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Einleitung

1  Einleitung

Der Eileiter des Schweins ist ein hoch spezialisiertes Organ, welches nicht nur dem
Transport der ovulierten Eizellen, der Spermatozoen oder der sich entwickelnden
Embryonen dient. Vielmehr erschafft und moduliert der aktive Eileiter ein dynamisches,
flussigkeitsgefilltes Milieu und stellt damit die optimale Umgebung fir die endgultige
Reifung der Gameten, die Befruchtung und die darauf folgende frihembryonale
Entwicklung her.

Esist bekannt, dass das Schleimhautepithel des Eileiters regionalen und zyklusabhéngigen
Veranderungen unterliegt. Diese kdnnen morphologisch, histochemisch und biochemisch
nachgewiesen werden. Die meisten Untersuchungen beim Schwein und vielen anderen
Spezies beschranken sich auf die Modifikationen innerhalb des Sexualzyklus. Uber die
Vorgange im Eileiterepithel wahrend des Verlaufs der Trachtigkeit liegen jedoch nur
| ickenhafte Erkenntnisse vor.

Die Expression verschiedener hypothalamischer und hypophysarer Hormone und ihrer
Rezeptoren ist auch aufferhalb der klassischen Syntheseorte nachgewiesen. Da Uber ihr
Vorkommen und ihre Effekte innerhalb des Eileiters vom Schwein nur wenige Kenntnisse
vorliegen, wurde ein Schwerpunkt der vorliegenden Studie auf den Nachweis von
hypophyséren, wachstums- und proliferationsférdernden Hormonen und der Verteilung
ihrer Rezeptoren innerhalb des Eileiters gelegt. Die Untersuchungen dazu erfolgten mit
Hilfe von immunhistochemischen Methoden und der RT-PCR auf mRNA und
Proteinbasis.

Zusétzlich war es Ziel dieser Arbeit, mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie, ein
umfassendes Bild der morphologischen Veranderungen der luminalen Oberflache sowohl
in den verschiedenen Abschnitten des Eileiters, wie auch im Zyklus- und

Trachtigkeitsverlauf zu vermitteln.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Ontogenese

Zum Zeitpunkt der Befruchtung wird das chromosomale Geschlecht des Tieres festgel egt.
Am Anfang der Entwicklung sind normale Embryonen durch die indifferente Anlage der
Geschlechtsorgane potentiell bisexuell (Russe, 1991). Der embryonale Genital apparat
besteht aus den jeweils paarigen Keimdrisen, den Urnieren, der unpaaren Kloake, sowie
den Urnieren-, bzw. Wolffschen Gangen und den Mllerschen Gangen (Zietzschmann und
Krdlling, 1955).

Beim Schwein beginnt die sexuelle Differenzierung am 21.-22. Graviditétstag, bei einer
Scheitel-Steil3-Lange (SSL) von 10 mm, mit der Ausbildung der Keimleiste, aus welcher
die Gonaden entstehen (Russe, 1991). Erreicht der Embryo eine SSL von 12,4 mm, beginnt
an der ventralen Flache der Urniere, lateral des Urnierengangs, die Formierung des
Mllerschen Ganges. Hier kommt es zu einer trichterférmigen Einziehung, von der aus ein
solider Zellstrang nach kaudal wéachst. Zunachst verléuft dieser Strang paralel zum
Wolffschen Gang, Uberkreuzt diesen jedoch weiter kaudal nach medial und trifft mit dem
Zellstrang der Gegenseite zusammen. Beide Gange minden blind an der Dorsalwand des
Sinus urogenitalis. Diese Einmundungsstelle bleibt auch nach beginnender Kanalisation
langere Zeit durch Epithel verschlossen (Russe, 1991). Die Kanalisation des Ganges
beginnt kurz vor der sexuellen Differenzierung der Gonaden am kranialen Ende und
schreitet im weiteren Verlauf der Entwicklung nach kaudal fort (Zietzschmann und
Krdlling, 1955; Russe, 1991). Der Durchbruch in den Sinus erfolgt erst zum Zeitpunkt der
Geburt (Zietzschmann und Krdlling, 1955).

In einem Entwicklungsalter von 5 bis 5 %2 Wochen, mit einer SSL von 20 mm, beginnt
beim Schwein die Weiterentwicklung der indifferenten Anlage zum weiblichen
Geschlechtsapparat (Zietzschmann und Krolling, 1955). Die undifferenzierten Gonaden
entwickeln sich ohne die Expression des hodendeterminierenden Gens (SRY) zu den
Ovarien. In Abwesenheit von Androgenen degenerieren die Wolffschen Gange (Ford et al.,
2001). Die Miillerschen Génge werden ohne die Einwirkung von Anti-Miller-Hormon
(AMH) zu den Ovidukten, zum Uterus, zur Zervix und zu Teilen der Vagina (Ford et al.,
2001). Die Abgrenzungen zwischen diesen Abschnitten werden beim Schwein erstmals 2

% Monate post conceptionem sichtbar, nach der Verschmelzung der Millerschen Gange
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und nach Bildung der Zervix (Zietzschmann und Krdlling, 1955; Schnorr, 1996). Die
Ovidukte entstehen aus den kranialen Abschnitten der primitiven Mullerschen Gange
(Price et al., 1969). Vom Uterus lassen sie sich schon bald durch den deutlichen
Unterschied im Durchmesser abgrenzen, da dieser stark an Groéf3e zunimmt (Zietzschmann
und Krolling, 1955). Gleichzeitig kommt es an den Eileitern zur vermehrten Ausbildung
von Windungen und auch hier zu einer leichten Zunahme des Durchmessers. Diese ist im
kaudalen Abschnitt besonders ausgepragt, wo sich der uterotubale Ubergang ausbildet. Die
Entwicklung von Epithel und Muskelschicht schreitet gleichzeitig weiter fort,
Schleimhautfalten sowie Fimbrien werden ausgebildet und die Segmente — Infundibulum,
Ampulle, Isthmus —werden erkennbar (Price et al., 1969).

Die Histogenese geht Hand in Hand mit den beschriebenen morphologischen
Veranderungen. Die Muskelzellen des Ovidukts entstehen, wie auch die des Uterus aus
mesenchymalen Zellen. Allerdings verléuft die Entwicklung der Eileitermuskulatur
schneller als die des Uterus (Fujii et a., 1990). Die Zelen des einfachen primitiven
Schleimhautepithels unterliegen einer hohen Mitoserate. Wahrend der Eileiter an Lange
und Durchmesser zunimmt, gewinnt das Schleimhautepithel an HOhe und eine leichte
Kryptenbildung zeigt die Entwicklung der spédteren Schleimhautfalten an. Infundibulum
und Ampulle sind vor dem Isthmus zu erkennen, es bildet sich ein Epithelium
pseudostratificare. Hier finden sich dann auch erstmals zilientragende Zellen.

Zum Zeitpunkt der Geburt sind die Fimbrien gut entwickelt und die Ampulle weist die
charakteristischen Schleimhautfalten auf. Ausgekleidet wird der Eileiter von einem
einschichtigen hochprismatischen Epithel mit zilientragenden und nicht-zilientragenden
Zellen (Price et al., 1969).

2.2 Makroskopische Anatomie

2.2.1 Morphologie des Ovidukts

Der Eileiter stellt eine Verbindung zwischen dem Ovar und dem Uterushorn jeder Seite dar
(Nabandov, 1969). Er ist schlauchférmig, beim Schwein stark gewunden und ca. 15-30 cm
lang (Becze et al., 1982).
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Seine Aufhéngung, die als laterale Falte des Mesovariums aus dem kranialen Abschnitt des
breiten Mutterbandes (Ligamentum latum) hervorgeht, wird als Mesosalpinx bezeichnet
(Dyceetd., 1991).

Der ovarnahe Abschnitt des Ovidukts wird seiner Gestalt entsprechend Eileitertrichter
(Infundibulum) genannt (Becze et a., 1982). Seine Trichterform weist eine leichte
Asymmetrie auf (Yaniz et al., 2006). Das Infundibulum umgibt das Ovar beim Schwein
vollstandig (Nalbandov, 1969). An seiner medialen Seite setzt das Mesosalpinx an, auf
seiner lateraen Seite das Ligamentum infundibulocornuale. Die weite, zur Bauchhohle hin
offene, proximale Offnung wird als Ostium abdominale bezeichnet. In diesem Bereich ist
die Schleimhautféltelung sparlich. Sie besteht aus zahlreichen kleinen Stréngen, die im
distalen, engen Bereich des Eileitertrichters in komplexe, gewundene Langsfalten
Ubergehen (Yaniz et a., 2006). Der Rand des Infundibulums ist mit Fimbrien besetzt
(Beczeet ., 1982).

An das Infundibulum schlief sich der Abschnitt der Ampulle an. Diese hat einen
Durchmesser von 6-8 mm und stellt damit, nach dem Eileitertrichter, den weitesten
Abschnitt des Ovidukts dar (Becze et al, 1982). AulRerdem weist die Ampulle die stérkste
Schleimhautfaltelung auf, welche zudem beim Schwein besonders komplex gestaltet ist.
Wellenférmige, aus dem Infundibulum zusammenlaufende Falten formieren prominente
Priméarfalten mit zahlreichen Vertiefungen in ihrer Oberflache. Sekundére sowie tertiare
Falten, die teilweise ineinander Ubergehen oder wieder verschwinden, kommen haufig vor.
Verschmelzen die Sekundarfalten mit benachbarten Priméarfalten bilden sich zahlreiche
Taschen aus. Im distalen Bereich der Ampulle nimmt die Hohe der Primérfalten ab (Yaniz
et al., 2006).

Der Ubergang von der Ampulle zum Isthmus wird als ampulla-isthmus junction (AlJ)
bezeichnet (Nalbandov, 1969). Die Eileiterschleimhaut in diesem Bereich weist
Primarfalten mit zahlreichen Sekundéarfalten auf, die ein ausgedehntes Netzwerk von
Falten mit moderater Grof3e bilden. In den Bereichen zwischen den Primérfalten finden
sich zahlreiche kleine, irregulér verlaufende Falten die, wie in der Ampulle, Vertiefungen
und Taschen in der Schleimhaut begrenzen (Yaniz et a., 2006).

Der néchste sich angliedernde Teil des Eileiters wird Isthmus genannt. Er ist deutlich enger
als die Ampulle, sein Durchmesser betragt beim Schwein ca. 2-3 mm (Nalbandov, 1969).
Hier findet man niedrige Priméarfalten der luminalen Schleimhaut, die weitgehend gerade
oder mit leichten Windungen verlaufen. Die sekundédren Falten verschmelzen regelmaliig
mit den benachbarten Primérfalten (Yaniz et a., 2006).
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Der Isthmus mindet auf der Mesenteriaseite in den kranialen Anteil des entsprechenden
Uterushornes. Die Eintrittstelle wird al's utero-tubaler Ubergang (utero-tubal junction, UTJ)
bezeichnet (Rigby, 1965). Er ist beim Schwein durch prominente Schleimhautfalten
gekennzeichnet, die einen Verschlussmechanismus darstellen (Fléchon und Hunter, 1981;
Hunter et a., 1987). Es handelt es sich dabei um 6-12 primédre Léangsfalten, die mit
fingerartigen Fortsitzen enden und zum Uterus hin deuten. Wahrend des Ostrus sind diese
besonders stark ausgepragt. In den Bereichen zwischen den Falten im oberen Bereich der
UTJ sind zahlreiche niedrige Taschen lokalisiert (Hook und Hafez, 1968; Hafez und Black,
1969; Yaniz et a., 2006). Ein Sphinkter an der UTJ ist beim Schwein nicht vorhanden
(Hafez und Black, 1969).

2.2.2 Gefélversorgung des Ovidukts

Arterien

Die arterielle Blutzufuhr des Eileiters wird von der Arteria (A.) ovarica Ubernommen (Del
Campo und Ginther, 1973). Diese entspringt beim Schwein in Hohe des flnften
Lendenwirbels (LW) paarig aus der Aorta (Wilkens und Munster, 1976). Die A. ovarica
teilt sich ca. 60 mm vor dem Ovar in zwei prominente Aste auf. Diese haben einen relativ
geraden Verlauf. Einer dieser Aste verzweigt sich wiederum in einen GefaRast fir das
Ovar und mehrere fur die Versorgung des Ligamentum latum, der Bursa ovarica und
schliefdlich einen fur die Versorgung des Ovidukts (Del Campo und Ginther, 1973).
Letzterer wird als Ramus tubarius bezeichnet und verlauft im Mesosalpinx (Wilkens und
Mdunster, 1976).

Venen

Der Ramus tubarius der Vena (V.) ovarica mindet zusammen mit zahlreichen anderen
vendsen Geféllen von Ovar und Uterus in die V. ovarica. Nachdem sich diese Gefél3e zu
einem ca. 20-40 mm langen Stamm vereinigt haben, mindet dieser in die Vena cava
caudalis (Del Campo und Ginther, 1973). Die Eintrittstelle der V. ovarica in die Vena cava
liegt auf Hohe des Ursprungs der A. ovarica aus der Aorta abdominalis (Oxenreider et al.,
1965).
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Lymphgeféalle
Nach den Untersuchungen von Andersen (1927) findet man bei Schweinen einen

subepithelialen und einen subserésen Plexus, wobei letzterer nur im Bereich des Isthmus
und der UTJ deutlich ausgepragt ist. Beide minden in einen zwischen Ring- und
Langsmuskulatur gelegenen weiteren Plexus. Insgesamt ist die lymphatische Versorgung
im distalen Abschnitt des Eileiters (Isthmus, UTJ) besser ausgepragt und reicht bisin den
angrenzenden Teil des jewelligen Uterushorns mit hinein.

