeln an, groBtenteils auch Primordialfollikel. Auch

Primérfollikel zeigten eine ZP3-positive Fiarbung. Um die ZP3-Reste zeigte sich eine

verdichtete Farbung des Stromas, welche im Stroma ohne ZP3-Reste nicht vorkam.

U

Abbildung 11: ZP3-positive Primordial-, Primar-,
Sekundar-I- und Sekundér-11-Follikel

Abbildung 12: Negativkontrolle der ZP3-Farbung

Abbildung 13: ZP3-positive Eihtllreste in Lochern  Abbildung 14: Negativkontrolle der ZP3-Féarbung
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ZP3-positive Oozytenreste lagen in allen Gruppen vor. Es zeigte sich vor allem eine strenge

positive Korrelation zum durchlécherten Stroma (r = 0,47, p = 0,004).
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Grafik 27: Relation des durchlécherten Stromas zur Anzahl an ZP3-positiven Resten

4.3.4 MHC-11/ CD3

Um die Entstehung des durchlocherten Gewebes weiter zu verstehen, wurde auf Entziindung
im Bereich der atretischen Follikel und der schon entstandenen ZP3-positiven Follikelreste
untersucht. Dazu wurde eine MHC-1I/ CD3 - Doppelfarbung angewandt, da MHC-II und CD3
nur im Entziindungsstadium parallel an Zellen anzutreffen sind. MHC-II ist ein
antigenprasentierender Rezeptor, wihrend CD3 als Gegenstiick auf T-Helferzellen vorkommt.
Als Resultat zeigte sich, dass im Stadium der Zersetzung eines Follikels sich sowohl MHC-II
als auch CD3 an und in den Follikeln findet. Im Stadium der reinen ZP3-Reste ist keine

Aktivitat mehr zu sehen.
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Abbildung 15: keine erkennbare Farbung unter MHC-
11/ CD3 - Farbung der gesunden Follikel und sich nicht
farbendem Stroma

Abbildung 16: Atretischer Follikel mit in der
Féarbung negativen Primordialfollikeln (MHC-
Il in ACE-Féarbung rot, CD3 in DAB-Farbung

braun)

Abbildung 17: gemischtes CL-Gewebe mit deutlicher Abbildung 18: groRzelliges CL ohne MHC-I11/
MHC-11/ CD3-Farbung CD3-Féarbung
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Abbildung 19: Atretischer Follikel MHC-II- und APPildung  20: durchlochertes  Stroma  mit
CD3-positiv (MHC-11 in ACE-Farbung rot, cD3 jn  deutlicher MHC-Il- und CD3- Farbung des
DAB-Farbung braun) Stromas

Abbildung 21: Negativkontrolle eines atretischen
Follikels

Zwischen den Gruppen war, auf das gesamte Ovar bezogen, rein visuell, kein eindeutiger
Trend auszumachen. Quantitativ konnte dies nicht ermittelt werden. Rein optisch war nur in
G4 zum grolen Teil weniger CD3-positive Farbung  aufzufinden. Der
Primordialfollikelbereich war in allen Gruppen frei von der Farbung. Gemeinsam lagen
MHC-II und CD3 im Bereich des durchlécherten Stromas, um atretische Follikel und in CL-
Geweben vor. Am ausgeprigtesten waren beide Farbungen im Stroma um das durchlocherte

Stroma und um atretische Follikel vorhanden.
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4.3.5 Zona-pellucida-3-/ Ki67 - Immunofluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der ZP3-/ Ki67 - Immunofluoreszenzfarbung wurde auf Proliferation im Ovar
untersucht um festzustellen, ob in der Umgebung der Primordialfollikel, der Follikelreste und
der wachsenden Follikel Proliferation vorhanden ist. Durch die Doppelfiarbung konnten die
Follikel bzw. die Follikelreste durch ZP3 identifiziert werden. Ki67 als Proliferationsmarker
zeigte sich nicht vermehrt in den Bereichen des durchldcherten Stromas und ebenfalls nicht in
direkter Umgebung der Primordialfollikel. Ki67 positive Zellen zeigten sich vor allem in den
Granulosazellschichten aller Follikelstadien nach dem Primordialstadium und in
Endothelwédnden von Blutgefdlen. Um die ZP3-positiven Primordialfollikel waren keine Ki67
positiven Zellen zu sehen. ZP3 war schon, wie in der immunohistologischen Farbung, sowohl

bei allen Follikelstadien als auch bei den Uberbleibseln bei dem durchlocherten Stroma

positiv.

Abbildung 22: ZP3-Immunofluoreszenzfarbung - Abbildung 23: Ki67-Immunofluoreszenzfarbung -

. . . ) . einzelne ositive Zellen um Primar- und
auch Primordialfollikel farben sich an P

fortgeschrittenere Follikelstadien



4. Ergebnisse 47

4.4 Zusammenhange aller Ovarien und deren Charakteristiken
in Bezug auf Gewicht und andere gewichtsbezogene

Relationen

Da alle ovariellen Unterschiede mit dem CL-Gewebe assoziiert waren wie auch das CL-
Gewebe mit dem Gewicht der Tiere, erfolgten nach der Analyse der Zusammenhéinge mit

dem CL-Gewebe auch die Analysen der Zusammenhénge, bezogen auf das Gewicht.

Tabelle 3: Gewichtsverteilung

Gewicht (g) Gl G2 G3 G4
Median/ 480/ 389/ 408/ 364/
Q1/Q2 420/ 540 339/ 425 365/ 475 340/ 391

Tabelle 3 fasst die Gewichtscharakteristika der vier Gruppen anhand deren CL-Gewebe
zusammen. G1 zu G4 zeigte einen signifikanten Gewichtsunterschied p = 0,006. Gruppe G1
zeigte im Median das hochste Gewicht (480g) wihrend G4 das niedrigste Gewicht zeigte
(364g) und die G2 und G3 mittlere Gewichtswerte zeigten.

4.4.1 Gewicht und Schnittvermessungen

Auch die Schnittfliche der Ovarien als Indikator der OvargréBe korrelierte streng mit dem

Gewicht der Tiere (r = 0,49, p <0,001).
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Ebenfalls war die Abhidngigkeit des gesamten CL-Gewebes zum Gewicht der Tiere
nachweisbar (r = 0,44, p = 0,002).
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Grafik 29: Gesamtes CL-Gewebe in Abhéngigkeit zum Gewicht
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Die Schnittgrofe und das Gesamt-CL-Gewebe hingen ebenfalls signifikant voneinander ab

(r=0,79, p < 0,001).
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Grafik 30: Schnittgrof3e in Abhéngigkeit zum Gesamt-CL-Gewebe

4.4.2 Gewicht, Taillenumfang und Triglyzeride

Es konnte eine signifikante Abhéngigkeit von Gewicht zu Taillenumfang gezeigt werden, was
bedeutet, dass das Gewicht der Tiere am Bauch angelagert ist. Bei n = 30 (bei einigen Tieren

existierten die Daten des Taillenumfanges nicht) war r = 0,89 und p < 0,001.
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Grafik 31: Taillenumfang zu Gewicht



4. Ergebnisse 50

Die Taillenumfinge der G1 und G4 waren signifikant unterschiedlich (p =0,047) mit den
Medianen (Q1/ Q2) G1 16 (15/17), G2 13 (12,5/ 14), G3 13 (12,5/ 16), G4 12,5 (12,5/ 12,5).

Triglyzeride als Blutfettmarker wurden bestimmt, da sie sowohl den Blutfettstatus der Tiere

repriasentieren als auch liber den Weg des Cholesterins fiir die Steroidhormonproduktion

stehen.

Gewicht und Triglyzeride zeigten ebenfalls eine signifikante positive Korrelation zueinander
(r=0,54, p<0,001). Jedoch war diese Abhédngigkeit in G2 und G3 nicht zu beobachten.
Triglyzeride der G1 im Vergleich zu G4 zeigten ebenfalls einen signifikanten Unterschied

(p = 0,007).
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Grafik 32: Triglyzeride in Relation zum Gewicht

4.4.3 Gewicht und Hormonmessungen

4.4.3.1 Androstendion

Es wurde Androstendion als Vorstufe sowohl des Testosterons als auch des Ostradiols zur
Untersuchung herangezogen, da es bei normaler Aromataseaktivitiit zu Ostron und weiter zu
Ostradiol synthetisiert wird. Androstendion lag in der follikuliren Phase nur in G1 deutlich
hoher als in den anderen Gruppen - auch das obere Quartil war in G1 deutlich héher (Werte in
Tabelle 4). In der Lutealphase hatte ebenfalls G1 die deutlich h6heren Werte, jedoch auch in
G4 zeigten sich hohe Werte. Die Signifikanzpriifungen zwischen G1 und G4 ergab keine
Signifikanz auf Grund der breiten Streuung der Werte.