Schon Andersen (1927) berichtete Uber zyklusabhangige Veranderungen in der
lymphatischen Versorgung. So weisen die Lymphgefél3e von Isthmus und Ampulle in der
Follikelphase einen um das Doppelte erweiterten Durchmesser auf. Spétere
Untersuchungen am Lymphsystem des |sthmus bestétigen diese Befunde (Doboszynska et
a., 1999). Im Gegensatz dazu zeigen die Lymphgeféie der UTJ und des angrenzenden
Uterushorns ihre stérkste Entwicklung an den Tagen 8-14 im Zyklus, wenn die Gelbkorper
ausgereift sind (Andersen, 1927).

Neuere Untersuchungen beschreiben einen paraovariellen lymphatischen Plexus, der von
Lymphgefélen aus dem Uterushorn (Gawronska et al., 1997) und dem Ovidukt
(Doboszynska et al., 1999) gebildet wird, und im Ligamentum latum verléuft. Aus dem
Ovidukt treten zwei bis drei klappentragende Lymphgefélie aus, die zu denen des Ovars
ziehen und mit diesen in die Lymphonodi (Lnn.) iliaci mediales einminden. Lediglich ein
GefaR zieht zu den Lnn. lumbales aortici (Baum und Grau, 1938; Vollmerhaus, 1976).

2.2.3 Nervenversorgung des Ovidukts

Wie die anderen Abschnitte des weiblichen Reproduktionstraktes wird der Eileiter durch
sympathische und parasympathische Nervenbahnen des vegetativen Nervensystems
versorgt.

Zusammen mit dem Ovar und dem kranialen Anteil des Uterushorns wird der Eileiter vom
so genannten Plexus (Pl.) ovaricus innerviert. Dieser wird von sympathischen
Nervenfasern gebildet, die dem Verlauf der A. ovarica folgend in Nervengeflechte ziehen,
die aus dem PI. mesentericus caudalis und dessen Ganglion entspringen. Die Ganglien des
PI. ovaricus und des Pl. mesentericus caudalis sind beim Schwein verschmolzen (Nickel et
al., 1992). Die sympathischen Anteile der autonomen Nervenversorgung des Eileiters
kommen auf3er vom PI. ovaricus auch vom PI. hypogastricus. Die meisten Fasern des
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Nervus hypogastricus sind unmyelinisiert, was impliziert, dass sie postgangliondren
Ursprungs sind (Brudin, 1969). Die praganglionaren sympathischen Fasern fir den Eileiter
und das Ovar entspringen aus den Lumbalsegmenten (L) 1-L 3.

Untersuchungen tber die sympathische Innervation des Ovidukts zeigen bei verschiedenen
Spezies, dass die zirkuldare Muskelschicht des Isthmus sehr stark von adrenergen bzw.
noradrenergen Nerven innerviert ist, welche es dem Organ erlauben im Sinne eines
Sphinkters zu agieren (Brudin, 1969; Sporrong et a., 1982, Rodriguez-Martinez, 1984).
Noch deutlicher konnte dies an der AlJ und an der UTJ nachgewiesen werden (Owman
und §oberg, 1966; Rodriguez-Martinez et a., 1982b). Im Gegensatz dazu ist die Tunica
muscularis der Ampulle und des Infundibulums wesentlich weniger stark adrenerg
innerviert (Brudin, 1969; Rodriguez-Martinez et al., 1982b). Noradrenalin wirkt in
Abhangigkeit von Eileiterabschnitt, Muskellage und vorherrschendem
Steroidhormonspiegel entweder kontrahierend oder relaxierend (Croxatto, 2002; Kotwica
et al., 2003). Zudem wird vermutet, dass die Katecholamine an der Regulation der
sekretorischen Aktivitét des Ovidukts beteiligt sind (Einspanier et al., 1999).

Die parasympathischen Kerne fir das Ovidukt und das Ovar liegen in der Medulla
oblongata und dem Sakralsegment (S) 2 des Rickenmarks (Nickel et a., 1992).
Untersuchungen bel Kaninchen zeigten, dass innerhalb des Ovidukts im Bereich des
Isthmus die hdchste Dichte an cholinergen Fasern vorliegt (Kraus et a., 1991). Beim Rind
wurde nachgewiesen, dass Acetylcholin in der follikuldren und frihen luteaden
Zyklusphase Kontraktionen von Ampulle und Isthmus stimuliert (Kotwicaet a., 2003).
Afferente Fasern werden Uber Spinalganglien vom Thorakalsegment (Th) 10-L3 in das
Rickenmark geleitet (Nickel et al., 1992).

2.3  Mikroskopische Anatomie

Die auRerste Schicht des Eileiters ist die Tunica serosa, die aus dem einschichtigen
Mesothel gebildet wird. Dieses besteht aus Epithelzellen mit einem abgeflachten bis
kubischen Erscheinungsbild. Im Bereich von Ampulle und Isthmus kommen auch
zylinderférmige Epithelzellen vor (Yaniz et a., 2007). Die Tunica serosa liegt auf einer
dunnen Schicht von lockerem Bindegewebe, die von einigen Autoren as Tela subserosa

bezeichnet wird (Jungueira und Carneiro, 1986; Liebich, 1999). In die Tela subserosa sind



Literaturubersicht

neben grolReren Gefdllen auch glaite Muskelfasern eingelagert (Blandau, 1978; Hees,
2000). Diese bilden einen kranial gelegenen Langszug sowie mehrere schrag verlaufende
Muskelstrange, die Lageveranderungen des Eileiters, z.B. bei der Ovulation, mdglich
machen. In diesem Zeitraum stilpt sich der Eileitertrichter Uber das Ovar und fuhrt leicht
drehende Bewegungen aus (Hees, 2000). Des Weiteren liegen grof3e Nervenbiindel im
Bereich der Tela subserosa (Nalbandov, 1969).

Die nachste Schicht wird Tunica muscularis genannt. Man kann innerhalb dieser Schicht
innere, zirkular und &ulere, longitudinal verlaufende Muskellagen unterscheiden
(Nalbandov, 1969). Die UTJ besitzt eine kraftige Tunica muscularis, bel der die zirkul&r
verlaufende Muskel schicht kréftiger ausgebildet ist (Hook und Hafez, 1968). Kranial weist
der Bereich des Isthmus die am stérksten ausgepragte Tunica muscularis auf. Diese wird
zur Ampulle und zum Infundibulum hin erheblich dinner (Nilsson und Reinius, 1969;
Blandau, 1978). Im proximalen Bereich des Ovidukts wird die Differenzierung der
einzelnen Muskellagen immer schwieriger (Blandau, 1978). Sowohl im Bereich der
Ampulle, wie auch im Isthmus, sind zwischen die einzelnen Muskelzellblindel reichlich
Kollagenfasern eingelagert, im Isthmus sind die Muskelzellen jedoch dichter gepackt.
Untersuchungen der Ultrastruktur der glatten Muskelzellen des Ovidukts zeigen, dass in
der follikuldren Phase wesentlich mehr Zellorganellen, wie glaites und raues
endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat und Vesikel vorhanden sind, as in der
lutealen Phase. (Fujii et al., 1990). Wie im Kapitel ,, Makroskopische Anatomie* bereits
beschrieben, sind in die Muskelschichten Nerven, Lymph- und Blutgeféi3e eingelagert.

Die Tunica mucosa ist die lumenseitige Auskleidung des Eileiters. Sie wird untergliedert in
die Lamina propria mucosae und die Lamina epithelialis mucosae.

Die Lamina propria mucosae ist die bindegewebige Grundlage der Schleimhautfalten
(Nilsson und Reinius, 1969). Dies gilt sowohl fur die einzelnen Abschnitte des Eileiters,
wie auch fur die UTJ, be welcher die Bindegewebsschicht prominente
Schleimhautfortsétze ausbildet (Hook und Hafez, 1968). Insbesondere in diesem Bereich
ist sie sehr stark von einem Gefal3plexus vaskularisiert, welchem eventuell die Funktion
eines erektilen Gewebes zugeschrieben werden kann (Wrobel et al., 1993). Die Lamina
propria mucosae wird, vor alem im proximaen Tell des Eileiters héaufig von
Lymphozyten und Plasmazellen infiltriert (Jiwakanon et al., 2005).

Die Lamina propria mucosae ist im gesamten Eileiter von der Lamina epithelialis
mucosae, dem Schleimhautepithel, tiberzogen (Nilsson und Reinius, 1969). Es handelt sich

dabel um ein einschichtiges, hochprismatisches Epithel (Nalbandov, 1969). Dieses kann in
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der Ampulle und dem Infundibulum insbesondere wahrend des Ostrus eine Mehrreihigkeit
vortauschen, da die Zellkerne auf unterschiedlichem Niveau lokalisiert sind (Smollich und
Michel, 1992; Jiwakanon et al., 2005). In dem Schleimhautepithel sind zwei Zelltypen zu
unterscheiden: zum einen zilientragende und zum anderen nicht-zilientragende oder auch
sekretorische Zellen (Wu et al., 1976; Buhi et al., 1997; Abe und Hoshi, 2007). Die
Oberflache der zilientragenden Zellen ist mit Kinozilien besetzt, die in das Lumen des
Eileiters hervortreten, die der sekretorischen Zellen mit Mikrovilli (Eriksen et al., 1994).
Lichtmikroskopisch unterscheiden sich die beiden Zellarten auch in Bezug auf Kern und
Zytoplasma. So féarbt sich das Letztere bel den Zilienzellen blasser an und sie besitzen
einen anndhernd runden Kern, der in der Mitte der Zelle lokalisiert ist (Hook und Hafez,
1969, Eriksen et a., 1994). Dieser ist bel den sekretorischen Zellen schlank bis oval und in
den unteren drei Vierteln der Zelle gelegen. Das Zytoplasmaist vor allem im apikalen Tell
der Zelle dunkel angefarbt und enthdlt Granula (Hook und Hafez, 1969). Die
sekretorischen Zellen produzieren und sezernieren eine Flussigkeit, welche die Erndhrung
der Gameten und der frilhen Embryonen sicherstellt (Hamner und Fox, 1969). Neben
diesen beiden Zellarten werden auf3erdem noch so genannte Stiftchenzellen oder ,,peg
cells* beschrieben. Sie besitzen einen flachen, kompakten Kern und kaum Zytoplasma
(Horstmann und Stegner, 1966; Stalheim et al., 1975). In der Literatur ist man sich soweit
einig, dass es sich bel diesen Zellen um keine weitere Zellart an sich handelt. Sie werden
heute als degenerierte (Bullén et al., 1980) bzw. kollabierte Epithelzellen (Junqueira und
Carneiro, 1986) angesehen. Bei den auf der Basalmembran liegenden kleinen runden
Zellen, die von verschiedenen Autoren as indifferente oder Basalzellen beschrieben
werden, handelt es sich um intraepitheliale T-Lymphozyten (Comer et al., 1998).

Das Verhdtnis von zilientragenden zu sekretorischen Zellen ist sowohl abhéngig von der
Lokalisation im Eileiter als auch vom Zyklusstand. So sind in der Region um die UTJim
Vergleich zu Isthmus, Ampulle und Infundibulum, weniger zilientragende Zellen zu sehen
(Wu et a., 1976). Verschiedene Studien (Wu et a., 1976; Abe und Oikawa, 1992,
Jwakanon, 2005; Yaniz, 2006) zeigen, dass morphologische Verénderungen im
Schleimhautepithel wahrend des Zyklus im Bereich des Infundibulums und der Ampulle
deutlicher sind alsim Isthmus.

Wahrend des Ostrus findet man in den erstgenannten Abschnitten zu 80 % Zilienzellen
(Buhi et a., 1997), die einen dichten Kinozilienbesatz aufweisen. Die Zellhthe der
sekretorischen Zellen entspricht im Allgemeinen der der Zilienzellen. Ihre Oberflache ist

im Metostrus haufig gerundet und es kénnen vereinzelt niedrige Zytoplasmaprotrusionen
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vorliegen (Eriksen et al., 1994). Im selben Zeitraum dominieren im Bereich des Isthmus
und der UTJ die sekretorischen Zellen (Abe und Oikawa, 1992). Nach Ergebnissen von
Buhi et a. (1997) erlangen im Bereich der Ampulle und des Isthmus sowohl die
Zilienzellen, wie auch die sekretorischen Zellen unter Ostrogendominanz ihre maximale
Zellhdhe. Ebenfalls durch Steroidhormone beeinflusst wird die Anzahl der sekretorischen
Granula. Sie ist wahrend Ostrus und Metdstrus deutlich erhoht (Eriksen et al., 1994; Buhi
et al., 1997).

Die Zilienzellen im Bereich der Ampulle, sind unter der Progesterondominanz niedriger
und nehmen erst im Progstrus wieder an Hohe zu (Buhi et a., 1997). Die sekretorischen
Zellen weisen im Diostrus zahlreiche Protrusionen auf, die deutlich tber die Oberflache
der zilientragenden Zellen hervortreten. Oftmals sind diese Protrusionen lediglich Uber
einen schmalen Zytoplasmastrang mit der Zelle verbunden. Sie enthalten Mitochondrien,
raues endoplasmatisches Retikulum und Polyribosomen. Teilweise befindet sich auch der
Zellkern innerhalb dieser Protrusionen. Es wird angenommen, dass diese Vorgéange im
Rahmen der Zellmauser bzw. Zellerneuerung ablaufen (Eriksen et al., 1994; Walter und
Bavdek, 1997). Die sekretorischen Zellen im Bereich des Isthmus und der UTJ sind im
Diostrus flacher und tragen weniger und kiirzere Mikrovilli (Abe und Oikawa, 1992). Der
Prozentsatz der zilientragenden Zellen in der Ampulle und dem Infundibulum geht
wahrend des Didstrus zurlick, der der sekretorischen Zellen steigt von ca. 20 % auf 50 %
an. Im Isthmus sind im Verlauf des Zyklus keine prozentualen Verénderungen im
Verhdtnis der beiden Zellarten zueinander zu beobachten (Buhi et al., 1997).