4. Ergebnisse

51

Tabelle 4: Androstendionwerte im Vergleich

Gruppe Min/Max Median Ql Q2
FP LP FP LP FP LP FP LP
Gl 8/39,4 20,5/42 21,1 37,1 11,6 | 26,6 34,7 | 39,7
G2 11,7/28,6 9,9/23,8 17,8 20,9 14,0 9.9 19,2 | 23,8
G3 9,6/37,6 16,3/25,4 17,2 22,3 16,4 16,3 21,1 [ 254
G4 4,9/21,9 16,5/35,5 16,9 284 13,2 16,5 18,1 | 35,5
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Grafik 33: Androstendion in der Follikelphase je Gruppe
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Androstendion zeigte, zusétzlich zur Abhédngigkeit zum Gesamt-CL-Gewebe wie beschrieben,

sowohl in der FP (r=0,50, p=0,001, n=42) als auch in der Lutealphase (LP) (r = 0,69,

p=0,006, n=14) eine starke positive Korrelation zum Gewicht, sowie eine positive

Korrelation zur Fliche an groBzelligem CL-Gewebe (r=0,38, p=0,014) und der

SchnittgroBe (r = 0,40, p = 0,009).
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Grafik 34: Androstendion in Abhéngigkeit zum Gewicht

Auch mit der durchlécherten Stromafliche zeigte sich eine signifikante positive Korrelation
zu Androstendion (r=0,40, p=0,009). Ebenfalls zeigte sich eine signifikante positive
Korrelation mit Gesamtostrogen (r = 0,47, p = 0,002).

4.4.3.2 Gesamtostrogen

Es wurde Gesamstdstrogen bestimmt, um das stabile Hintergrundlevel der Ostrogene zu
ermitteln, in dem Wissen, dass nicht alle Metaboliten des Ostrogens eine uns bekannte
Wirkung haben. Ostradiol alleine ist dem Zyklus unterworfen. Gesamtdstrogen in der FP
zeigte folgende signifikante positive Korrelationen: zum Taillenumfang (r = 0,44, p = 0,015),
zum Gewicht (r = 0,44, p = 0,004), zur SchnittgroBe (r= 0,38, p=0,013), zum groBzelligen
CL-Gewebe (r= 0,46, p =0,002), zur durchlocherten Stromaflache (r= 0,32, p =0,038) und

zum Androstendion in der FP, wie beschrieben.
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Grafik 35: Gesamt-Ostrogene in der follikuléren Phase
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Grafik 36: Ostrogene in der FP und Gewicht in Relation
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Grafik 37: Ostrogene und Gesamt-CL-Gewebe in Relation

4.5 Glukosetoleranztests

Glukosetoleranztests wurden noch vor der Ovarentnahme bei randomisiert ausgewdhlten
Tieren (n = 14) durchgefiihrt, um die Verwertung und Aufnahme der Glukose in die Zellen zu
testen. Bei einer nicht addquaten Glukosetoleranz ist nach Aufnahme der Glukose der
Blutglukosespiegel stark erhoht. Die Werte waren gewichtsassoziiert und damit bei schweren
Tieren tendenziell hoher als bei leichteren Tieren. Dies hing nicht streng von der Gruppe der

Tiere ab.
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4.6 Freies Trijodthyronin/ freies Tetrajodthyronin

Trijodthyronin und Tetrajodthyronin wurde bestimmt auf Grund des hdufig berichteten

Zusammenhangs der Schilddriisenhormone mit dem Ovar. Der Test wurde als ein Vortest von

vier Blutproben durchgefiihrt. Die ermittelten Werte waren folgende:

Tabelle 5: Trijodthyronin- und Tetrajodthyroninwerte

Freies T3 Freies T4
Tier 1 aus G1 13,55 23,08
Tier 2 aus G1 14,11 23,11
Tier 3 aus G3 11,67 35,98
Tier 4 aus G4 10,02 26,22

Da keine klaren Tendenzen aus den Werten hervorgingen, wurde auf weitere Tests verzichtet.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird erstmalig iiber die Ovarien der in Gefangenschaft
lebenden Callithrix - jacchus - Weibchen im aktiven, reproduktionsfahigen Alter, entnommen
in der mittleren FP, berichtet, welche histologisch untersucht und quantitativ auf strukturelle
und funktionelle Variabilitit evaluiert wurden. Da wihrend der genauen Betrachtung der
routinemafig histologisch aufgearbeiteten Schnitte regelhaft gesehen werden konnte, dass die
Ovarien der jungen bis mittelalten erwachsenen Tiere Merkmale der ovariellen Verdnderung
aufwiesen, wurde es als wichtig angesehen, mehr Informationen iiber dieses Phdnomen im
Verhiltnis zur Endokrinologie und Physiologie dieser Tiere zu ermitteln und nach

Moglichkeit ein normales Ovar fiir Callithrix jacchus zu definieren.

Die Auffilligkeiten in den untersuchten Ovarien der FP waren groBe Variationen in der
Primordialfollikelreserve, vermehrtes und hochvariables grof3zelliges CL-Gewebe in einem
GrofBteil der Ovarien, sowie vermehrter Umbau des Stromas, welches alles im scheinbaren
Kontrast stand zu den in fritheren Untersuchungen festgestellten erhdhten Ovulationsraten

dieser Population, sowie deren Geburtenraten.

Die ersten Schritte waren die genaue und quantitative Beschreibung der verschiedenen
Merkmale der Ovarien und diese mit der intra- und extraovariellen Physiologie in
Zusammenhang zu stellen. Fragen, die sich dabei aufwarfen, waren: Wodurch kommt der
Einfluss der CL-Gewebe, wenn die Progesteronlevel in der FP gleich hoch sind, wie bei
Tieren ohne CL-Gewebe? - Welche ovariellen Verdnderungen bringt das Vorhandensein der
CL-Gewebe mit sich? - Was erhélt das CL-Gewebe am Leben? - Welche zusitzlichen
hormonellen Verdnderungen bringt das Vorhandensein der CL-Gewebe mit sich? - Was ist
die Rolle des Androstendions? - Welcher Zusammenhang besteht zwischen der CL-Menge
und dem Korpergewicht bzw. der Fettverteilung der Tiere? - Ist das Metabolische Syndrom
ausschlaggebend fiir die Verdnderungen? - Ist dies ein Grund fiir verfriihte ovarielle

Alterung?

51 Gruppierung der Ovarien, basiert auf den CL-Gewebetypen,

als Grundlage der Analysen

Es wurden nach histologischer Aufarbeitung Untersuchungen durchgefiihrt, um eine
quantitative Beschreibung der Ovarien zu erlangen. Als Hauptunterscheidungsmerkmal der

Ovarien fiel die unterschiedliche Menge an CL-Gewebe auf. Dieses Gewebe sollte in der
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follikuldren Phase des Zyklus physiologisch schon weitestgehend in Bindegewebe umgebaut
sein. Da dieses Gewebe in vielen der Ovarien in groBen Mengen vorhanden war, wurde dies
zur Einteilungsgrundlage. Alle anderen Aspekte des Ovars und weiterer physiologischer

Indikatoren wurden in Referenz zu diesem Aspekt analysiert.

In vielen der Ovarien lagen multiple CLs vor, teilweise mit groBBen Lutealzellen, teilweise in
der Form von CLs mit kleinen Zellen, welche auch eine andere Farbung annahmen als die
groflen Lutealzellen, teilweise in gemischter Form. Da die FP anhand des Progesteronspiegels
im Blut bestimmt wird, ist die Kapazitit der noch persistierenden Lutealzellen, Progesteron zu
produzieren, zu diesem Zeitpunkt nicht mehr in hohem Mafle gegeben. Es konnte jedoch
beobachtet werden, dass sich mit der Zeit bei schweren Tieren die Lutealphase, welche durch
einen hohen Progesteronspiegel gekennzeichnet ist, deutlich verldngert und die FP sich
zusdtzlich deutlich verkiirzt (unverdffentlichte Daten). Dennoch scheinen andere
Steroidprodukte aus den Lutealzellen Einfluss auf das restliche Ovar auszuiiben. Die
Persistenz des CL-Gewebes hat nach unserer Beobachtung weitreichende Folgen. Es besteht
eine enge Abhingigkeit zwischen der Anwesenheit von Lutealgewebe und der vorhandenen

Primordialfollikelreserve.