Uber Veranderungen des Eileiterepithels vom Schwein wahrend der Trachtigkeit liegen
nur wenige Studien vor. Nach Nayak et al. (1976) entspricht das Erscheinungsbild des
Eileiterepithels wahrend der Trachtigkeit dem der lutealen Phase des Zyklus. Die
sekretorischen Zellen weisen prominente, apikale zytoplasmatische Protrusionen auf und

auch ausgestol3ene Zellkerne liegen frei im Eileiterlumen vor.

2.4  Physiologie des Ovidukts

Der Eileiter sorgt fur die Aufnahme der ovulierten Eizellen, deren Transport zum Ort der
Befruchtung und weiter in den Uterus. AulRerdem leitet er die Spermien vom utero-tubalen
Ubergang durch den Isthmus ebenfalls zum Ort der Befruchtung (Blandau, 1969; Becze et
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al., 1982). Eine damit verbundene wichtige Funktion des Ovidukts ist die Erndhrung der
Eizellen und Spermien durch die Eileiterflissigkeit (Hamner und Fox, 1969). Diese stellt
ein Milieu dar, in welchem die Gameten nicht nur Uberleben konnen, sondern die
Kapazitation der Spermien sowie deren Akrosomenreaktion mdglich werden (Ascher et al.,
1986). Zudem tragen die Inhaltstoffe der Eileiterfllissigkeit dazu bei, dass die Befruchtung
und die frihe embryonale Entwicklung stattfinden kann (Leese et a., 2001), da diese in
den ersten 48-72 Stunden der Trachtigkeit im Ovidukt ablauft (Bazer et a., 2001). Der
Eileiter stellt dafir die optimale Umgebung zur Verflgung, im Sinne von optimalen
Temperatur- und pH-Werten, osmotischem Druck, Nahrstoffen, Sauerstoffdruck, und
anderen Faktoren (Buhi et al., 1997).

Die sekretorischen Zellen der Eileiterschleimhaut sezernieren aktiv Flissigkeit in das
Lumen des Eileiters (Abe, 1996), deren Inhaltstoffe regional und in Abhangigkeit vom
Zyklusstand variieren (McCauley et al., 2003). Die zellulére Aktivitét ist im Infundibulum
und der Ampulle zu jedem Zeitpunkt zwei- bis dreimal grof3er asim Isthmus (Buhi et al.,
1997). Durch die Einwirkung von Ostrogenen kommt es zu einer vermehrten Synthese und
Sekretion von oviduktspezifischen Proteinen (McCauley et al., 2003). Diese, in
sekretorischen Granula produzierten Glykoproteine (Buhi et al., 1997), spielen eine
wichtige Rolle beim Spermien- und Eizellentransport, bei der Spermienkapazitation, der
Fertilisation, der friihembryonalen Zellteilung, bei der Verzégerung der Digestion der Zona
pellucida und bel der Unterdriickung des maternalen Immunsystems. Allerdings sind noch
nicht alle Funktionen vollstandig bekannt (Buhi et a., 1990). Neben diesen
oviduktspezifischen Proteinen sind in der Eileiterfliissigkeit weitere Proteine enthalten, die
als Transsudat dem Serum entstammen. Es handelt sich vor alem um Enzyme und
Proteine wie Albumin, Transferrin und verschiedene Immunglobuline, die jedoch in
niedrigerer Konzentration alsim Serum vorliegen (Buhi et a., 1997).

Wichtig sind aulRerdem die energieliefernden Verbindungen, die den Gameten und den
Embryos vom Ovidukt zur Verfligung gestellt werden. Hierzu zéhlen Glukose, Fruktose,
Laktat, Pyruvat, Glukose-G-Phosphat, Fruktose-1,6-diphosphat und Verbindungen aus der
Glykolyse und dem Zitratzyklus (Becze et a., 1982). Daneben sind noch verschiedene ein-
und zweiwertige lonen in der Eileiterflissigkeit enthalten (Borland et al., 1977).
Aminosauren sind essentieller Bestandteil der Eileiterflissigkeit. Sie unterstiitzen die
Entwicklungsfahigkeit der Gameten, bzw. Embryos und tragen so dazu bei, dass
Befruchtung und frihembryonale Entwicklung mdglich werden (Nancarrow und Hill,
1995; Boatman, 1997).
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Durch Sekretion des Epithels und durch Transsudation aus dem Serum kommt es zur
Anreicherung von Wachstumsfaktoren in der Eileiterfllssigkeit. Dabei handelt es sich vor
allem um epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor a (TGFa) sowie
insulin-like growth factor-1 und -11 (IGF-I und -11) (Buhi et al., 1997).

Auf die speziellen, damit zusammenhangenden Funktionen des Eileiters wird im
Folgenden anhand der aszendenten und deszendenten Funktionsrichtung naher
eingegangen (Becze et al., 1982).

Aszendente Funktionsrichtung:

Durch Begattung oder kiinstliche Besamung werden beim Schwein mehrere Millionen von
Spermatozoen im Uterus deponiert (Blandau, 1969). Lediglich Tausende von Spermien aus
der ersten, spermienreichen Fraktion des Eberglakulates sind anschlief3end im Bereich des
kaudalen Isthmus nachweisbar (Suarez et a., 1997; Rodriguez-Martinez et al., 2005). Zu
einem grof3en Teil wird ihre Zahl durch den Ruckfluss des Ejakulats Uber die Zervix
minimiert (Hunter, 1975). Die zweite Fraktion des Eberegjakulats enthdlt grofRe Mengen an
Spermadhasin  PSP-1/-11, welches chemotaktisch auf Leukozyten wirkt und so die
Phagozytose der Spermien fordert (Rodriguez-Martinez et al., 2005).

Ein echtes Hindernis fir die Passage der Spermien in Richtung Eileiter bildet der utero-
tubale Ubergang mit seinen polypenartigen Fortsitzen, die ins Lumen ragen (Blandau,
1969). Er wirkt wie eine mechanische Klappe, die den Ubertritt von Fliissigkeit aus dem
Uterus in den Eileiter verhindert (Blandau, 1969) sowie den Eintritt der befruchteten
Eizellen in den Uterus kontrolliert (Hafez und Black, 1969). Zudem wird dadurch der
Spermientransport in den Eileiter limitiert (Fléchon and Hunter, 1981) und die
Voraussetzung fur die phagozytotischen Aktivitéten geschaffen.

Der kaudale Isthmus bildet ein funktionelles Spermienreservoir, in welchem die
Spermatozoen, die den utero-tubalen Ubergang passieren konnten, festgehalten und
gespeichert werden (Hunter et a., 1980; Fléchon und Hunter, 1981). Sie bleiben beim
Schwein fir ca. 24 Stunden in diesem Bereich und verlassen ihn dann nach und nach im
Laufe der folgenden 48 Stunden (Blandau, 1969). Das Reservoir entsteht durch die
Fahigkeit der Epithelzellen unkapazitierte und noch nicht hyperaktivierte Spermatozoen zu
binden, indem spezifische Kohlenhydrat-Proteininteraktionen zwischen Zilien und
Spermien stattfinden (Fléchon und Hunter, 1981; Fazeli et al., 1999; Perez et al., 2006).
Préovulatorisch werden im Isthmus Mukopolysaccharide gebildet (Rodriguez-Martinez et

al., 2001) und im Ostrus sezerniert das Eileiterepithel zusitzlich groRe Mengen von
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viskdsen Glykoproteinen, die sich im engen Lumen des kaudalen Isthmus anreichern und
beim Schwein einen Sekretpfropf bilden. Dies verhindert den Ubertritt von Fliissigkeit aus
der Ampulle oder dem Uterus in den Bereich des Spermienreservoirs und damit die
vorzeitige Steigerung des Metabolismus und der Motilitét der Spermien. Zusétzlich fordert
das mukose Sekret die Entfernung von Resten des Seminalplasmas von der
Spermienoberflache und dirigiert die Spermatozoen in Richtung des Epithels. Ihre
Beweglichkeit wird durch das hochviskdse Sekret reduziert (Hunter, 2002). Ein weiterer
Faktor, der dazu beitrdgt, dass sich das Reservoir in diesem Bereich etabliert, ist ein
Temperaturunterschied. Im Isthmus ist die Temperatur im periovulatorischen Zeitraum um
0,75 °C geringer as in der Ampulle. Nach der Ovulation kann dieser Unterschied nicht
mehr nachgewiesen werden (Hunter und Nichol, 1986).

In diesem funktionellen Spermienreservoir finden die Spermienkapazitation und die
Hyperaktivierung statt (Rodriguez-Martinez et al., 2001). Die bei der Kapazitation
ablaufenden Veranderungen am Akrosom ermdglichen es den Spermien, in die Eizellen
einzudringen und an deren Zona pellucida zu binden (Bazer et a., 2001). Es handelt sich
dabei um einen komplexen Vorgang, bel welchem starke Modifikationen an der
Plasmamembran der Spermien ablaufen. Das betrifft die Struktur und Konzentration von
Proteinen, Steroiden und Phospholipiden (Y anagimachi, 1990). Der Vorgang dauert ca. 1-2
Stunden (Becze et a., 1982). Lipidbindende Komponenten wie das Albumin aus der
EileiterflUssigkeit extrahieren Cholesterol aus der Spermienmembran (Davis et al., 1980;
Visconti et al., 1999). Sie wird so durchl&ssiger und extrazelluléres Ca?* kann einstrémen
(Visconti und Kopf, 1998). Dieses ist notwendig fur die Hyperaktivierung und um den
Prozess der Kapazitation zu vervollstandigen (Suarez, 1996). Zusétzliche Veranderungen
an der Lipidstruktur der Plasmamembran werden beim Schwein durch das in der
Eileiterflissigkeit enthaltene Bicarbonat verursacht (Gadella und Harrison, 2000;
Rodriguez-Martinez et al., 2001). Diese fur die Kapazitation notwendigen Vorgénge
reduzieren durch die Destabilisierung der Plasmamembran die Lebensdauer der
Spermatozoen und fuhren zum Zelltod, falls es nicht zur Befruchtung kommt (Harrison,
1996). Untersuchungen von Schweinen im préovulatorischen Zeitraum indizieren, dass die
Speicherung der Spermien im Eileiteristhmus die Kapazitation verzogern kann (Rodriguez-
Martinez et al., 2001). Bel dieser Unterdriickung der Kapazitation handelt es sich um eine
notwendige Speicherstrategie wahrend des langen préovulatorischen Intervalls (Hunter und
Rodriguez-Martinez, 2004). Durch die Adh&sion wird die Lebensfahigkeit verlangert, der

Ca”*-Einstrom unterdriickt und Destabilisierungsvorgange verlangsamt (Petrunkina et al.,
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2001). Das Ovidukt spielt also eine zentrale Rolle in der Koordination der endgultigen
Reifung der Spermien und dem Zusammentreffen der mannlichen und weiblichen Gameten
(Hunter und Rodriguez-Martinez, 2004).

Um den Zeitpunkt der Ovulation setzt sich der kontrollierte Aufstieg der Spermien durch
den Isthmus in Richtung AlJ fort (Bazer et a., 2001; Rodriguez-Martinez et al., 2001). Fur
das Ablosen vom Epithel werden verschiedene Ursachen diskutiert. Vermutlich sind die
vollstandige Kapazitation und Hyperaktivierung entscheidende Faktoren (Suarez et al.,
1991). Systemische und lokale ovarielle Einflisse, v.a. der Wechse von der
dstrogendominierten préovulatorischen Phase zur steigenden Sekretion von Progesteron
nach der Ovulation und vermutlich auch das in der Follikelflissigkeit enthaltene
Progesteron spielen dabei eine zentrale Rolle. Es wirkt auf die Isthmusschleimhaut ein und
fuhrt dort zu einer Schwéchung der Bindungsreaktionen (Hunter et al., 1999; Hunter und
Rodriguez-Martinez, 2004; Hunter, 2008). Hinzu kommen noch Kontraktionen der Tunica
muscularis (Suarez et al., 1991). Entlang des Isthmus in Richtung Ampulle besteht ein
Spermiengradient (Hunter, 2005). So gelangen von den mehreren tausend im kaudalen
Isthmus enthaltenen Spermien nur zwischen 10-100 in die Ampulle, um einer Polyspermie
entgegenzuwirken (Bazer et a., 2001). Transportiert werden sie durch den Isthmus
hauptséchlich durch dessen Muskelkontraktionen (Blandau, 1969), die durch Oxytocin aus
der Neurohypophyse und Prostaglandinen aus dem Ejakulat hervorgerufen werden
(Schnorr, 1996).

Bevor die Spermien an den Ort der Befruchtung im distalen Teil der Ampulle gelangen
konnen, miissen sie zuerst durch die AlJ. An dieser Stelle kommt es im Ostrus zu einer
Verengung des Ubergangs von der Ampulle zum Isthmus. Dieser funktionelle Sphinkter
tritt unter starker Ostrogendominanz auf und ist effektiv genug, die Eizellen
zuriickzuhalten, die Spermien aber hindurch zu lassen. Dieses Phéanomen wird auch as
»tube-locking” bezeichnet (Blandau, 1969; Becze et al., 1982).