Die Follikelreserve ist bei Ovarien mit CL-Gewebe deutlich reduziert im Vergleich zu
Ovarien ohne CL-Gewebe. Mehr noch, CL-Gewebe mit grolen Lutealzellen, welche deutlich
mehr Steroidprodukte produzieren als die kleineren (Hild-Petito et al. 1989), hat zur Folge,
dass die Primordialfollikelreserve deutlicher reduziert ist als in Ovarien, in welchen nur CL-
Gewebe mit kleinen Zellen vorliegt. Ob die kleinen Zellen Steroidprodukte produzieren oder
nicht, ist in der Literatur nicht eindeutig beschrieben. Entweder sie produzieren vornehmlich
Androstendion (Hild-Petito et al. 1989), oder sie sind nicht steroid-produzierend (Young et al.
1997). Nach unseren Ergebnissen macht es jedoch einen deutlichen Unterschied, ob CL-
Gewebe mit groflen Lutealzellen vorhanden ist, oder nur mit kleinen Zellen, mit gemischtem

CL-Gewebe oder mit keinem - unabhédngig vom Alter der Tiere.

Dies zeigte sich vor allem in der Auswertung der Follikelzahlen der verschiedenen Stadien,
sowie der vermehrten Atresie bei Vorhandensein von CL-Gewebe. In allen ovariellen
Faktoren konnte ein Trend verzeichnet werden, dass CL-Gewebe mit groBzelligem
Lutealgewebe die ovarielle Funktion am deutlichsten negativ beeinflusst und zusétzlich die
Barriere zur Weiterentwicklung der Follikel zu senken scheint, wihrend kein CL-Gewebe fiir
die Ovarfunktion eine deutlich ldngere Funktionalitit des Ovars zur Folge zu haben scheint.
CL-Gewebe mit kleinen Lutealzellen verschlechtert die ovarielle Funktion, jedoch weniger

stark als grof3zelliges Lutealgewebe.
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5.2 Verhaltnis zwischen Typ und Menge des CL-Gewebes, der

follikularen Reserve und der Follikelrekrutierung

Zwar wurde die Co-Existenz von alten und neuen CLs bei in Gefangenschaft lebenden
Callithrix-jacchus-Weibchen bei laparoskopischen Untersuchungen schon zuvor beschrieben
(Torii et al. 1996), jedoch wird nach unserem Wissen hiermit zum ersten Mal beschrieben,
dass der Anteil an Primordialfollikeln in Ovarien ohne CL-Gewebe deutlich gréfer ist als in
Ovarien mit CL-Gewebe. Der Effekt der reduzierten Primordialfollikelreserve scheint der
Follikelrekrutierung und Aufrechterhaltung der Prozessierung zu unterliegen. Betrachtet man
die reine Anzahl an Primérfollikeln, welche in den Ovarien vorliegen, so ist eine verminderte
Anzahl in Ovarien mit CL-Gewebe vorhanden. Beriicksichtigt man zusétzlich die Anzahl an
Primordialfollikeln, die pro Ovar vorliegen, so ist der Anteil an heranwachsenden Follikeln
im Primérstadium prozentual gesehen in den Gruppen ohne CL-Gewebe deutlich geringer als
in Ovarien mit CL-Gewebe. Absolut gesehen entstehen in Ovarien ohne CL-Gewebe mehr
Primirfollikel aus einem groBeren Pool. Je weniger CL-Gewebe vorlag, desto weiter war das
Verhiltnis von Primordialfollikeln zu Primérfollikeln zu ersteren verschoben. Die absolute
Anzahl an Primirfollikeln ist bei kleinerer Primordialfollikelreserve geringer als bei grofer
Reserve, jedoch nur in absoluten Zahlen. Die absoluten Zahlen glichen sich aber ab dem
Sekundérstadium wieder an, so dass von der geringeren Anzahl an Primérfollikeln der
Ovarien mit CL-Gewebe anteilig deutlich mehr Follikel weiterprozessiert werden miissen als
in Ovarien ohne CL-Gewebe. Dies hat, so unsere Hypothese, zur Folge, dass auch
Primérfollikel in die Weiterentwicklung gehen, welche im Ovar ohne CL-Gewebe auf Grund
von Verdnderungen des Follikels in die Atresie iiberfiihrt wiirden. Da jedoch die Beurteilung
der Ovarien eine Momentaufnahme ist, lassen sich die Verldufe der Rekrutierung und
Prozessierung nicht genau nachvollziechen. Wenn diese Hypothese zutrifft, dann ist bei
Vorhandensein von CL-Gewebe die ovarielle Alterung schon weit fortgeschritten und alle
noch moglichen Follikel werden, so weit es geht, prozessiert, wodurch wiederum die
Follikelpooldepletion durch spitere Atresie und Nachrekrutierung gefordert wird. Dass die
ovarielle Alterung mit viel aktivem CL-Gewebe verbunden ist, ist zumindest fiir Tamarine

schon vorbeschrieben (Tardif und Ziegler 1992).

Der normale erste Atresiezeitpunkt beim Callithrix jacchus, welcher vor der eigentlichen
Auswahl des dominanten Follikels stattfindet, ist unserer Beobachtung nach im Ubergang
zwischen Primir- und Sekundér-I-Follikel im Gegensatz zu beim Menschen beschriebenen

ersten Atresiezeitpunkt schon in der Primordialfollikelphase (Adhikari und Liu 2009).
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Ab dem Sekundér-I-Stadium gleichen sich die Follikelzahlen iiber die Gruppen langsam an,
wobei in G4 ohne CL-Gewebe weniger Follikel vorhanden sind als in den anderen Gruppen
mit CL-Gewebe - was bedeutet, dass in den Gruppen mit CL-Gewebe so viele Follikel weiter
prozessiert werden wie mdoglich, wihrend in G4 noch die scheinbar normale Atresie und

damit auch Auswahl der Follikel im Ubergang zum Sekundérstadium I stattfindet.

Ab dem Tertidr- und Graafschen Follikelstadium war die absolute Anzahl in allen Gruppen
sehr dhnlich. Dies heil3t, dass, um die gleiche Anzahl an Tertidr- und Graafschen Follikeln zu
bekommen, eine hohere Anzahl an Sekundérfollikeln bendtigt werden, da auf dem Weg zu
den sprungreifen Follikeln mehr Follikel atresieren. Dieser Mechanismus steht in engem
Zusammenhang mit der Anwesenheit der verschiedenen CL-Typen, respektive ihrer
Abwesenheit - ein Zusammenspiel, das die schon fortgeschrittene ovarielle Entleerung weiter

beschleunigt.

Mogliche Mechanismen, die diese beschleunigte ovarielle Entleerung begiinstigen, sind auf
hormoneller Ebene zu sehen. So fiihrt ein durch u. a. CL-Gewebe induziertes erhohtes
androgenes Milieu zu einer verfriihten Follikelheranreifung (Greisen et al. 2001), sowie zu
einer verfrithten Atresie (Zelinski-Wooten et al. 1993). Dabei erhdlt das CL-Gewebe sich

durch die vermehrte Androgenproduktion selbst am Leben (Goyeneche et al. 2002).

5.3 CL-Gewebe und Atresie

Ein weiterer Aspekt beziiglich der ovariellen Verdnderungen in Abhédngigkeit zu CL-Gewebe
ist die stattfindende Atresie der Follikel. Atresie kommt physiologisch in jedem Ovar zur
Selektion der dominanten Follikel vor. Beim Menschen nimmt die Atresie im Alter von 37 bis
38 Jahren deutlich zu (Magoffin 2004). Im normalen Zyklus gehen beim Menschen etwa 1000
Follikel pro Monat zu Grunde - dies ist jedoch beschrieben als direkter Verlust aus der
Primordialfollikelreserve (Adhikari und Liu 2009). Ab dem Alter von 37 Jahren gehen beim
Menschen noch deutlich mehr Primordialfollikel in die Atresie (Adhikari und Liu 2009);
wobei es nicht ganz klar ist, ob diese Primordialfollikel anfangen zu wachsen und das von der
Granulosa produzierte dstrogenreiche Milieu nicht ausreichend wachstumsfordernd ist, oder
ob sie im Primordialfollikelstadium direkt atresieren (Adhikari und Liu 2009). Unserer
Beobachtung nach erfolgt diese erste Atresiewelle beim Callithrix jacchus jedoch im

Primérstadium - also nachdem das Wachstum begonnen hat.
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Grafik 39: Vorkommen von Follikelatresie im Stadium ab Sekundar-l unter Anwesenheit der
verschiedenen Lutealzellentypen

Die Atresie lieB sich in den untersuchten Ovarien ab dem Sekundirstadium I eindeutig
identifizieren. In diesem frithen Stadium gab es in Ovarien ohne CL (G4) keinerlei Atresie,
wihrend ein leichter Anstieg an Atresie in den Gruppen mit CL-Gewebe mit nur kleinen
Zellen (G3) liber CL-Gewebe mit der Mischform an Lutealzellen (G2) bis hin zu CL-Gewebe
mit reinen Lutealzellen (G1) zu verzeichnen war. Atresie, je nach Stadium der Follikel und
der zunidchst betroffenen Struktur, ist ebenfalls ein Faktor, der durch hormonelle
Verdnderungen gefordert wird, so z.B. durch erhdhte Androgenexposition (Zelinski-Wooten
et al. 1993). Ein Faktor, der zur Hormonverschiebung beitrigt, ist die Atresie selbst, da
atretischer Granulosa gleich zu Beginn die Aromatase verloren geht (Greenwald und Roy
1994; Maxson et al. 1985) und damit Ostrogene nicht mehr synthetisiert werden kdnnen
(McNatty et al. 1979). Da die FSH-Rezeptoren der Granulosa verloren gehen, fallt auBBer der
Ostrogenproduktion auch die Progesteronproduktion aus (Greenwald und Roy 1994). Somit

wird von der atretischen Granulosa nur noch Androstendion produziert (McNatty et al. 1979).

Atresie hat je nach Entwicklungsstadium des Follikels unterschiedliche Stadien, je nachdem,
ob schon die Thekazellschicht existiert oder nicht. Fiir den Menschen wurden drei Stadien der
Atresie beschrieben: im ersten Stadium bilden sich Granulosazellen zuriick und verlieren den
Zellkontakt zu einander, der Zellverband lockert sich. Im zweiten Stadium ist der
Granulosazellverlust vorherrschend mit zeitgleicher Hypertrophie und Hyperplasie der
Thekazellen und im Stadium drei bildet sich auch die Theka zuriick. In allen drei Stadien ist
das Hauptsteroidprodukt Androstendion, welches nicht mehr weiter umgewandelt werden

kann, da die Aromatase bereits im ersten Stadium verloren geht (Greenwald und Roy 1994).
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Die Atresie der Theka, welche den Blutzufluss zum Follikel unterbindet, hat zur Folge, dass,
sobald der LH-Spiegel ansteigt, nochmals deutlich mehr Androgene ausgeschiittet werden
und in den Thekazellen sich Progesteron akkumuliert, welches im Verlauf ebenfalls
freigesetzt wird (Greenwald und Roy 1994; Maxson et al. 1985). Auch die Theka verliert die
Fihigkeit Ostrogene zu synthetisieren (Maxson et al. 1985).

Atresie war in den weiteren Stadien der Follikulogenese immer und in allen Gruppen
vorhanden - jedoch wiederum in G1, der Gruppe mit reinem Lutealgewebe, mit Abstand am
h4ufigsten und mit der groBten Variabilitit. Der groBte Follikelzellverlust nach dem Ubergang
von Primér- zu Sekundirfollikel war jedoch im Ubergang von Sekundir-II-Follikeln hin zu
Tertidrfollikeln zu verzeichnen - einem Zeitpunkt, zu dem die Selektion der dominanten

Follikel stattfindet.

Die Atresiezeichen der Follikel werden durch die kuboide Form der Theka beschrieben
(Greenwald und Roy 1994), jedoch gab es in G1 auch atretische Follikel, bei welchen die
Thekazellen noch flach waren und der Granulosazellverband sich bereits aufgeldst hatte.
Diese Konstellation zeigte sich aber nur in Ovarien mit groBBzelligem CL-Gewebe. In allen
anderen Gruppen waren die atretischen Follikel des Tertidr-und Graafschen Stadiums
ebenfalls mit kuboider Theka gekennzeichnet. Anteilig an der Gesamtzahl der atretischen
Follikel im Tertidr- und Graafschen Follikelstadium waren nur in G4, welche keinerlei CL-

Gewebe haben, weniger vorhanden.

Uber alle Stadien der Follikel ab Stadium Sekundir-II iiber die Gruppen hinweg war eine
Zunahme der Atresie von G4 hin zu G1 zu verzeichnen - je mehr CL-Gewebe vorlag und je
mehr grofzelliges CL-Gewebe vorlag, desto mehr Atresie war vorhanden. Auch hier liegt die
Verbindung zum verdnderten hormonellen Milieu durch vor allem das Atresie fordernde

Androstendion nahe (Zelinski-Wooten et al. 1993).

Trotzdem scheint das vermehrte Vorkommen von CL-Gewebe die Prozessierung der

Primérfollikel zu Sekundirfollikeln zu fordern.

54 Atresie, Follikelreste und der Verlust des Stromas im

Inneren des Ovars

In den untersuchten Ovarien war jedoch im Zusammenhang mit der Atresie noch eine andere
Struktur ins Auge gefallen, welche als Zona pellucida identifiziert werden konnte, eine
azelluldre Glykoproteinschicht um die Oozyten (Kerr et al. 1998). Im Stromabereich der

Ovarien waren multiple durchlocherte Gebiete, in welchen ZP3-positive Reste vorlagen.
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Diese scheinen z. T. mit der Zeit abgebaut zu werden und ein durchléchertes Stroma
zuriickzulassen, in welchem keine Zellproliferation mehr stattfindet. In manchen Ovarien
konnte gesehen werden, dass die einzelnen Locher sich scheinbar verbanden zu einem groflen
leeren Raum in der Mitte des Ovars und damit auch zu einer Verdringung der Medulla
fiihrten. Zona pellucida, so konnte nach unserem Wissen erstmals gezeigt werden, bildet sich
schon bevor die ersten Granulosazellen sich um die Primordialfollikel bilden. Somit kann das
Vorhandensein der Zona pellucida als erstes Zeichen der Follikelrekrutierung gewertet
werden. Des Weiteren zeigte sich, dass im Ubergangstadium zu den Sekundir-II-Follikeln,
sowie im Ubergang zu den Tertiirfollikeln, diese ZP3-Reste entstehen. Da die Gesamtatresie
in den G1 bis 3 hoher lag als in G4 und in den Gruppen mit CL-Gewebe das durchlocherte
Stroma mit ZP3-Resten deutlich vermehrt vorlag, bedeutet dies nach unserer Ansicht, dass die
Atresie im spiteren Stadium als im Primirfollikelstadium mit dem Ubrigbleiben der Eihiille
im Stroma verbunden ist. Diese Art der Atresie lag dem zu Folge in Ovarien mit CL-Gewebe
schon iiber lingere Zeit vor, da die ZP3-Reste mit der Menge an CL-Gewebe positiv
korrelierten, aber fiir die Menge an ZP3-Resten auch eine grole Anzahl an Follikeln schon

atresiert sein mussen.

Durch MHC-II und CD3-Farbungen konnte aullerdem gezeigt werden, dass die entziindliche
Aktivitdt durch das Zusammenspiel von MHC-II der intraovariellen Zellen, sowie CD3 der
immer im Ovar vorhandenen T-Zellen, die Atresie der Follikel gekennzeichnet ist. Diese
entziindliche Aktivitdt herrschte ausschlieBlich um und an atretischen Follikeln vor, sowie
zusétzlich an Réndern des durchldcherten Stromas. Um die verbliebenen ZP3-Reste lag keine
Aktivitit vor, genauso wenig wie um die Primordial- und Primérfollikel, was die These stiitzt,
dass die Atresie der Follikel, welche zum zusétzlichen Follikelverlust flihrt, erst in spéteren
Follikelstadien stattfindet und gefordert wird durch Verschiebung des hormonellen Milieus.
Und erst durch diesen spidten Follikelzellverlust wird die Nachrekrutierung und damit

Entleerung der Primordialfollikelreserve beschleunigt.

Des Weiteren zeigt es, dass das Ausrdumen der zuriickbleibenden Locher im Stroma nicht
durch T-Lymphozyten erfolgt. Es scheint durch die Durchlocherung des Stromas das
eigentliche Stroma verloren zu gehen und weitgehend durch Stiitzgewebe ersetzt zu werden,

da der Kern der Ovarien mit diesen Verdnderungen deutlich verhirtet ist (Tkachenko 2009).