Deszendente Funktionsrichtung:

Zum Zeitpunkt der Ovulation zeigt das Infundibulum eine starke Motilitét (Nalbandov,
1969). Die Rolle der Fimbrien bei der Aufnahme der ovulierten Eizellen wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Eine ,,Vakuumtheorie® (Westmann, 1952; Austin, 1963) die
besagt, dass im Eileiterlumen ein negativer Druck herrscht, der die ovulierten Eizellen in
den Eileiter saugt, konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Bereits &ltere Studien stellen

die Vermutung auf, dass es durch den Zilienschlag der Zellen der Fimbrienschleimhaut zu
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einem FlUssigkeitsstrom kommt, der die Eizellen in den Eileiter spilt (Blandau, 1969).
Neuere Studien bestétigen, dass es durch den gerichteten Zilienschlag zu einem
Flussigkeitsstrom kommt, zeigen jedoch auch, dass dieser alleine nicht ausreichend ist, um
die Eizellen aufzunehmen und weiter zu transportieren. Diese Vorgange sind abhéngig
vom Zilienschlag und der Adhésion des Eizellen-Kumuluskomplex an den Spitzen der
Zilien des Infundibulums (Blandau, 1978; Norwood et a., 1978; Talbot et al., 1999).
Eizellen, die vom Infundibulum aufgenommen wurden, werden anschlief3end innerhalb
weniger Minuten durch die Eileiterampulle bis vor den Bereich der AlJ transportiert
(Blandau, 1969). Heftige rhythmische Kontraktionen der Ampulle tragen dazu bei, dass die
Eizellen an diese Stelle gelangen (Rodriguez-Martinez et a., 1982a). Es wurde beobachtet,
dass der Zilienschlag der Zilienzellen an der AlJ dazu fihrt, die Eizellen in Rotation zu
halten. Dadurch wird gewdahrleistet, dass sie den in der Eileiterschleimhaut enthaltenen
Nahrstoffen gleichméfdig zuganglich gemacht werden (Blandau, 1969). Wahrend des
Transports der Eizellen zum Ort der Befruchtung, werden diese von den sie umgebenden
Kumuluszellen befreit. Die Kumuluszellen bleiben zum Teil durch Adhésion an den Zilien
héngen (Talbot et al., 1999). Zusétzlich trégt vermutlich auch die aus defekten Spermien
freigesetzte Hyaluronidase dazu bei, dass die Eizellen von den Kumuluszellen geldst
werden und die Zona pellucida der Eileiterflissigkeit zugénglich gemacht wird
(Rodriguez-Martinez et al., 2001). Darin enthaltene oviduktspezifische Glykoproteine
spielen eine wichtige Rolle, indem sie an die Plasmamembran der Eizellen binden. Durch
die Adhasion an die Zona pellucida reduzieren sie die Bindungsmdglichkeiten fir
Spermien und tragen damit zur Verhinderung der Polyspermie bei (McCauley et al., 2003).
In der postovulatorischen Phase laufen im Isthmus hochfrequente und kréaftige
Kontraktionen ab, die das Lumen verengen und in Verbindung mit der geringen
muskuldren Aktivitdét der Ampulle dazu beitragen, die Eizellen an dieser Stelle
zurlckzuhalten (Rodriguez-Martinez et al., 1982a), wo sie bereits von den kapazitierten
Spermien erwartet werden. Durch die Verschmelzung der haploiden Gameten entstehen
die diploiden Zygoten, die nach Umkehr der Tubenperistaltik und Offnung des Sphinkters,
uteruswarts transportiert werden (Becze et a., 1982). In der Literatur werden zahlreiche
Hormone fur die Kontrolle des Gameten- und Eizellentransports diskutiert (Boling und
Blandau, 1971). Neben den Steroidhormonen wird auch hypophyséren Hormonen wie LH
(Ziecik et a., 2005) und Oxytocin (Jankovi¢ et al., 2001) eine Rolle zugesprochen.
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Der Transport der Eizellen durch das Ovidukt dauert beim Schwein im Mittel 90-108
Stunden (Oxenreider und Day, 1965). Die befruchteten Eizellen werden in der Regel im 4-
Zell-Stadium in den Uterus abgegeben (Bazer et al., 2001).

2.5 Extrahypophysare Expression von Hypophysenhormonen und die
Verteilung ihrer Rezeptoren

25.1 Allgemeines

In der Vergangenheit wurde die Expression verschiedener Hypophysenhormone immer
wieder aufllerhalb der klassischen Syntheseorte nachgewiesen. Ebenso finden sich ihre
Rezeptoren haufig aul3erhalb der Hauptwirkungsorte.

Es ist bekannt, dass die vielféltigen Vorgange im weiblichen Genitaltrakt der Kontrolle
zahlreicher, unter anderem auch hypophysarer Hormone unterliegen. Somit werden auch
die komplexen Funktionen des Eileiters, z.B. in Bezug auf Motilitdt und

Sekretionsleistung, von hypophyséren Hormonen mit beeinflusst.

L uteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-stimulierendes Hormon (FSH)

Die in der Adenohypophyse gebildeten, glandotrophen Hormone LH und FSH sind
hypophysdre Gonadotropine, welche klassischerweise die Funktion der Gonaden
regulieren (Bamberg, 1987; Ulloa-Aguirre und Timossi, 1998). Beim weiblichen Tier
bewirkt FSH die Ausbildung von zahlreichen Follikeln im Ovar (Bamberg, 1987). LH
fordert die Produktion von Androgenen durch die Thekazellen der Follikel. Dieses stellt
das Substrat fur die Ostrogenproduktion in den Granulosazellen der Follikel dar, welche
unter der FSH-Einwirkung LH-Rezeptoren ausbilden (Lévy et al., 2000; Shemesh, 2001).
Bis zu diesem Zeitpunkt wirken FSH und LH synergistisch auf Follikelreifung, Erhéhung
der Granulosazellaktivitat und Inhibinproduktion (Lévy et al., 2000). Anschlief3end an die
FSH-Einwirkung 10st LH die Ovulation aus (Bamberg, 1987) und halt die Produktion von
Progesteron durch das Corpus luteum aufrecht (Shemesh, 2001).

Innerhalb des weiblichen Reproduktionstrakts sind Rezeptoren fir die Gonadotropine auch
aulBerhalb dieser ,traditionellen® Wirkungsorte nachgewiesen: Sie finden sich im
Endometrium (Reshef et al., 1990), im Myometrium (Ziecik et al., 2001), in den uterinen
Gefélien, in der Zervix und im Ovidukt (Shemesh, 2001). Das Vorkommen von LH-
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Rezeptoren im Eileiter des Schweins ist in der Mukosa, der Muskularis und den
BlutgefalRen nachgewiesen. Ihre Synthese wird durch Ostrogene gefordert (Gawronska et
al., 1999). So koénnen LH-Rezeptoren vermehrt in der follikuléren und frithen lutealen
Zyklusphase nachgewiesen werden (Derecka et al., 1995). LH fihrt, besonders im
periovulatorischen Zeitraum, zu einer Relaxation des Eileiters (Gawronska et al., 1999).
Des Weiteren konnten nachgewiesen werden, dass LH Uber seine Rezeptoren in der
Schleimhaut des Ovidukts die Produktion von oviduktspezifischen Glykoproteinen
stimuliert (Sun et a., 1997). Gonadotropine sind somit in der Lage den Transport, die
Reifung und Befruchtung der Eizellen und die frihembryonale Entwicklung zu
beeinflussen (Zheng et al., 1996).

Fur das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) konnte eine extrahypothalamische
Expression und Rezeptoren in verschiedenen Geweben des Reprodukionstrakts wie Ovar,
Endometrium und auch in den Trophoblasten gefunden werden (Raga et al., 1998,
Shemesh, 2001, Ramakrishnappa et al., 2005). Im Eileiter sind sowohl die Expression von
GnRH wie auch das Vorkommen GnRH-Rezeptoren nachgewiesen, was auf eine

autokrine/parakrine Wirkungswel se deuten 1&sst (Sengupta und Sridaran, 2008).

Oxytocin
Die Synthese des Hormons findet im Perikarion von grof3en neurosekretorischen, sog.

magnozelluléren Zellen, statt. Diese sind vorwiegend im Nucleus (Ncl.) supraopticus und
Ncl. paraventricularis des Hypothalamus lokalisiert. Von hier aus erstreckt sich das Axon
jeder einzelnen Zelle bis in die Neurohypophyse und bildet dort 2000-10.000
Verzweigungen aus, in denen zahlreiche neurosekretorische Granula gespeichert werden.
Diese werden nach Stimulation durch Aktionspotentiale Uber Exozytose freigesetzt.
Oxytocin kann so in die fenestrierten Kapillaren des Hypophysenhinterlappens
diffundieren und damit in den Korperkreislauf gelangen (Seitz, 1965; Leng et al., 1998).

Der Uterus ist ein klassisches Zielorgan von Oxytocin. ES ist eine der potentesten
uterotonischen Substanzen und essentiell fur den physiologischen Geburtsablauf. Im
Ostrus reguliert Oxytocin nach erfolgtem Deckakt zudem den Spermientransport im
Uterus. Ein weliteres traditionelles Aufgabengebiet von Oxytocin ist die Milchejektion
(Gimpl und Fahrenholz, 2001; Blanks und Thornton, 2003). Aber auch im Eileiter finden
sich Oxytocin-Rezeptoren (Wallace et a., 1991). Diese sind im Bereich von Isthmus und
Ampulle lokalisiert und ihre Stimulation fuhrt dosisabhéngig zur Kontraktion oder
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Relaxation der glatten Muskulatur, was vermutlich einen Einfluss auf den Transport der
Gameten hat (Jankovi¢ et al., 2001).

Beispiele wie diese zeigen, dass die Effekte der hypophysaren Hormone oftmals Uber die
bisher bekannten Wirkungen hinausgehen.

2.5.2 Wachstumshormon (GH)

Neben der Bezeichnung Wachstumshormon, findet man in der Literatur auch die Begriffe
Somatomedin oder somatotropes Hormon (STH) sowie im internationalen Sprachgebrauch
den Begriff Growth Hormon (GH).

GH ist ein einkettiges Proteohormon, dessen Hauptform ein Molekulargewicht von 22.000
Dalton besitzt (Li und Dixon, 1971). Beim Schwein besteht es aus 190 Aminosauren
(Chene et al., 1989). Seine dreidimensionale Struktur wird aus vier alpha-Helices gebildet,
die Regionen von nichtspiraligen Polypeptiden verbinden. Das Molekdl wird durch zwei
Disulfidbricken in Schleifen gelegt. Die Helixstrukturen sind fir die Interaktionen
zwischen Hormon und Rezeptor verantwortlich (Abdel-Meguid et al., 1987). GH ist eng
verwand mit Prolaktin und dem plazentaren Laktogen und bildet zusammen mit diesen
eine Gruppe von Hormonen mit wachstumsfordernden und laktogenen Wirkungen
(Bewley und Li, 1984; Freeman et al., 2000). Im Gegensatz zu anderen Proteohormonen
besitzt GH eine starke Speziespezifitét.

Der Haupteffekt von GH ist die Forderung des postnatalen Wachstums durch Einwirkung
auf Zellmetabolismus und -differenzierung. Zudem ist es beteiligt an der Regulation des
Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels, sowie des Stickstoff- und Mineral stoff metabolismus.
GH hat anabole Wirkungen, indem es die Proteinsynthese und die Zunahme der
Muskelmasse fordert. Weitere Effekte sind die Stimulation des Immunsystems und die
Beeinflussung des Verhatens (Kopchick und Andry, 2000). GH spielt zudem eine
wichtige Rolle bei der sexuellen Differenzierung und Reifung und ist auf Ebene der
Gonaden an der Steroidgenese, Gametogenese und Ovulation beteiligt (Hull and Harvey,
2001).

GH wird in den azidophilen Zellen des Hypophysenvorderlappens (HVL) gebildet und
seine Freisetzung wird durch Ubergeordnete Hormone aus dem Hypothalamus gesteuert.
Dabel Ubernimmt das Somatoliberin oder Growth Hormon Releasing Hormone (GRH) die

stimulierende und das Somatostatin oder Growth Hormone Release Inhibiting Hormone
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(GHIH) die hemmende Funktion. Die Sekretion dieser beiden Steuerungshormone wird
durch Neuropeptide und Neurotransmitter geregelt (Buonomo und Baile, 1990) und fihrt
zu einer pulsatilen Freisetzung von GH aus dem HVL (Klindt und Stone, 1984). Die
Ausschittung folgt einem diurnalen Rhythmus mit der hochsten Frequenz in der Nacht
bzw. wahrend des Schlafes (Willoughby et al., 1976). Einfllisse wie Alter, Geschlecht,
Entwicklungsstadium, Stress und Trainingszustand sind Faktoren, welche die Sekretion
von GH beeinflussen (Ford et al., 2001).

Uber den Blutkreisauf gelangt GH zu seinen Zielzellen. Im Plasma findet man
verschiedene Formen des Hormons, die mehrere Varianten des oben beschriebenen
Monomers beinhalten, sowie deren Homo- und Heteropolymere, Fragmente und Komplexe
(Baumann, 1991). Das Wachstumshormon kann auf3erdem in der Blutbahn sowohl frei,
wie auch an spezifische Bindungsproteine, so genannte growth hormone-binding proteins
(GHBPs), gebunden vorliegen (Abb. 1). Diese sind identisch mit der extrazelluléren
Domaéne des GH-Rezeptors (Goffin und Kelly, 1997). Sie erhéhen die Halbwertszeit von
GH und regulieren seine Bindung an die Rezeptoren im Gewebe (Baumann und Mercado,
1993).

Die Rezeptoren fur GH (GH-R) gehtdren zu der grolen Gruppe der Klasse 1-
Zytokinrezeptoren (Kopchick und Andry, 2000). Es sind einkettige Proteine, die in eine
extrazelluldre, einen transmembrane und eine zytoplasmatische Doméne unterteilt werden
(Goffin und Kelly, 1997). Der extrazellulare Anteil (Abb. 1) kann wiederum in zwel
Subdoménen unterteilt werden, die von einer kurzen Gelenkregion verbunden werden
(Frank, 2002). Anhand von humanem GH wurde nachgewiesen, dass dieses zwei
Rezeptorbindungsstellen besitzt, durch die es an zwei GH-Rezeptoren gleichzeitig bindet.
Diese Dimerisierung ist essentiell firr die Ubertragung der GH-Wirkung (Cunningham et
al., 1991; Fuh et al., 1992).
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Subdomane 1

Gelenkregion
<—— Subdomane 2

L. > | LN —

GHBP 1 GHBP 2

Dimerisierungszone

Abb. 1: Ein GH-Molekil bindet an zwei GHBPs an deren Subdoméne 1 und
Gelenkregion. Durch Interaktionen der beiden Subdoménen 2 wird der
Komplex stabilisiert. Die GHBPs entsprechen der extrazellularen Doméne
des GH-R (modifiziert nach Frank, 2002).

©
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Abb. 2: Modelle fir den Bindungsvorgang von GH an GH-R (modifiziert nach
Frank, 2002):
1) Der Rezeptor liegt bereits als Homodimer vor.
2) Durch die Bindung von GH kommt es zur Dimerisierung.
3) Durch die Bindung von GH kommt es am lose dimerisierten Rezeptor-
komplex zur Konformationsénderung.
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Fur den Vorgang der Bindung werden verschiedene mogliche Modelle diskutiert (Abb. 2):
1. Der Rezeptor liegt bereits vor der Bindung von GH als Homodimer vor; 2. erst die
Bindung von GH fihrt zur Dimerisierung des Rezeptors; 3. die Bindung von GH [8st an
dem locker dimeriserten Rezeptor andere strukturelle Verdnderungen aus. Am
wahrscheinlichsten ist das zweite Modell, da es die Dosisabhangigkeit von GH erklért
(Abb. 3). Bei sehr hohen GH-Konzentrationen werden biologische und biochemische
Reaktionen abgeschwacht, da GH an die verfligbaren Rezeptoren bindet, es aber nur zu

unproduktiven monomeren Interaktionen kommt (Frank, 2002).

kein aktives

Dimer
: l
kein Signal
Abb. 3: Modell fur die Dosisabhangigkeit der Wirkung von GH. Bel sehr hohen

Konzentrationen bilden sich unproduktive monomere Interaktionen
(modifiziert nach Frank, 2002).

GH-R wurde in den verschiedensten Geweben nachgewiesen, so z.B. in der Leber, der
Muskulatur, den Knochen, im Herz, in den Nieren, im Bindegewebe, im Fettgewebe, in
den Lymphozyten und in embryonaen Stammzellen (Roupas und Herington, 1989;
Kopchick und Andry, 2000). Ovaridfollikelzellen (Quesnel, 1999), Eizellen und
Kumuluszellen (Marchal et a., 2003) weisen GH-R auf. Befruchtete Eizellen tragen GH-R
bereits vor der Implantation. In diesen sind die Rezeptoren sowohl im Kern wie auch im
Zytoplasma und der Plasmamembran lokalisiert. Ihnen wird ene Rolle im
Kohlenhydratstoffwechsel und bei Lipidtransportprozessen zugesprochen (Pantaleon et al.,
1997, Kdlle et a., 2001). Auch im Uterus (Endometrium, Drisen, Myometrium, Stroma)
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verschiedener Spezies (Hull und Harvey, 2001) und im Ovidukt von Ratte (Lobie et al.,
1990) und Rind (Kirby et al., 1996) wurde die Expression von GH-R nachgewiesen.

Neben der direkten Wirkung auf GH-R werden die wachstumsférdernden Effekte und
zahlreiche Stoffwechselwirkungen von GH zu grof3em Teil Uber so genannte Insulin-like
growth factors (IGF | u. 11) vermittelt. Diese werden unter Einwirkung von GH wiederum
rezeptorvermittelt vorwiegend in der Leber synthetisiert und in die Blutbahn freigesetzt.
Dort liegen sie an spezifische Bindungsproteine gebunden vor. Man nennt diese auch
insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) (Ford et al., 2001). Die Expression
von |GF-I wurde unter anderem auch in den sekretorischen Zellen des Eileiters beim Rind
(Schmidt et al., 1994) nachgewiesen, sowie in der Eileiterflissigkeit vom Schwein
(Wiseman et a., 1992). Makarevich und Sirotkin (1997) bestétigten, dass der Eileiter dazu
in der Lage ist, IGF-I zu synthetisieren und wiesen eine Stimulation der Synthese durch
GH nach.

Aulerhalb des HVL, dem Hauptsyntheseort fir GH, ist seine Genexpression in zahlreichen
extrahypophyséaren Bildungsstétten nachgewiesen. In diesen Geweben wird dem Hormon
eine autokrine/parakrine Wirkung zugesprochen. Im weiblichen Genitaltrakt konnen
Epithelzellen der Milchdrise (Mol et al., 1995) und die Plazenta (Hennen et al., 1988) GH
exprimieren. Die Funktion von plazentarem GH liegt darin, den Fetus vor Hypoglykémie
Zu schiitzen. Diese stellt den stimulierenden Reiz fur die Produktion von plazentarem GH
dar und fuhrt zu einem Anstieg von Glukose im maternalen Blut (Hull und Harvey, 2002).
Des Weiteren produzieren die Driusenzellen des Endometriums GH von der lutealen Phase
des Zyklus an Uber die gesamte Trachtigkeit, wobel es eventuell eine Rolle bei der
Implantation spielt (Sbracia et al., 2004). In befruchteten Eizellen gelingt der Nachweis
von GH mRNA ab dem Morulastadium und in Blastozysten, in welchen es
Zéellproliferation und -differenzierung stimuliert, sowie den Metabolismus des Embryos
moduliert (Pantaleon et al., 1997; Joudrey et al., 2003; Kdlle et a., 2003). Ob auch der
Eileiter dazu in der Lage ist, GH zu synthetisieren ist bisher nicht bekannt.
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2.5.3 Prolaktin (PRL)

Aufgrund seiner Wirkungen findet man unterschiedliche Bezeichnungen fur Prolaktin. Es
werden die Begriffe Luteotrop(h)in, luteotropes Hormon (LTH), Galaktin,
L aktationshormon, L aktogen und Mammotropin verwendet.

Es handelt sich um ein einkettiges Polypeptidhormon mit drei intermolekularen
Disulfidbriicken zwischen sechs Cysteinmolekilen. Beim Schwein besteht es aus 199
Aminosauren (Li, 1976). Seine Hauptform besitzt ein Molekulargewicht von ca. 23000
Dalton. Daneben entstehen durch aternatives Splicing der mRNA oder proteolytische
Teillungen Varianten des Hormons mit niedrigerem, durch Dimerisierung und
Polymerisierung, Phosphorylierung oder Glykosilierung Formen mit  hoherem
Molekulargewicht. Letztere zeigen in der Regel eine herabgesetzte biologische Aktivitat
(Freeman et al., 2000).

Die Biosynthese von Prolaktin findet in erster Linie in den so genannten laktotropen oder
mammotropen Zellen der Pars distalis des HVL statt. Das Erscheinungshild dieser Zellen
verandert sich in Abhangigkeit ihres Funktionszustandes und reicht von polyedrisch bis zu
rund oder oval geformten Zellen. Auch funktionell weisen diese Zellen eine Heterogenitét
auf. So gibt es eine intermediére Zellart, die sog. mammosomatotropen Zellen, die in der
L age sind, sowohl Prolaktin als auch GH zu sezernieren. Unter dem Einfluss von Ostrogen
differenzieren sich diese Zellen zu laktotropen Zellen (Freeman et al., 2000).

Auch auf¥erhalb der klassischen Produktionsstétte im HVL l&sst sich Prolaktin in den
verschiedensten Geweben nachweisen. Innerhalb des weiblichen Reproduktionstrakts
findet man die Expression des Hormon in der Plazenta (Forsyth, 1994), im Myometrium
(Gellersen et a., 1991) und in den Follikelzellen des Ovars (Phelps et al., 2003). Auch die
Follikelflussigkeit enthdlt Prolaktin (Lebedeva et a., 1998). Weiterhin gelingt der
Nachweis aus dem Epithel der Milchdrise (Nolin und Witorsch, 1976) und der Milch
selbst (Grosvenor et a., 1993).

AuRer von Ostrogenen wird die Synthese von Prolaktin durch vasoaktives intestinales
Peptid (VIP), Oxytocin, Tyreotropin Releasing Hormon (TRH), Ca*-lonen sowie
zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) geférdert und durch Dopaminagonisten
gehemmt (Ben-Jonathan, 1994), wobel das Ansprechen der laktotropen Zellen auf diese
Substanzen je nach Lage im HVL variieren kann (Boockfor und Frawley, 1987).

Prolaktin wird episodisch freigesetzt und unterliegt einem circadianen Rhythmus mit

seinem Hohepunkt in der Nacht (Lincoln et al., 1978). Licht und Tageslange sind wichtige
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Regulatoren der Prolaktinsekretion. Der bekannteste physiologische Stimulus ist der
Saugreiz von Jungtieren, welcher einen klassischen neuroendokrinen Reflex audést. Ein
erhohter Prolaktinspiegel im Blut lasst sich auch um den Zeitpunkt der Ovulation
feststellen, woraus sich ein Zusammenhang mit dem weiblichen Zyklus ableiten l&asst. Des
Weiteren werden auch Faktoren aus der Umgebung diskutiert, welche auf die
Prolaktinsekretion Einfluss nehmen, wie z.B. Gerdusche auf Ultraschallebene oder
Gertche die von Jungtieren ausgehen, sowie Stress (Freeman et al., 2000).

Fir Prolaktin existieren unterschiedliche Rezeptortypen. Diese beinhalten unter anderem
eine kurze und eine lange Form, beides membransténdige Rezeptoren (Kelly et al., 1991).
Die Bindungsstellen fir Prolaktin und GH werden unter der GH/Prol aktin-Rezeptor-K lasse
zusammengefasst und sind der Klasse 1-Zytokinrezeptor-Familie untergeordnet (Bazan,
1989). Zwar weisen sie nur eine begrenzte Ubereinstimmung der gesamten
Aminosdurensequenz auf (~30 %), doch ihre Tertidrstrukturen sind sehr ghnlich. Es ist
davon auszugehen, dass die Prolaktin-Rezeptoren (PRL-R) ebenfalls durch Dimerisierung
aktiviert werden. Daher gelten auch hier die bel GH (Abb. 1-3) beschriebenen Modelle
(Goffin und Kelly, 1997). Zusétzlich zu den membrangebunden Rezeptorformen wurden
auch l6sliche Prolaktin-Bindungsproteine (PRLBP) nachgewiesen. Diese finden sich in der
Milch (Postel-Vinay et a., 1991) und im Serum. Sie sind identisch mit der extrazelluldren
Domaéne des membranstandigen Rezeptors (Kline und Clevenger, 2001).

Neben den bekanntesten Wirkungsorten fur Prolaktin, der Milchdrise (Camarillo et al.,
2001) und dem Ovar (Poindexter et a., 1979), insbesondere am Corpus luteum (Telleria et
al., 1997), sind PRL-R in zahlreichen peripheren Organen lokalisiert. Innerhalb des
weiblichen Genitaltraktes finden sie sich im Uterus, insbesondere in den glatten
Muskelzellen des Myometriums, sowie in den epithelialen Zellen der Schleimhaut und den
Uterindriisen (Jones et a., 1998; Yamashita et a., 1999). Zudem wurden sie in
Kumuluszellen, Oozyten, Zygoten, 2-4-Zell-Stadien, Morulae und Blastozysten
nachgewiesen (Kiapekou et al., 2005).

Die am besten erforschten Effekte von Prolaktin beinhalten die Einflisse auf Wachstum
und Entwicklung der Milchdriise (Mammogenese), auf die Milchsynthese (L aktogenese)
und die Milchsekretion (Galaktopoese). Prolaktin nimmt zudem Einfluss auf das
Reproduktionsverhalten, so steuert es zum Beispie das Brutpflegeverhalten (Bridges,
1994; Freeman et al., 2000). Im Reproduktionsgeschehen hat Prolaktin jedoch noch
weitere Funktionen. So ist bekannt, dass es bei Nagern nach erfolgtem Deckakt
luteotrophisch (Morishige und Rothchild, 1974), bel der Ratte aber auch, in Abhangigkeit
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von Zyklusstadium und erfolgtem Deckakt, luteolytisch wirken kann (Wuttke und Meites,
1971). Bel der HUndin ist Prolaktin entscheidend fir die Erhaltung des Corpus Luteum
wahrend der Trachtigkeit. Bel den nicht graviden HUndinnen bedingt der Prolaktinanstieg
ab dem spéten Diostrus die Scheintréchtigkeit. Fukuda et a. (1989) beobachteten in vitro
einen positiven Effekt von Prolaktin auf die Kapazitation und Motilitdt von Spermien,
sowie auf deren Fahigkeit an die Zona pellucida der Eizellen zu binden. Des Weiteren wird
Prolaktin eine wichtige Rolle in der Regulation von Wachstum und Entwicklung der

Embryonen vor der Implantation zugeschrieben (Kiapekou et al., 2005).
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Eileiter von 24 Schweinen untersucht. Es handelte
sich um Tiere der deutschen Landrasse, die ale von der Versuchstation fur Tierhaltung,
Tierzichtung und Kleintierzucht ,,Unterer Lindenhof* der Universitdt Hohenheim zur
Verfigung gestellt wurden. Die Probenentnahme fand im Rahmen des Ublichen
Schlachtprozesses statt. Alle Schweine waren klinisch gesund und wiesen insbesondere an
den Geschlechtsorganen keine pathol ogischen V erénderungen auf.

Die Proben wurden in acht verschiedenen, definierten Zyklus- und Tréachtigkeitsstadien
entnommen (Tab. 1). Die in der Literatur beschriebenen charakteristischen Ovar- und
Uterusbefunde wurden zur Uberpriifung des Zyklusstandes herangezogen (Leiser et al.,
1988).

Als Tag 0 wurde der Tag, an welchem erstmals der Duldungsreflex auftritt, definiert
(Schnurrbusch, 2006). Davon ausgehend wurden Proben an folgenden Zyklustagen
entnommen: Ostrus = Zyklustag 0, Metdstrus = Zyklustage 2-3, Didstrus = Zyklustage 10-
13 und Proostrus = Zyklustag 18.