Da die Menge des durchldcherten Stromas mit der Anzahl der vorhandenen Zona pellucida-
Reste korrelierte und dies beides auch abhingig war von der Menge und Art des CL-
Gewebes, liegt auch hier die Verbindung zu hormonellen Verschiebungen durch

persistierendes CL-Gewebe nahe.
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5.5 Dynamik der CL-Lebenszeit und Funktion werden durch

Gonadotropine kontrolliert

Das Corpus luteum produziert in der Lutealphase physiologisch vorherrschend Progesteron.
Durch die luteale Regression, die durch nicht Eintreten einer Schwangerschaft
physiologischer Weise induziert wird, sinkt die Steroidproduktion proportional mit der Menge
des CL-Gewebes (Young et al. 1997). Am Leben erhalten wird das CL unter anderem durch
die Hypophyse mittels LH. Wenn dieses riickldufig ist, tritt die physiologische Regression ein
(Usadi und Fritz 2003). Fiir Callithrix jacchus wurde einmalig beschrieben, dass die
Hypophyse kein LH produziert, sondern ausschlieBlich CG (Korrelat zu B-HCG) - was jedoch
nicht iiberpriift oder verfolgt wurde (Miiller et al. 2004). Ob jedoch LH/ CG bei Tieren mit
persistierenden CLs chronisch erhoht ist und ob dies der ausschlaggebende Unterschied zu
Tieren ohne persistierendes CL-Gewebe ist, muss noch weiter iiberpriift werden. Es gibt
jedoch in der Literatur Hinweise darauf, dass chronisch erhohtes LH entweder die
Follikelrekrutierung beschleunigt oder die Apoptose der Primordialfollikel - es habe einen
direkten oder indirekten Effekt auf die Follikeldepletion (Flaws et al. 1997).

Schon geringe Anderungen der Sekretion der Hypophyse auch wihrend der FP, durch zu
geringe FSH-Ausschiittung, fiihrt zu Abnormalitdten sowohl in Qualitét als auch in der Dauer
der CL-Funktion, welche dadurch verkiirzt wird (Usadi und Fritz 2003). Umgekehrt liegt es
nahe, dass eine erhohte FSH-Ausschiittung in der FP mit vermehrter Follikelrekrutierung und
vermehrtem Follikelwachstum einhergeht. Dies wird auch durch die Hypothese von Gilchrist
gestiitzt, der fiir Callithrix-jacchus-Weibchen eine &dhnliche Verlaufsform der Spiegel des FSH
wie beim Menschen, jedoch mit einem deutlich hoheren Maximallevel priaovulatorisch zeigen
konnte und damit den Schluss zog, dass dieses deutlich erhohte Maximallevel eine Erh6hung
der Follikelrekrutierung zur Folge haben konnte (Gilchrist et al. 2002). Zusétzlich wird dann
durch die vermehrte FSH-Ausschiittung die CL-Funktion ldnger aufrecht erhalten, was damit
auch eine verlidngerte Lutealphase zur Folge hat. Jedoch scheint bei Callithrix jacchus, falls
die vermehrte Follikelrekrutierung durch FSH induziert sein sollte, das CL zwar ldnger

vorhanden zu sein, jedoch die Funktion der Progesteronproduktion weitgehend einzubiifien.

Ein anderer Aspekt ist der potentielle Unterschied der Reagibilitit der groen und kleinen
Lutealzellen. Die groBen Lutealzellen sind deutlich LH-reagibler als kleine Lutealzellen
(Hild-Petito et al. 1989), so dass die kleinen Lutealzellen durch den LH-Abfall in der
Lutealphase nicht so stark betroffen sind und daher nicht so schnell in Apoptose bzw. im

Umbau miinden. Da die kleinen Lutealzellen eine Hauptquelle des Androstendions sind (Hild-
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Petito et al. 1989), ist Androstendion, wie auch bei unseren Tieren beobachtet, bei Tieren mit
CL-Gewebe deutlich hoher als bei Tieren ohne CL-Gewebe, jedoch auch hier am deutlichsten
erhoht bei Tieren mit zusétzlich groBen Lutealzellen. Dies ist begriindet darauf, dass
zumindest bei Rhesusaffen ebenfalls die groBen Lutealzellen Androstendion und Ostrogen
produzieren - ebenso wie die Paralutealzellen, welche vermutlich aus der Theka interna

entstehen (Hild-Petito et al. 1989).

Corpus luteum

Grole Kleine
Lutealzellen Lutealzellen

Bleiben beit LH-Abfall
langer bestehen

Ostrogene Progesteron

Erhalt via AR-
Eezeptoren CL am
Leben

erznpoad

Androstendion

Grafik 40: Corpus luteum, seine Produkte und was es am Leben erhélt

5.6 Beziehung zwischen Koérpergewicht und ovariellem CL-

Gewebe

Ein interessanter Aspekt bei all diesen Beobachtungen ist die strenge Abhéngigkeit aller
bisher genannten Faktoren nicht nur von der Gesamtmenge des CLs, sondern ebenso vom
Gewicht der Tiere. Auch die CL-Menge an sich zeigt eine strenge positive Korrelation mit
dem Gewicht. Das Gewicht der Tiere wurde routinemdssig vor der Euthanasie ermittelt. Im
Rahmen der CL-abhingigen Gruppeneinteilung konnte gesehen werden, dass Tiere in Gl
(groBzelliges Lutealgewebe) das bei weitem hochste mediale Gewicht hatten, wihrend in G2
(gemischtes Lutealgewebe) und G3 (reines Lutealgewebe mit kleinen Zellen) das Gewicht auf

mittlerem Niveau lag und in G4 (kein CL-Gewebe) das mediale Gewicht deutlich am
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geringsten war. Nicht nur das gesamte CL-Gewebe zeigte diese positive Korrelation - auch
alleine das groBzellige CL-Gewebe. Verglichen mit den Gewichten der in freier Wildbahn
lebenden Callithrix-jacchus-Weibchen ist dies schon alleine bei G4 mit tiber 100g mehr ein
deutliches Ubergewicht, welches natiirlicherweise auf den Kérper einen Einfluss hat. Die
Fettverteilung, welche bekanntermaflen je nach Verteilungsmuster die gesundheitliche
Gefihrlichkeit widerspiegelt, war bei allen Tieren hauptsichlich abdominell, welches die
gesundheitlich bedenklichere Form ist. So konnten wir zeigen, dass erhohtes Gewicht bei
Callithrix-jacchus-Affen streng korreliert mit dem Taillenumfang der Tiere. Bei hoherem
Gewicht wurden fiir Callithrix-jacchus-Weibchen bereits Stoffwechselstorungen beschrieben
wie erhohte Glukose, erhohte Triglyzeride, niedriges HDL und LDL sowie niedriges
Cholesterol (del Rio do Valle 2008; Schlumbohm et al. 2005). Die Stoffwechselstérungen des
Callithrix jacchus erinnern deutlich an Diabetes Mellitus Typ II des Menschen (Schlumbohm
et al. 2005), so dass auch der Ansatz Callithrix-jacchus-Affen als Modell fiir Ubergewicht und
Diabetes anstelle der Altweltprimaten mit dem Vorteil der schnelleren Generationenfolge
(Tardif et al. 2009) gerechtfertigt scheint und damit auch als Modell fiir sog. Lebensstil
induzierte Krankheiten. Nach unserem Wissen ist dies damit die erste Studie, die eine dirckte
Verbindung zwischen ovarieller Dysfunktion und metabolischem Syndrom bei Callithrix-

jacchus-Affen aufzeigt.

5.7 Diabetes mellitus Typ I und damit verbundene
Insulinresistenz, zusammen mit den ovariellen Symptomen,

erinnern an das Polyzystische Ovar

Ein weiterer Aspekt, der damit in den Mittelpunkt riickt, ist der Hintergrund des Diabetes
Mellitus Typ II - die Insulinresistenz. Vorbeschrieben ist, dass die Insulinresistenz bzw. die
Hyperinsulindmie  assoziiert ist mit viel abdominellem  Fettgewebe, einer
Glukosetoleranzstorung, Hypertonus und einer Dyslipiddmie (Vignesh und Mohan 2007). Je
ausgeprigter das Ubergewicht, desto ausgeprigter stellt sich auch die Insulinresistenz, aber
auch ein Hyperandrogenismus dar (Vignesh und Mohan 2007), zumindest bei Menschen,
welche unter Polyzystischen Ovarien leiden. Die Polyzystischen Ovarien zeigen zu weiten
Teilen dhnliche Verdnderungen im Ovar wie die bei uns festgestellten. Das Polyzystische

Ovar Syndrom ist meist ein Teil des Metabolischen Syndroms (Vignesh und Mohan 2007).