3.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme fand unmittelbar nach der Entblutung der Schweine statt. Die
Bauchhohle wurde in der Linea alba ertffnet und die Eierstocke und Eileiter zusammen
mit der Gebarmutter entnommen. Beide Eileiter wurden anschliefend von den
Uterushornspitzen und den Ovarien abgesetzt und das Mesosalpinx auf der ganzen Lange
entfernt. Es wurde jewells ein Eileiter far die immunhistochemischen sowie
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen aufbereitet und der andere fir den
Nachweis der mRNA.
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Tab. 1: Signalement und Reproduktionsstatus der beprobten Tiere

Zyklusstand/ Anzahl |Alter Gewicht
Trachtigkeitstag (Monate/Jahre) | (kg)
Ostrus 3 7Mo. - 4. 124 - 230
Metostrus 3 5Mo.-2J 212 - 217
Dibstrus 3 7Mo.-5J. 136 - 235
Proostrus 3 1-25J 184 - 225
GullcTat 3 1-41 175- 221
insem.

tragend,

Tag 14 3 2-3J. >200
LTl 3 9Mo.-15J. |166- 188
Tag 22-25 T

UG, 3 10Mo.-4J. |170- 225
Tag 65-71 ' '

* p.insem. = post inseminationem

3.3 Histologie

Fixierung und Probenaufbereitung

Fur die Lichtmikroskopie bzw. Immunhistochemie wurden Proben aus Infundibulum,

Ampulle, Isthmus und UTJ enthommen.

Infundibulum und UTJ konnten durch

longitudinales Eroffnen und Aufspannen auf Korkpléttchen mit Hilfe von Igelstacheln fir

die Untersuchungen prépariert werden. Aus Ampulle und Isthmus wurden durch

transversale Schnitte ringférmige Proben enthommen.

Die sofortige Immersionsfixation dieser Gewebeproben erfolgte Uber 24 Stunden in

Methanol/Eisessig 2:1 bzw. Uber 48 Stunden in Bouin’scher Lésung (Romeis, 1989).

Daran schloss sich die Entwésserung der Proben dber 26 Stunden mittels einer

aufsteigenden Alkoholreihe in einem Gewebeinfiltrationsautomaten (TP 1020, Fa. Leica)
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an. Mit Hilfe einer Paraffinausgiefdstation (EG 1160, Fa. Leica) wurden die Proben danach
in Paraplast® (Sherwood Medica Co., USA) eingebettet. Mit einem elektrischen
Rotationsmikrotom (MICROM, Fa. MICROM Internationa GmbH) wurden von jedem
dieser Paraffinblocke drei 2 um dinne Schnitte angefertigt und auf Superfrost®-
Objektréger (Fa. Langenbrinck) aufgezogen. Diese wurden mit einer Hamatoxilin-Eosin-
Ubersichtsfarbung (Romeis, 1989) angefarbt, um so eine Beurteilung des gewonnenen
Probenmaterials und die Auswahl der Blocke fur die weiterfihrenden Untersuchungen zu
ermoglichen. Von den ausgewdahlten Blocken wurden in gleicher Weise weitere Schnitte
angefertigt. Einige dieser Schnitte wurden fur eine im Rahmen der immunhistochemischen
Farbungen notwendige Mikrowellen-behandlung auf Superfrost®adhasiv-Objekttrager (Fa.

Langenbrink) aufgezogen.

Immunhistochemie

Auf den Methanol/Eisessig- bzw. Bouin-fixierten Paraffinschnitten wurden, unter
Anwendung der Avidin-Biotin-Methode (Hsu et a., 1981), mit den in Tabelle 2
aufgefuhrten Priméarantikdrpern die entsprechenden Antigene nachgewiesen.

Die Methode basiert auf der hohen Affinitét der Proteine Avidin bzw. Streptavidin fir
Biotin. Dabei reagiert der (Strept-)avidin-Biotin-Enzymkomplex mit dem biotinylierten
Sekundérantikorper. Da Streptavidin im Gegensatz zu Avidin kein Glykoprotein ist und
nicht mit Kohlenhydratrezeptoren reagiert, treten weniger unspezifische Bindungen auf.
Als Enzymmarker fungierte Meerrettichperoxidase, deren Aktivitat mit einem geeigneten
Chromogen sichtbar gemacht werden kann.

Es wurde nach dem im Institut fir Anatomie und Physiologie der Haustiere der Universitat

Hohenheim etablierten Testprotokoll vorgegangen.
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Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Antikorper

Primar- N
Antikorper Immunogen Host Serum SEI.(ur.]dalr'AK Hersteller
gegen iotinyliert
Growth porzines
Hormone Wachstums- K aninchen Antl-Maus .
(GH) Maus _ 19G, )
hormon 1:10 :
monoklonal AS1-15 Kaninchen
1:50
Growth humaner
Hormone- Wachsturms- Anti- Santa Cruz
Rez. hormonrez K aninchen Ziege Kaninchen | Biotechnology,
(GH-R) H-300 ’ 1:10 1gG, Santa Cruz,
monoklonal AS 330-638 Ziege USA
1:100
Pr(%lsgm humanes K aninchen Anti-Maus | Thermo Fisher
monoklonal Prolaktin Maus 110 1gG, Scientific,
1:100 SPM 108 ' Kaninchen Fremont, USA
Prolaktin-Rez humaner . )
(PRL-R) Prolaktinrez. Kaninchen Antl-Maus Ther_mo F|_sher
Maus . 1gG, Scientific,
monoklonal Clone B6.2 1:10 Kamnch F USA
2ug/mi aninchen remont,
Beta-Tubulin
v )
(Tubulin- B humanes Betar Kaninchen Antl-Mais BioGenex, San
V) tubulin IV Maus 110 IgG, Ramon, USA
monoklonal ONSI1A6 Kaninchen
1:70

*) Freundlicherweise von Prof. Dr. R. Béhm, Institut fur Umwelt- und Tierhygiene der

Universitdt Hohenheim, zur Verfligung gestellt.

Das Entparaffinieren der histologischen Schnitte erfolgte durch Xylol. Anschlief3end wurde

das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Bel den Tests fur den Nachwels

von Prolaktin folgte an diesem Punkt eine dreimalige Mikrowellenbehandlung des

Gewebes Uber jeweils 5 Minuten in 10 mM Zitratpuffer (pH 6), um antigene

Bindungsstellen freizulegen. Durch Zugabe von 10 %iger Hydrogenperoxidldsung wurde

daraufhin die endogene Peroxidase-Aktivitaét gehemmt. Die 30-minttige Inkubation der

Schnitte in 1:10 verdinnten Normalserum (Tab. 2) verhinderte die unspezifische Bindung
der Antikérper durch hydrophobe Wechselwirkungen auf dem Gewebe. Anschlief3end
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wurde der verdinnte Primarantikérper (Tab. 2) auf die Schnitte aufgetragen und bei 4 °C
in einer Feuchtkammer (Shandon®, Frankfurt a M.) tber Nacht inkubiert. Am néchsten
Tag folgten eine 30-mindtige Inkubation mit dem entsprechenden biotinylierten
Sekundérantikorper (Tab. 2) und dann die ebenfalls 30-mindtige Inkubation mit dem
Streptavidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex ~ (DAKO®,  Hamburg).  Unter
Lichtabschlul3 wurden die Gewebeschnitte schliefdlich fur 10 Minuten in 3,3-
Diaminobenzidin(DAB)-Ldsung entwickelt und so die engetretene Immunreaktion
sichtbar gemacht. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte dreimal in
Phosphate buffered saline (PBS)-Puffer (pH 7,4) gespilt. Zum Schluss erfolgten die
Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun (Romeis, 1989) und die Dehydrierung der
Gewebeschnitte entlang einer aufsteigenden Alkoholreihe. Schlieffdlich wurde das Gewebe
mit Entellan® (Fa. Merck, Darmstadt) eingedeckt.

Als Positivkontrolle (KO) dienten jeweils Schnitte der folgenden Organe: Hypophyse (GH,
PRL), Leber (GH-R), Ovar und Milchdriise (PRL-R). Als Negativkontrolle wurde bei je
einem Schnitt das Auftragen des Priméarantikorpers (K1), des Sekundarantikorpers (K2)
bzw. des Streptavidin-Biotin-M eerretti chperoxidase-K omplex (K 3) ausgelassen.

I mmunhi stochemische Doppelfarbung

Um einen vorhandenen Unterschied in der Expression von GH-R in den sekretorischen
Zellen oder den Zilienzellen nachzuweisen oder auszuschliefien, wurden zwel

immunhistochemi sche Farbevorgénge hintereinander durchgefiihrt.

Erster Schritt:

Primérantikorper gegen GH-R
e Biotinylierter Sekundéarantikorper

e Streptavidin-Biotin-M eerrettichperoxidase-
Komplex
e Vector VIP® as erstes Chromogen (violett)

Zweiter Schritt: Primérantikorper gegen Tubulin-p 1V

e Alkalische Phosphatase konjungierter
Sekundérantikorper

e Vector® Black als zweites Chromogen (schwarz)
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Der erste Farbevorgang fur GH-R wurde wie fir die oben beschriebene Einfachférbung
durchgefiihrt. Nach 10-minitiger Entwicklung in Vector VIP®-Losung? wurden die
Gewebeschnitte in Pufferlosung gespilt und wiederum 30 Minuten mit Normalserum
inkubiert um die unspezifischen Bindungstellen zu blocken. Es folgte darauf das Auftragen
des zweiten, verdinnten Priméarantikorpers, welcher bei 4 °C Uber Nacht inkubiert wurde.
Nach der 30-mindtigen Inkubation mit dem zweiten alkalische-Phosphatase-konjugierten
Sekundarantikorper diente die Inkubation fir 15 Minuten mit der Vector Black®-
Farbelosung? zum Sichtbarmachen der zweiten immunhistochemischen Reaktion.
Zwischen den einzelnen Schritten wurde stets mit PBS-Pufferl6sung gesptilt. Abschlief3end
folgten die Dehydrierung des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholrethe und das
Eindecken der Schnitte mit Entellan® (Fa. Merck, Darmstadit).

Erlauterungen:

YVector-VIP®: 5 ml PBS-Puffer (pH 7,4) mit je 3 Tropfen von Reagenz 1, 2, 3 und
Hydrogen Peroxid Losung (Vector VIP®-Substrate, Fa. Vector
Laboratories, USA) mischen.

2 Vector®-Black: 5 ml TrissHCL-Puffer (pH 9,5; Romeis, 1989) mit je 2 Tropfen von
Reagenz 1, 2 und 3 (Vector® Black Alkaine Phosphatase Kit 11, Fa
Vector Laboratories, USA) mischen.

Auswertung
Fur die lichtmikroskopische Auswertung wurde ein Mikroskop des Typs Laborlux S (Fa.

Leitz, Wetzlar) verwendet. Die Auswertung der immunhistochemischen Tests sowie die
Dokumentation der Ergebnisse erfolgte an einem Lichtmikroskop Typ DMRBE (Fa. Leica,
Bensheim) Uber eine Videokamera (ProgRes 3012, Fa. Kontron Elektronik bzw. DFC-
420C, Fa. Leica, Bensheim) und das angeschlossene ,,Image Processing and Analysis
(IPA)-Programm.
Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden semiquantitativ ausgewertet. Hierzu
wurde die Farbeintensitdt (SI) bestimmt und wie folgt eingeteilt (Remmele und Stegner,
1987):

0= keinepositiven Zellen

1= schwache Farbereaktion

2= starke Farbereaktion

3= sehr starke Farbereaktion
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Die Klassifizierung fur den Prozentsatz positiver Zellen (PP) (Remmele und Stegner,
1987) wurde folgendermal3en modifiziert:

0= keine positiven Zellen

1= 1-10positive Zellen

2= 11-30 positive Z€ellen

3=  31-60 positive Zellen

4= 61-80 positive Zellen

5= >80 positive Zellen

3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Fixierung und Probenaufbereitung

Fur die Rasterelektronenmikroskopie wurde der Eileiter der Lange nach ertffnet und
Proben aus Infundibulum, Ampulle und Isthmus auf Kork aufgespannt und fir 24 Stunden
in 2,5 prozentiger Glutardialdehyd-Lésung (GAH) fixiert. Anschliefend wurde das
Gewebe in PBS-Puffer (pH 7,4) gespult und in einer aufsteigenden Alkoholreihe bisin 100
prozentiges Ethanol entwassert.

Daran schloss sich die Trocknung der Proben im Critical-Point-Dryer (Typ CPD 030, Fa.
Bal-Tec, Witten) an. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, bei dem der Alkohol in
welchem sich die Proben befinden, durch Kohlendioxid (CO,) bei 72 bar verdrangt wird.
Die so aufbereiteten Proben wurden mittels Leit-C-Kleber (Fa. Neubauer, Minster) auf
spezielle Probenteller (Fa. Agar Scientific Ltd., Essex) geklebt und Uber Nacht
luftgetrocknet. Danach wurden die Proben unter moglichst reiner Argonatmospare mit
einem Goldfilm beschichtet. Dazu wurde ein Sputter Coater (Typ SCD 050, Fa. Bal-Tec,
Witten) verwendet. Die Beschichtung erfolgte jeweils zweimal gerade und zweimal schrag
fur 100 Sekunden bei einem Sputterstrom von 40 pA. Der Arbeitsabstand zwischen Target
(Kathode) und Préparatetisch (Anode) betrug dabei 5,5 cm.

Auswertung und Dokumentation

Die deskriptive Auswertung der Proben erfolgte an einem Rasterelektronenmikroskop
(Typ DSM 940 A, Fa. Zeiss, Oberkochen) mit angeschlossenem PC zur digitalen
Bearbeitung. Untersucht wurden die Veranderungen des Eileiterepithels im Verlauf des

Zyklus und der Trachtigkeit in Abhangigkeit von der Lokalisation im Eileiter
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(Infundibulum, Ampulle, Isthmus). Dartiber hinaus wurde die Oberflachenstruktur der UTJ

dokumentiert.