Diese Aspekte weiter betrachtet und die Ergebnisse der Triglyzeridbestimmungen, sowie der
Glukosetoleranztests, lassen den Schluss zu, dass ein Komplex an Stoffwechselstorungen bei

tibergewichtigen Callithrix-jacchus-Affen vorliegt, welcher der Definition des Metabolischen
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Syndroms unterworfen werden kann. Fiir Callithrix-jacchus-Affen gibt es bisher keine
einheitliche Definition des Metabolischen Syndroms, jedoch wurde eine Definition bislang
veroffentlicht von Tardif (Tardif et al. 2009), in der sie alle Tiere jenseits der 90sten
Perzentile der in die Untersuchung eingeschlossenen Tiere in den jeweiligen Bereichen wie
z.B. Fett als krank definiert. So definierte sie Tiere als {ibergewichtig jenseits des Gewichtes
von 432g. Im Bezug auf das Ursprungsgewicht der wild lebenden Tiere ist dies mit iiber 170g
mehr unserer Ansicht nach deutlich zu hoch gegriffen. Da diesem Beispiel der 90sten
Perzentile auch die anderen Kriterien untergeordnet sind, sind die damit festgelegten
Grenzwerte als sehr frei anzusehen. Schlumbohm machte einen anderen Versuch der
Definition und setzte die Grenze bei der 75sten Perzentile der Werte (Schlumbohm et al.
2008). Die weiteren Grenzwerte, die im Zusammenhang mit dem Metabolischen Syndrom fiir
Callithrix-jacchus-Weibchen in dieser Untersuchung von Tardif gesetzt wurden, sind
folgende: HDL kleiner 42 mg/dl, Niichternglukose > 219 mg/dl bzw. HbAlc > 5,5% und
Niichtern-Triglyzeride > 400 mg/dl (Tardif et al. 2009).

Wir konnten nicht alle Punkte beleuchten und es miissen weitere Untersuchungen folgen, um
unsere These zu untermauern, jedoch konnten wir zeigen, dass ein enger Zusammenhang
zwischen der Glukosetoleranzstdorung und dem Gewicht der Tiere, sowie zwischen den
Triglyzeriden und dem Gewicht der Tiere bestand. Selbst wenn wir fiir das Gewicht und die
Triglyzeride die vorgeschlagenen Grenzen heranziehen, fallen nur Tiere aus G1 (groBzelliges
Lutealgewebe) in den Bereich des von Tardif definierten Metabolischen Syndroms (Tardif et
al. 2009). Jedoch relativ betrachtet, unabhingig von den vorgeschlagenen Grenzen, korreliert
die Verteilung der Tiere bezogen auf Gewicht, sowie Taillenumfang und Triglyzeride, streng
mit der Gruppeneinteilung, welche unabhéngig dieser Faktoren getroffen wurde. Zusétzlich
wurde festgestellt, dass, sobald die Triglyzeride bei Callithrix-jacchus-Weibchen erhdht sind,
auch immer ein anderer Faktor des Metabolischen Syndroms erhoht ist (Tardif et al. 2009).
Eine weitere positive Korrelation, die auffillig war, zeigte eine enge Verbindung zwischen
Triglyzeriden und der Menge an CL-Gewebe, so dass auch hier eine Verbindung zwischen

Gewicht, Triglyzeriden und der Anwesenheit von CL-Gewebe besteht.

Eine mogliche These, warum CL-Gewebe bei erhdhten Triglyzeriden ldnger persistiert, ist die
Nutzung durch das CL-Gewebe von Steroiden zur Bildung von sédmtlichen
Steroidhormonprodukten - vermehrt aber von Androstendion. Da fiir die Steroidproduktion
zunéchst einmal Fette in Form von Cholesterin und LDL herangezogen werden und diese bei
Tieren mit erhohten Triglyzeriden vermehrt gebildet werden konnen, liegt somit auch eine

hohere Quelle fiir die Steroidproduktion vor. Da sich das CL-Gewebe durch eine vermehrte
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Androgenproduktion und zeitgleich dem Vorhandensein von Androgenrezeptoren damit

selbst am Leben erhilt, konnte die Dyslipiddmie ein weiterer Baustein der CL-Persistenz sein.

5.8 Wirkung von Hyperinsulindmie bzw. Insulinresistenz auf

das Ovar

Ein zentraler Gesichtspunkt des Metabolischen Syndroms ist die Insulinresistenz. Bei Tieren
der gleichen Kolonie konnte in vorangegangen Untersuchungen festgestellt werden, dass die
Glukosetoleranz und auch der Langzeitglukosewert HbAlc in engem Zusammenhang mit
dem Gewicht der Tiere stehen (del Rio do Valle 2008). Sobald eine Hyperinsulinimie als
Folge der peripheren Insulinresistenz vorhanden ist, konnen die Wirkungen des Insulins,
welche physiologischer Weise auf viele Organsysteme vorhanden sind, deutlich zunehmen.
Insulin ist zum Beispiel bekannt dafiir die basale Sekretion von Steroidhormonen sowie die
Verstirkung der LH-stimulierten Ostrogenproduktion und Progesteronakkumulation der
Granulosazellen zu fordern (Greisen et al. 2001). Zusammen mit FSH erhoht es durch eine
Erhéhung der Anzahl an LH-Rezeptoren auf Granulosazellen die Produktion von Ostrogenen
und Progesteron noch weiter (Adashi et al. 1991). Bei erhohtem Insulin ist dieser Effekt, wie
auch viele andere Effekte, deutlich verstirkt. Insulin zusammen mit dem im Ovar
produzierten IGF induziert auch eine Uberproliferation der Theka und des Stromas (Duleba et
al. 1997), so dass nicht nur die produzierten Steroidhormone eine Anderung im Ovar

bewirken.
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Grafik 41: Wahrscheinlicher Zusammenhang zwischen den Komponenten des Metabolischen Syndroms
und der hormonellen Dysbalance

Die verschiedenen Wirkungen sowohl der Hormone als auch im Zusammenspiel mit
erhohtem Insulin auf das Ovar ist ein weiterer Punkt, welcher eine Erklarung fiir die

ovariellen Verdnderungen ermoglicht.

5.9 Rolle und Ursprung von Androstendion im Balanceverlust

der Ovarien

Androstendion scheint das ausschlaggebende Hormon fiir den Balanceverlust der Ovarien zu
sein. Gebildet wird es im Ovar sowohl von den Lutealzellen, als auch Thekazellen, sowie
vermehrt auch von deren atretischer Form durch hohes LH (Greenwald und Roy 1994).
Weitere Androstendionquellen sind atretische Granulosa (Maxson et al. 1985; McNatty et al.
1979), sowie in geringem Malle das Stroma, jedoch 500-fach weniger als die Theka (McNatty
et al. 1979). Die andere signifikante Quelle des Androstendion sind die Nebennieren, jedoch
kommt bei Hyperandrogenismus die vermehrte Androstendionproduktion aus dem Ovar
(Magoftin 2004). AuBBerdem ist Androstendion beim Menschen das Hauptsteroidprodukt des
Ovars der Menopause (Burger 2002), welches dann vorwiegend im Interstitium gebildet wird
(Mayer et al. 2004). Da es fiir Callithrix-jacchus-Affen keine Referenzwerte fiir
Androstendion gibt, konnen wir nicht von Hyperandrogenismus sprechen, jedoch von

vermehrtem Vorliegen von Androstendion.
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Androstendion wird in den Thekazellen als Vorstufe zur mittels Aromatase stattfindenden
Umwandlung in Ostrogene in den Granulosazellen (Hild-Petito et al. 1989) produziert -
stimuliert durch LH und Insulin (Magoffin 2004). Androstendion moduliert zusitzlich auch
den FSH-Einfluss auf die Ostrogenproduktion der Granulosazellen. Somit steigert es
zusammen mit FSH den Steroidweg der Granulosazellen, welche daraufhin vermehrt
Cholesterin und LDL rekrutieren (Schreiber et al. 1984). Da aber in Folge der Atresie den
Granulosazellen die Aromatase verloren geht, wird die negative Riickkopplung durch die
damit deutlich weniger entstehenden Ostrogene die Hemmung der Androstendionproduktion

stark vermindert (Gore-Langton und Armstrong 1994).

Die Uberproduktion des Androstendion stammt aus hypertropher Theka, welche in
hyperandrogenen Frauen regelhaft vorliegt und ein Zeichen von wachsenden Follikeln in
Ovarien mit CL-Gewebe sind, welche jeweils deutlich mehr Androstendion produzieren als
normale Thekazellen (Magoffin 2004). Vor allem ist aber das CL maBgeblich fiir die

Androstendioniiberproduktion mit in Verbindung zu bringen.
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Grafik 42: Herkunft und Weiterprozessierung von Androstendion

Die Androstendionwerte unserer Messung entspringen einem anderen Verfahren als die Werte
von 1979, ebenfalls bei Callithrix-jacchus-Affen in Gefangenschaft gemessen von Chambers
und Hearn, jedoch kurz nach der Ausfuhr der Tiere aus Brasilien und somit vom
Metabolismus aus gesehen nahe deren natiirlicher Form. Diese lagen in der Schwangerschaft

unter 15 ng/ml, zu Anfang der Schwangerschaft bei 5 ng/ml und am Ende 7 ng/ml (Chambers
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und Hearn 1979). Die Werte unserer Tiere lagen in den Medianen zwischen 16,9 ng/ml bei
Tieren ohne CL-Gewebe bis hin zu 21,1 ng/ml bei Tieren mit CL-Gewebe und somit

insgesamt deutlich héher. Die Werte in LP waren erwartungsgeméf noch weitaus hoher.