3.5 Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaktion (RT-PCR)

Probenaufbereitung

Fir die RT-PCR-Untersuchungen fand die Entnahme von Gewebeproben aus den oben
genannten Abschnitten des Eileiters statt. Um eine Kontamination der jeweiligen Proben
zu vermeiden, wurden diese unter sterilen Bedingungen entnommen und dazu fir jeden
Abschnitt des Eileiters neue sterile Skalpellklingen verwendet. Die Proben wurden sofort
in RNAlater® (Fa. Ambion Ltd., UK) enthaltende ProbengefaRe uberfilhrt. Die
Aufbewahrung erfolgte bei -20 °C, dem ein Kuhlen der Proben fur 24 Stunden bei 4 °C
vorausgegangen war. Zur weiteren Verwendung wurden die tiefgekihlten Proben jewells
aufgetaut, etwa 30 mg Gewebe entnommen, mittels steriler Skalpellklingen zerkleinert und
das Material in sterile 0,5 ml-Reaktionsgefalie verbracht.

I solierung von Gesamt-RNA

Um die RNA aus dem Gewebe zu isolieren, wurden die Proben, gemald dem Protokoll zum
Testkit (Invisorb RNA Kit I, Fa. InViTek, Berlin), zunéchst fir 20 Minuten in jeweils 500
pl Lysepuffer inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 30 pl Adsorbin pro Probengefal?
und ein finfmindtiges Kuhistellen auf Eis. Nach der Zentrifugation wurden die jeweiligen
Uberstande in neue, sterile 0,5 mi-ReaktionsgefalRe uberfihrt und mit 500 pl
wassergeséttigtes Phenol, 50 ul Buffer A (Fa InViTek, Berlin) und 100 pl Chloroform
vermischt. Nach nochmaligem Kihlen des Materials auf Eis folgten eine erneute
Zentrifugation und das Abpipettieren der oberen wassrigen Phase in ein steriles 0,5 ml-
Reaktionsgefal3. Um die storenden organischen Losungsmittelreste leichter entfernen zu
konnen, wurde ein weiterer Kit (SV Total RNA Isolation System, Fa. Promega Co.,
Madison, USA) verwendet. In diesem Fall wurden die jeweiligen Uberstande mit 200 pl 95
%-igem Ethanol versetzt, die Mischung auf Trennsdulen Ubertragen und anschlief3end
zentrifugiert. Es folgte nun die Zugabe von jeweils 600 pl Waschlésung (SV RNA Wash
Solution, Fa. Promega Co., Madison, USA) und die erneute Zentrifugation. Anschlief3end
wurden 50 pl einer DNase-Inkubationsmischung (Fa. Promega Co., Madison, USA)
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zugesetzt, um eine Kontamination mit DNA zu entfernen. Diese enthielt pro Probe 40,0 pl
DNase Puffer, 5,0 pul 0,09 M MnCl,, und 5,0 ul DNase |. Die Mischung wurde direkt auf
die Filtermembran in den jeweiligen Trennsdulen pipettiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, erfolgte die Zugabe von je 200 pl
DNase Stopp-L 6sung und das zweimalige Waschen der Proben mit je 600 pl bzw. 250 pl
RNA-Waschlosung. Zwischen diesen Schritten wurden die Proben wiederholt
zentrifugiert. Nach dem Umsetzen der jeweiligen Trennsaulen auf ein neues, steriles
Eppendorfrohrchen, erfolgte zum Abschluss das Spilen der Membranen mit jeweils 100 pl
nucleasefreiem Wasser. Die durch Zentrifugation gewonnenen Fllssigkeiten wurden mit
einem Photometer (Ultrospec 3000, Fa. Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) auf ihren
Gehalt an gereinigter RNA untersucht. Hierzu wurde die optische Dichte (OD) bei 260 nm
und 280 nm bestimmt und mit Hilfe folgender Gleichung anschlief3end die Konzentration
berechnet:
1 OD260nm = 40 ug RNA

Das Verhdtnis OD 26onm/ OD2gonm Wurde as Mal3 fir die Reinheit des |solats verwendet, da
ein Absorptionsverhaltnis von 2,0 fur reine RNA bekannt ist.
Die Aufbewahrung der gewonnenen RNA-Proben erfolgte bei -20 °C bzw. -70 °C.

Reverse Transkriptase (RT)
Fur die Durchfiihrung der PCR wurden die RNA-Isolate zundchst mittels eines Kits (1st
Strand Synthesis System, Fa. Abgene, Surrey, UK) in eine komplementére DNA (cDNA)

umgeschrieben. Hierzu wurden 1,5 pg Gesamt-RNA und 376 ng random-decamer-Primer

(Fa. Abgene, Surrey, UK) in einem Endvolumen von 11,1 pl in sterilem Wasser gel st und
fir 5 Minuten bei 70 °C inkubiert, um die RNA-Sekundérstrukturen vollstandig
aufzuheben. Anschlief3end folgte innerhalb von 15 Minuten ein langsames Abkuhlen auf
Raumtemperatur. Daraufhin wurde ein Master Mix bestehend aus 4,0 ul 5 x first-strand-
Synthesepuffer, 0,4 pul ml 100 % Dimethylsulfoxide (DM SO) und 4,0 pul 5 mM dNTP-Mix
zugesetzt. Nach der Zugabe von 0,5 ul Reverse Transkriptase (Reverse-iT™ RTase Blend,
Fa. Abgene, Surrey, UK) schloss sich eine 50-minttige Inkubation bei 47 °C in einem
Thermoblock an. Danach erfolgten fir 5 Minuten bei 95 °C die Zerstérung der Reversen

Transkriptase und die Abkihlung der Proben auf 5 °C bzw. die Lagerung auf Eis.
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Polymerase-K ettenreaktion (PCR)
Die PCR ist eine Methode zur Verviefdtigung von kirzesten, genau definierten

Abschnitten eines DNA-Strangs zum Nachweis der Genexpression spezifischer Gene in
verschiedenen Geweben.

Hierzu wurden zur Durchfiihrung der PCR 105 ng der erhaltenen cDNA mit je 20 pmol
Forward und Reverse Primer in einem Endvolumen von 4 pl in sterilem Wasser gelost (s.
Ubersicht Tab. 3). Daran anschliefend erfolgte die Zugabe von 45,75 pl Master Mix,
bestehend aus 10,0 pl 5 x Reaktionspuffer (GoTag™, Fa. Promega, Madison, USA), 1,0 pl
100 % DMSO, 0,5 pl 100 mM dNTP-Mix, 34,25 pl steriles Wasser. Dann wurden die
Proben kurz gemischt, abzentrifugiert und in einen Thermocycler (Genius, Fa. Techne,
Cambridge, UK) gestellt. Die Proben wurden fir 3 Minuten bei 91 °C inkubiert, auf 54 °C
herabgektihlt, anschlief3end kurz abzentrifugiert und mit 0,25 ul DNA-Polymerase (Go
Tag'™, Fa Promega, Madison, USA) versetzt. Es folgte wieder ein kurzes Mischen,
erneutes Abzentrifugieren und die Uberschichtung mit 30 pl Mineraldl. AnschlieRend
wurde folgendes Cycler-Programm gestartet: 35 Zyklen, Denaturierung bei 94 °C fir 1
Minute, Annealing bei 61 °C fur 1 Minute, Elongation bel 72 °C fur 2 Minuten. Am
Schluss erfolgte ein Elongationsschritt bei 72 °C fur 7 Minuten und ein Abkihlen der
Proben auf 5 °C.

Tab. 3: Ubersicht (iber die verwendeten Primerpaare

Name Primer Sequenz GroRe | Gen-
Bank
Glycerin- GAPDH-f | f: 5-AAG TGG ACA TTG TCG CCA TC-3
aldehyd-3- X 318 AF017079
Phoshat- GAPDH-r r:5-TCA CAA ACA TGG GGG CAT C-3
Dehydrogenase
Wachstums- GH-R-f f: 5-GCC AAT GAC GTG TGT GAT GG-3
GH-R-r r5-TCCCTGGTGTAATGT CG-3
Rezeptor
GH-2-f f:5'-TTC CCA GCCATGCCCTTG TCC-3
Wachstums- 495 | M22761
hormon GH-2-r r:5-CTT GAA GCA GGA GAG CAG CCC-3
PRL-f f: 5-GGC AGA GGG TTG ATT ACC AA-3
Prolaktin 165 | X14068
PRL-r r:5-TTC CGT GAC CAG GTGATA CA-3
. PRL-R-f f: 5’-GAA CCA GAC CCT CCT GTG AA-3
Prolaktin- 581 | AY308825
Rezeptor PRL-R-r rr5-TCATCCACCTCCAGGAAGTC-3

* f=forward, r= reverse
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Das Primerpaar Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde hier zur
Kontrolle verwendet. Zum einen wurde damit Uberprift, ob die RNA-Isolate frei von
genomischer DNA waren, zum anderen diente es der Uberpriifung der Funktion der
durchgefiihrten PCR.

Gelelektrophorese
Die Auswertung der PCR-Endprodukte wurde mit Hilfe einer Gelelektrophorese

durchgefuihrt. Diese analytische Methode ermdglicht sowohl die Separation und
Identifizierung von DNA-Fragmenten als auch die Uberprifung der Qualitat der isolierten
Gesamt-RNA.. Dabel wandern die zu trennenden, negativ geladenen DNA-/RNA-Molekile
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein Gel, welches ein engmaschiges
Netz bildet und so den Weitertransport der Molekile behindert. Da lange Fragmente mehr
behindert werden als kurze, trennen sich die unterschiedlichen Molekile auf und kdnnen in
Form von Banden nach Anférbung sichtbar gemacht werden.

Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wurde bei GH, GH-R und PRL das Phast System
(Fa. GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden) mit einer angeschlossenen
Entwicklereinheit eingesetzt. Bel dem verwendeten Gel handelte es sich um ein
Polyacrylamidgel (PhastGel™ Homogeneous 20, Fa. GE Hedlthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Schweden). Zur Identifizierung der Fragmentgréfe wurde ein DNA Marker fir
kleine Fragmente (X174 DNA-Hae |11 Digest, Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) neben den
zu untersuchenden Proben aufgetragen. Die Farbung der Gele erfolgte mit Hilfe von
Silbernitrat nach der von Heukeshoven und Dernick (1985) etablierten Methode. Diese
wurde gemdald den Anweisungen des Seperation Technique File No. 132 (Fa. GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden) modifiziert (Tab. 4).

Zum Nachweis der Expression von PRL-R wurde eine Agarosegel-Elektrophorese mit
Hilfe des Agagel Mini Biometra®Systems (Fa. Biomed Analytic GmbH, Géttingen)
durchgefuhrt. Die Agarosegele (1,5%) wurden aus 1,5 g Agarose (NEEO-Ultra-Qualitét,
Fa. Roth, Karlsruhe) und 100 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (Sambrook et al., 1989) durch
Aufkochen in der Mikrowelle und dem Zusatz von 5 pl Ethidiumbromid hergestellt und in
dem zugehorigen Geltrager ausgegossen. Die Separation erfolgte unter einer Spannung von
90 V, as Spannungsquelle diente der Microcomputer Elektrophorese Power Supply
(Consort E443, von Kreutz Laborgerdte GBR, Reiskirchen). Zur Bestimmung der
Fragmentgrofie der untersuchten Proben wurde als Grofenstandart ein 100 bp DNA Ladder
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(Gene Ruler ™ Fermentas Life Science GmBH, St. Leon-Rot) auf das Gel aufgetragen

und mit den Proben laufen gelassen.

Tab. 4: Ubersicht tber die zur Silbernitrat-Farbung verwendeten L 6sungen

Schritt L 6sung Einwirkdauer Temperatur
1 20 % Trichloressigsaure 5min 20°C
2 8,3 % Glutardialdehyd 6 min 40 °C
3 Aqua dest. 2min 40°C
4 Aquadest. 2min 40 °C
5 0,5 % Silbernitrat 10 min 30°C
6 Aqua dest. 2,5min 20°C
7 Aqua dest. 0,5min 20°C
8 Aqua dest. 0,5min 30°C
9 Entwickler” 0,5min 30°C
10 Entwickler” 2,5min 30°C
11 5 % Essigsaure 5min 30°C
12 Preserver” 3min 30°C

1) Entwickler: 40 ml 12,5 %-iges Na,COs+ 160 ml H,O + 80 pl 37 %-iges Formaldehyd
2) Preserver: 5 ml Essigsaure + 12 ml Glycerol (87%) + 83 ml H;0

Auswertung
Die Auswertung und Dokumentation der durch die Gelelektrophorese und Farbung mittels

Phast System (Fa. GE Headlthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden) sichtbar
gemachten Ergebnisse erfolgte mit einer an einen Computer angeschlossenen Kamera
(DFC-420C, Fa. Leica, Bensheim) und einer angekoppelten Seitenlupe.

Die Fluoreszenz der Banden im Agarosegel wurde durch Beleuchten mit UV-Licht
(Fluolink, Renner GmbH, Dannstadt) in einer Dunkelkammer sichtbar gemacht und mit
einer an einen Computer angeschlossenen Kamera und der BioCapt Software

dokumentiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Rasterelektronenmikroskopie

4.1.1 Infundibulum

Verdnderungen im Zyklus

Am Tag 0 besteht das Schleimhautepithel Uberwiegend aus Zilienzellen. Jede dieser Zellen
ist so dicht mit Zilien bedeckt, dass die Zellgrenzen verborgen bleiben. Nur vereinzelt sind
die abgeflachten, mit kurzen Mikrovilli besetzten sekretorischen Zellen in der Tiefe des
Zellverbandes zu erkennen. Das gleiche Erscheinungsbild ist auch im Met6strus zu
beobachten. In der lutealen Phase des Ovarialzyklus (Tag 10-13) haben viele sekretorische
Zellen bereits deutlich an Grofée zugenommen. lhre, von zahlreichen Mikrovilli bedeckte
Die Zilienbuschel der
Zilienzellen wirken jetzt lichter und es sind haufig Licken im Zilienverband zu erkennen

Oberflache wolbt sich in das Lumen des Eileiters hervor.