Der Einfluss von erhdhtem Androstendion ist multipel, da, wie in Rhesusaffen und
Zynomolgusaffen festgestellt wurde, die Androgenrezeptoren sowohl im Stroma, als auch
ubiquitidr am Epithel, an der Granulosa, an der Theka, im Interstitium und sowohl an nicht-
atretischen wie auch an atretischen Follikeln, entstehenden, reifen und regressiven CLs
vorhanden sind (Hild-Petito et al. 1991). Zunéchst einmal bewirkt Hyperandrogenismus eine
verfrithte Follikelreifung bei lédngerfristiger Erhohung (Greisen et al. 2001). Genau dies, eine
langerfristige Androgenspiegelerh6hung, ist der Fall bei unseren Tieren. Anscheinend ist die
Uberproduktion der kuboiden Theka zusammen mit der Androgenproduktion der
persistierenden CLs fiir die Hyperandrogendmie verantwortlich und damit auch fiir die
vermehrte und verfriihte Follikelrekrutierung, resultierend aus der vermehrten Atresie, zumal
die CL-Menge positiv mit dem Androgenspiegel korrelierte. Es reifen zeitgleich bei
hyperandrogenen Tieren, welche gleichzeitig auch die vom Gewicht her schwereren sind,
mehr Follikel heran, die aber auch vermehrt atretisch werden. Passend hierzu stellte Zelinski-
Wooten fest, dass eine kontinuierliche Androstendionerhohung die Follikulogenese im
Sekundér- und Tertidrstadium hemmt - genau der Zeitpunkt, an dem die meiste Atresie
stattfindet (Zelinski-Wooten et al. 1993). Generell scheinen viele Follikel durch hohe
Androgenexposition atretisch zu werden, vor allem durch Granulosaatresie (Goyeneche et al.
2002; Zelinski-Wooten et al. 1993). So stellte auch Billig in in-vitro-Versuchen fest, dass
unter Androgenbehandlung eine DNA-Fragmentierung, also Apoptose der Granulosazellen in
Tertidr- und Graafschen Follikeln zu beobachten war (Billig et al. 1993). Und auch all diese
atretischen Follikel produzieren in allen Stadien der Atresie weiterhin Androstendion
(Greenwald und Roy 1994). Interessanter Weise wird die Androgenproduktion wiederum
auch durch Insulin mit getriggert, so dass bei hyperinsulimen Zustdnden die Theka interna in
Kombination mit LH zu mehr Androstendionproduktion stimuliert wird. Die
erwartungsgemifll deutlich hoheren Androstendionwerte in der LP, gemessen allerdings nur
bei wenigen Tieren, mit einer Verteilung ebenfalls in gleicher Form, konfiguriert iiber die
Gruppen wie in FP, konnten dadurch ebenfalls gestiitzt werden, da LH kurz vor der LP und zu
Beginn der LP deutlich erhoht ist. Aber auch atretische Theka spricht weiterhin auf diese LH-
Stimulation an (Greenwald und Roy 1994; Maxson et al. 1985). Anscheinend geht an noch
unbekanntem Punkt die Gegenregulation und damit Inhibierung der {iberschiissigen

Androstendionproduktion verloren.
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5.10 Die Rolle von Androgenen bei der Aufrechterhaltung der
CL-Funktion

Androgen-Rezeptoren finden sich auf der Theka und Granulosa aller
Follikelstadien, atretisch oder nicht, auf jeder Form von CL-Gewebe,
sowie im Interstitium, Stroma und auf dem Epithel
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Grafik 43: Einflisse des Hyperandrogenismus

Ein weiterer Punkt ist, dass Androgene im Zusammenspiel mit LH die CL-Funktion
aufrechterhalten (Gore-Langton und Armstrong 1994; Goyeneche et al. 2002). Ist damit die
Persistenz der CL ebenfalls auf das erhohte Androstendion zuriickzufiihren, welches aber
auch ebenfalls von CLs gebildet wird? Oder ist das LH-Level kontinuierlich leicht erh6ht?
Warum aber gibt es weiterhin einen Zyklus mit deutlich fallenden Progesteronspiegeln,
obwohl erhohtes Androstendion bei intaktem CL auch eine erhdhte Progesteronausschiittung

zur Folge hat (Goyeneche et al. 2002)? Diese Fragen bleiben fiir weitere Studien zu erdrtern.

5.11 Die Rolle des Metabolischen Syndroms und die Folgen der

Hyperinsulinamie

Die plausibelste Theorie, welche auch auf Grund unserer Ergebnisse naheliegend ist, beginnt
mit dem durch Nahrung und Bewegungsarmut verursachten Ubergewicht der Tiere. Durch

das Ubergewicht entsteht mit der Zeit sowohl eine periphere Insulinresistenz als auch eine
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Dyslipiddmie. Dies zusammengefasst ist bereits die Definition des Metabolischen Syndroms.
Durch die Hyperinsulindmie, welche wir auf Grund der nicht vorhandenen Messmethoden fiir
Insulin bei Callithrix-jacchus-Affen nur mittels Glukosetoleranzkurven messen konnten, die
reflektorisch auf die periphere Insulinresistenz entsteht, beginnen die Einfliisse des Insulins
auf das Ovar, das sonst durch die hypothalamische-hypophyséare-ovarielle Achse ausreichend
gesteuerte Hormongleichgewicht aus der Balance zu bringen. Insulin bewirkt die zunichst
vermehrte Produktion von Ostrogenen im Zusammenspiel mit LH. Ostrogene stimulieren das
Follikelwachstum, inhibieren die Granulosazellapoptose und erhéhen das Ovargewicht, indem
sie die Zellhypertrophie der CLs fordern (Goyeneche et al. 2002) und somit auch das CL am
Leben erhalten. Sobald jedoch Ostrogene im UbermaB produziert werden, konnen diese, so
zeigten in-vitro Versuche, zu einem negativen Effekt auf die Oozytenqualitdt umschlagen

(Tkachenko et al. 2010).

Zeitgleich bewirkt die Hyperinsulindmie die Hypertrophie der Theka, welche unter dem LH-
und Insulineinfluss vermehrt Androstendion  synthetisiert. Durch die erhohte
Androstendionsynthese und durch die Hyperinsulindmie inhibierte Synthese von Sexhormon
bindendem Globulin (SHBG) in der Leber und damit erhdhtem Sexhormonlevel im Blut und
erhohter IGF-Aktivitidt im Ovar (Vignesh und Mohan 2007) schldgt der eigentlich positive
Effekt des Insulins durch die Zusammenwirkung mit Androstendion auf die Granulosa der
Follikel um, so dass die Granulosa atresiert. Im Atresiezustand produziert die Granulosa
ebenfalls nur noch Androstendion durch den Aromataseverlust, so dass bereits zwei
Androstendionquellen vorhanden sind. Durch das nach dem Eisprung sich bildende CL wird
die Androstendionsynthese weiter vorangetrieben. Die anderen CLs, entstehend aus
atretischen Follikeln der spdten Entwicklungsphase, tragen ebenfalls dazu bei. Auch zu dem
Zeitpunkt, wenn die LH-Stimulation zum Erliegen kommt, scheint das noch vorhandene
Androstendion auszureichen das CL am Leben zu erhalten, wobei auch im CL die Aromatase
zu Grunde zu gehen scheint und die Ostrogenproduktion dadurch reduziert wird und die
Féhigkeit Progesteron zu produzieren dem CL verloren geht. Damit wird anscheinend der
natiirliche Kreislauf unterbrochen. Es beginnt eine Art circulus vitiosus, welcher bei vielen
der Tiere dazu fiihrt, dass sie zu einem Zeitpunkt, zu welchem sie noch voll
reproduktionsfdhig sein sollten, zundchst unter massivem Follikelreserveverlust leiden und
infolgedessen viel zu jung in die Anovulation und damit in die Menopause gelangen. Die
scheinbar letzten Anstrengungen des Ovars, noch Follikel zur Sprungreife zu bekommen,
endet zum Einen, wenn man die Geburtenprotokolle betrachtet, in Mehrlingsgeburten mit bis

zu fiinf Jungen, als auch zum Zweiten dann in der verfriihten Menopause. Diese These wird
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gestlitzt durch eine zusitzliche, strenge, positive Korrelation zwischen Ovulationsanzahlen
und dem Gewicht der Tiere, sowie der Wurfgrofe und dem Gewicht der Tiere (Wedi 2010).
Die Tiere in Gefangenschaft werden jedoch, sobald sie bei ihren Wiirfen eine Totgeburt
haben, aus dem Zuchtprogramm genommen, so dass der letztliche Eintritt in die Menopause
nur mittels Hormonlevelbestimmung nachvollzogen werden konnte. Dies ist jedoch bislang

nicht erfolgt.

Der Ubergang zwischen reinem Ubergewicht und zusitzlich einer Dyslipidimie und
Insulinresistenz scheint flieBend zu sein. Tiere mit gemischtem Lutealgewebe konnten
schwerer sein als Tiere mit rein kleinzelligem Lutealgewebe und trotzdem verhéltnisméBig
wenige Triglyzeride im Blut haben. Aber genau diese Tiere hatten auch noch keine
persistierenden CLs mit grofen Lutealzellen, so dass die Hyperandrogendmie wie erwartet
nicht so stark ausgeprégt, sowie die Ovarverdnderungen noch nicht so weit fortgeschritten

waren.
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Grafik 44: Zusammenhénge im Uberblick

Wiirde wohl darauf geachtet, dass die Tiere nicht iiber ihre Verhiltnisse hinaus

hyperkalorische Nahrung zu sich nehmen und ihnen ein ausreichender Bewegungsraum zur

Verfligung stinde, so konnte vielleicht bei einigen Tieren das Metabolische Syndrom

verhindert und damit auch die Fertilitéit bis ins hohe Alter aufrechterhalten werden. Ubertriigt

man diesen Gedankengang auf die Menschen, so ist das immer hédufiger werdende

Metabolische Syndrom eine Gefahr fiir die Reproduktionsfdhigkeit der libergewichtigen

Frauen. Obwohl es bislang so scheint, als gibe es beim

Callithrix-jacchus-Weibchen keine erhohte Ovulationsrate.

Menschen im Gegensatz zum

Diese These weiter zu beleuchten und weiter zu fundieren bleibt Aufgabe weiterer

Investigationen.
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6 Zusammenfassung

Die Ovarien des Callithrix jacchus, in der fertilsten Phase seines Lebens entnommen, wurden
von uns histologisch untersucht. Sobald in der FP CL-Gewebe vorliegt, welches zusétzlich
unterteilt war in reines Lutealgewebe, gemischtes Lutealgewebe mit ebenso kleinen
Lutealzellen, sowie ausschlieBlich kleinen Lutealzellen, sowie in eine Gruppe ohne dessen
Vorkommen, hat einige weitreichende Effekte auf die Ovarfunktion, sowie die reproduktive

Lebensdauer der Tiere.

Das CL-Gewebe kam nur in strenger Abhédngigkeit zum Gewicht der Tiere vor, so dass die
Aussage naheliegt, dass das Gewicht der Tiere einen entsprechenden Einfluss auf das Ovar
hat. Callithrix jacchus, in der Wissenschaft schon als Modell fiir das Metabolische Syndrom
etabliert, ist damit nicht nur ein Modell fiir das Metabolische Syndrom, sondern auch fiir die

damit verbundene verfriihte ovarielle Alterung.

Bei Vorliegen von CL-Gewebe in seiner aktivsten Form war die follikuldre Reserve der
Ovarien schon deutlich reduziert im Vergleich zu Ovarien ohne CL-Gewebe. Des Weiteren
konnte eine Abstufung der CL-Gewebetypen und der Primordialfollikelreserve gesehen
werden. Die Follikelprozessierung ist ebenfalls durch das CL-Gewebe beeinflusst. Durch die
verminderte Atresie im Ubergang zum Sekundirstadium und die vermehrten Atresie erst im
spateren Stadium bei Ovarien mit CL-Gewebe, bei Ovarien mit groBzelligem CL-Gewebe
wiederum am deutlichsten zu sehen, miissen mehr Follikel rekrutiert und weitergefiihrt
werden, um die gleiche Anzahl an Follikeln zur Sprungreife gelangen zu lassen. Durch diese
vermehrte Atresie entstehen auf der einen Seite vermutlich mehr luteinisierte Strukturen, da
die Atresie der spdteren Follikelstadien iiber die Luteinisierung der Theka und Granulosa
verlduft. Vor allem aber entstehen multiple Oozytenhiillenreste (ZP3), welche eine Zerstorung
des Stromas mit sich bringen, was zu einer bindegewebigen Transformation des Stromas und

der Medulla fihrt.

Verantwortlich fiir die Persistenz der CL-Gewebe sind sowohl die Begebenheiten des
Metabolischen Syndroms wie einer Dyslipidimie und einer Hyperinsulindmie durch die
Glukosetoleranzstorung, sowie das durch die CLs und die atretischen Theka- und

Granulosazellen produzierte Androstendion.

Das CL-Gewebe, sowie die Theka und Granulosa brauchen als Ausgangsstoft fiir die Bildung
von Androstendion, sowie zur Bildung der weiteren Steroidhormone wie Ostrogene und

Progesteron Lipoproteine, sowie Cholesterin (Schreiber et al. 1984). Diese konnen deutlich
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mehr rekrutiert und gebildet werden bei Dyslipiddmie und erhohten Triglyzeriden -
Symptome des Metabolischen Syndroms. Des Weiteren wirkt die Hyperinsulinimie im
Zusammenspiel mit LH ebenfalls produktionsfordernd auf die Thekazellen - vor allem auf die
luteinisierten Thekazellen. In luteinisierter Form liegen Thekazellen bei atretischen Follikeln

Vor.

Das vermehrt gebildete Androstendion hat zur Folge, dass das CL-Gewebe sich damit selbst
am Leben erhélt, vor allem das groBzellige CL-Gewebe, dessen Lutealzellen deutlich mehr
Androstendion produzieren als die kleinen Lutealzellen (Hild-Petito et al. 1989). Damit
scheinen Ovarien mit CL-Gewebe, vor allem diese mit groBzelligem Lutealgewebe, in
hormoneller Sicht aus der Balance zu geraten und in einer Art circulus vitiosus zu enden.
Androstendion hat durch seine im Ovar an allen Follikeln vorkommenden Rezeptoren, die
wiederum auch auf allen Stadien der CL-Gewebe, sowie im Stroma der Ovarien vorliegen,
multiple Einflussmoglichkeiten und bei chronischer Erhohung einige negative Effekte. So
wurde schon durch Greisen beschrieben, dass Androstendion eine verfriithte Follikelreifung
bewirkt (Greisen et al. 2001). Da aber Androstendion auch eine vermehrte Atresie fordert
durch die Forderung der Apoptose der Granulosazellen (Goyeneche et al. 2002), gleichzeitig
aber auch die stindige Androstendionerhéhung in der Follikulogenese den Ubergang von
Sekundir-I-Follikel zum Tertidrfollikel hemmt (Zelinski-Wooten et al. 1993) und damit auch
die Granulosa linger dem Androstendionmilieu ausgesetzt ist, miissen mehr Follikel rekrutiert
werden, um die gleiche Anzahl an sprungreifen Follikeln zu produzieren. Diese Verteilung
der Follikelstadien, inklusive der Atresie in spéteren Stadien der Follikelentwicklung, konnte

von uns beobachtet und nachgewiesen werden.

Somit ist das Metabolische Syndrom mit seinen Komponenten zweifelsohne gekoppelt an die
verfriihte ovarielle Alterung und hat, zumindest beim Callithrix jacchus, den Effekt, dass dies
scheinbar auf Grund der schneller sich neigenden Follikelreserve oder der vermehrten Atresie
mit dem entsprechenden androstendionreichen Milieu zu einer Phase der multiplen
Ovulationen fiihrt, wodurch Mehrlingsschwangerschaften jenseits der iiblichen Zwillinge

entstehen.
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Abkilrzungsverzeichnis

ACE

3-Amino-9-EthylCarbazol

BSA Bovines Serumalbumin

CL(s) Corpus luteum (Plural)

DAB 3,3'-Diaminobenzidin

FP Follikelphase

FSH Follikel stimulierendes Hormon
HDL High Density Lipoprotein

HE Hématoxylin-Eosin

IGF Insulin-like Growth-Factor

KG Korpergewicht

LDL Low Density Lipoprotein

LH Luteinisierendes Hormon

LP Lutealphase

oGTT Oraler Glukose-Toleranz-Test
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
Q1 Unteres Quartil

Q2 Oberes Quartil

RT Raumtemperatur

SHBG Sexhormon bindendes Globulin
ZP3 Zona pellucida 3
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