(Abb.4).

Abb. 4:

s e ' ! 4 T .

Infundibulum, Zyklus, Tag 10. Die Oberflache der
sekretorischen Zellen () ist Uberwiegend vorgewolbt und der
Zilienverband hat sich gelichtet.
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Am 18. Tag des Ovarialzyklus, im friihen Prodstrus des Schweins, sind die sekretorischen
Zellen die dominierende Zellart. Charakteristisch fur diesen Zyklustag ist, dass sich das
apikale Drittel der Zellen deutlich in das Lumen hervorwolbt (Abb. 5). Diese Protrusionen
weisen zum Teil Unterschiede in Form und Grof3e auf. Einige sind lang gestreckt und
haben von ihrer Basis bis zu ihrer Spitze einen nahezu gleichméfdigen Durchmesser von ca.
2-3 um, andere besitzen apika eine birnenférmige Auftreibung von bis zu 5 um (Abb. 6).
Dazwischen sind immer wieder kirzere, plumpe Protrusionen zu erkennen. Auf ihrer
Oberflache sind zahlreiche Mikrovilli lokalisert, die ebenfalls ein unterschiedliches
Erscheinungshild zeigen. Es reicht von kurzen gedrungenen bis hin zu langlichen schmalen
Fortsdtzen (Abb. 6). Die Zilien der zilientragenden Zellen treten zwischen den ausladenden
Protrusionen der sekretorischen Zellen in den Hintergrund und werden teilweise ganz von

ihnen verborgen (Abb.5).

" Lo \'7":R Vg .
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Abb. 5: Infundibulum, Zyklus, Tag 18. Die sekretorischen Zellen
Uberwiegen und wolben sich deutlich in das Lumen des Eileiters

hervor.
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Abb. 6: Infundibulum, Zyklus, Tag 18. Bruchlinie des Epithels. Die
sekretorischen  Zellen weisen machtige, in das Lumen
hervortretende Protrusionen auf.

Verdnderungen in der Trachtigkeit

Rasterel ektronenmikroskopisch kann die Oberflachenstruktur des Eileiterepithels 2-3 Tage
post inseminationem nicht von der der zyklischen Tiere unterschieden werden. Die
Zilienzellen sind ebenfalls die dominierende Zellart. Sie bilden mit ihren Zilienblscheln
einen dichten teppichartigen Verband, durch welchen nur vereinzelt sekretorische Zellen in
der Tiefe erkennbar sind. Bis zum 14. Tag der Trachtigkeit haben die sekretorischen Zellen
deutlich an GrofRe zugenommen und sind durch Protrusionen charakterisiert, welche sich
vom Untergrund abheben. Ihre apikalen Bereiche besitzen eine kugelformige Gestalt und
unterschiedliche Groéf3e. Der apikale Durchmesser betrégt 2-6 pum und befindet sich meist
mit den Spitzen der Zilien auf einer Ebene. Die grofReren Protrusionen sind weniger dicht
mit Mikrovilli besetzt und wirken balloniert. Die zilientragenden Zellen nehmen groliere,
flachig zusammenhéngende Areale zwischen den sekretorischen Zellen ein. Am 23.-25.
Trachtigkeitstag zeigen die sekretorischen Zellen zahlreiche Protrusionen, welche deutlich

in das Lumen des Eileiters hervortreten. Diese stellen sich kleiner, mit weniger stark
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ausgepragten GrolRenunterschieden dar (Abb. 7). Im Mittel liegt der Durchmesser des
apikalen Bereichs bel 2,8 um. In Form von schmalen, spérlichen Bischeln ragen die Zilien
der zwischen ihnen liegenden Zilienzellen etwas Uber die Oberflache der sekretorischen
Zellen hinaus.

Abb. 7: Infundibulum, 23. Tréchtigkeitstag. Die sekretorischen Zellen
sind mit Protrusionen ausgestettet, welche eine einheitliche
Grolie besitzen.

In der Graviditdtsmitte (65.-71. Trachtigkeitstag) sind deutliche Verdnderungen der
Epithelstruktur darstellbar (Abb. 8). Sekretorische Zellen dominieren weiterhin, sind aber
wesentlich flacher als in den vorangegangenen Trachtigkeitsstadien. Ihre Oberflachen sind
nur noch leicht vorgewolbt und sie weisen keine Protrusionen auf. Sie sind durchweg dicht
mit Mikrovilli besetzt. Die Zilienzellen liegen vereinzelt zwischen den sekretorischen

Zellen und ihre Zilien Uberragen deren Oberflache deutlich.
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Abb. 8:

weisen keine Protrusionen auf.

42



Ergebnisse

4.1.2 Ampulle

In der Ampulle sind Veranderungen der Oberflachenstruktur im Verlauf von Zyklus und

Tréachtigkeit am deutlichsten ausgepragt.

Veranderungen im Zyklus

Abbildung 9 zeigt das rasterelektronenmikroskopische Bild des Ampullenepithels im
Ostrus. Die Oberflache ist von einem dicht geschlossenen Zilienteppich bedeckt. Die

sekretorischen Zellen sind vollstandig darunter verborgen.

Abb. 9: Ampulle, Zyklus, Tag 0. Die Oberflache des Eileiterepithels ist
von eilnem geschlossenen Zilienteppich bedeckt.

Im Metostrus lockert sich der dichte Zilienverband auf und die sekretorischen Zellen
stellen sich als kugelig hervortretende Gebilde mit leicht hockeriger Oberflache dar. Es
sind kaum Mikrovilli vorhanden. Die Zilien der zilientragenden Zellen ragen lber die
sekretorischen Zellen hinaus (Abb. 10).
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Abb.10:  Ampulle, Zyklus, Tag 2-3. Die Oberflachen der sekretorischen
Zellen (%) wolben sich kugelig zwischen den Zilien hervor.

Sty

Im weiteren Verlauf des Zyklus treten die Protrusionen der sekretorischen Zellen immer
deutlicher hervor. Um den 10. Tag befinden sich die Oberflachen der sekretorischen Zellen
dicht unter den Spitzen der Zilienzellen. Im frihen Prodstrus nehmen die Protrusionen
ahnlich wie im Infundibulum (Abb. 5) weiter sowohl an Zahl wie auch an Gréfe zu, bissie
die Zilienzellen deutlich Uberragen und teilweise ganz verbergen. Die Oberflache der
sekretorischen Zellen ist nun dicht mit Mikrovilli besetzt. Der Durchmesser der
Protrusionen variiert in den apikalen Bereichen zwischen 2,9-4,5 um und sie sind rund bis
oval geformt.

Verdnderungen in der Trachtigkeit

Unmittelbar nach der Insemination gleicht das rasterelektronenmikroskopische Bild des
Ampullenepithels dem des entsprechenden zyklischen Stadiums. Die Zilienzellen sind
vorherrschend. Sie bilden mit ihren Zilien einen grof3fléachig zusammenhangenden
Verband, welcher vereinzelt von den rundlichen Vorwdlbungen sekretorischer Zellen
unterbrochen wird. Diese weisen eine leicht hdockerige Oberflache auf. Am 14.
Tréchtigkeitstag sind die sekretorischen Zellen wieder dominierend. Auf ihrer Oberflache
befinden sich meist zahlreiche kurze, gedrungene Mikrovilli, jedoch treten auch vereinzelt
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Protrusionen auf, die keine oder nur wenige Mikrovilli tragen. Sie besitzen eine kugelige
Form und zeigen auch hier zum Teil deutliche GroRenunterschiede. So haben die kleineren
Protrusionen einen Durchmesser von 3,4 bis 3,8 um, die grof3eren dagegen bis zu 6 pm.
Die dicht angeordneten Zilien der Zilienzellen haben ein kompaktes, plumpes
Erscheinungsbild und bleiben mit ihrer Spitze unterhalb der Oberfléche der sekretorischen
Zellen (Abb. 11).

Abb. 11:

Zellen. Die Protrusionen sind teilweise gestielt (%) und weisen
starke Grofenunterschiede auf.

Mit dem Fortschreiten der Tréchtigkeit bleiben die sekretorischen Zellen die
vorherrschende Zellart. In der 3. Trachtigkeitswoche liegen die Durchmesser der
Protrusionen im apikalen Bereich zwischen 2,0 und 3,6 um. Am 71. Tag post
inseminationem werden die sekretorischen Zellen von den Zilien Uberragt. Dennoch ist ihre
Oberflache noch immer deutlich in das Lumen vorgewdlbt. Ihr apikaler Durchmesser liegt
zwischen 1,6 und 4,5 um. Sie sind bis auf wenige Ausnahmen dicht mit Mikrovilli besetzt
(Abb. 12).
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Abb. 12: Ampulle 71. Trachtlgkatstag Die sekretorischen Zellen sind
dicht mit Mikrovilli besetzt und die Zilien ragen Uber ihre
Oberflache hinaus.
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4.1.3 Isthmus

Die rasterel ektronenmikroskopischen Untersuchungen des Schleimhautepithels im distalen
Abschnitt des Eileiters ergaben im Verlauf des Zyklus und der Tréchtigkeit keine
ausgepragten Unterschiede in der Morphologie der Oberflachenstruktur.

Auf Abbildung 13 ist die typische Zusammensetzung der Oberfléche des |sthmusepithels
zu sehen. Die sekretorischen Zellen sind zu Beginn des Zyklus bzw. der Trachtigkeit
gleichmaidig mit Mikrovilli besetzt. Mit Fortschreiten des Zyklus und im weiteren Verlauf
der Trachtigkeit geht dieser Besatz bel vielen sekretorischen Zellen zuriick, stellenweise
entstehen mikrovillifreie Areale auf der Oberfléche. Diese ist in alen untersuchten
Zyklusstadien stets flach und Protrusionen werden zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Im
Isthmus sind im Vergleich zu Infundibulum und Ampulle erheblich weniger Zilienzellen
vorhanden. Sie sind nur vereinzelt im Bereich der Spitze der luminalen Falten lokalisiert.
Ihre Zilienbuschel ragen deutlich Uber die Oberfléche der sekretorischen Zellen hervor.

775

Abb. 13:  Isthmus, 2-3 Tage post inseminationem. Typisches Bild der
Epithel oberflache. Einzelne lichte Zilienbiischel treten zwischen
den sekretorischen Zellen hervor.
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4.1.4 Uterotubaler Ubergang (UTJ)

An der MUndungsstelle des Eileiters in die Spitze des Gebarmutterhorns fallen deutlich in
das Lumen hervortretende Schleimhautfortsdtze auf (Abb. 14). Mindungsnah haben diese
Fortsdtze ein kissen- oder polsterartiges Aussehen und greifen so ineinander, dass das
Lumen vollsténdig ausgefullt wird. Mundungsfern nehmen sie eine eher zungenférmige
Gestalt an und liegen locker aneinander.

Abb. 14:  Uterotubaler Ubergang. Fester Verschluss der Miindung des

Eileiters in den Uterus durch kissenartige (%) bzw. zungen-
formige (») Fortsétze.

Das Erscheinungsbild des Schleimhautepithels des uterotubalen Ubergangs stimmt
weitgehend mit dem des Isthmus Uberein. Zwischen den zahlreich vertretenen flachen
sekretorischen Zellen mit ihren deutlich ausgepragten Mikrovilli, treten nur vereinzelt

Zilienbischel hervor.

Die lichtmikroskopische Untersuchung des uterotubalen Ubergangs ergibt den klassischen
histologischen Aufbau aus Tunica mucosa mit Lamina epithelialis mucosae und

subepithelialem Bindegewebe, Tunica muscularis und Tunica serosa.
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Die das Lumen des uterotubalen Ubergangs auskleidende Lamina epithelialis weist
regiona beachtliche Unterschiede auf. Im proximalen Bereich gleicht das
Schleimhautepithel weitgehend dem des Isthmus. Es bestent aus einem flachen,
einschichtigen, stellenweise leicht mehrreihigen, hochprismatischen Epithel  mit
zilientragenden und sekretorischen Zellen (Abb. 15).

L3 Abb. 15:

# 7 Uterotubaer Ubergang, Zyklus, Tag 0. Im
~ proximaen Bereich gleicht das

.. Schleimhautepithel dem des Eileiters. Es

/) handelt sich um ein flaches, einschichtiges,

"~ hochprismatisches Epithel, welches

um  stellenweise eine leichte Mehrreihigkeit

& aufweist. Hamatoxilin-Eosin-Farbung

% Abb. 16:

== Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Im

-~ Bereich der prominenten Schleimhautfalten
¥ nimmt das einschichtige Epithel stark an

m- HOhe zu und zeigt eine deutliche

~ " Mehrreihigkeit. Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Distal davon, an den prominenten Schleimhautfalten, nimmt das Epithel an Hohe zu und
weist eine deutliche Mehrreihigkeit auf (Abb. 16), welche im Ostrus besonders ausgepragt
ist. In einigen Abschnitten fallen innerhalb des Epithelzellverbandes vermehrt sehr
schmale Zellen auf, deren Kerne lang gezogen sind, und die nur wenig kompaktes
Zytoplasma aufweisen. Im Bereich der Basallamina findet man immer wieder einzeln
liegende Lymphozyten oder Plasmazellen.

Einzelne Tiere weisen auffallige Modifikationen des Schleimhautepithels des uterotubalen
Ubergangs auf. Hier liegen, insbesondere an den Kuppen der Schleimhautfalten
Veranderungen des einschichtigen, mehrreihigen Epithels hin zu mehrschichtigen,
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unverhornten Abschnitten vor. An diesen Stellen erkennt man deutlich ein Stratum basale,
welches von einem bindegewebigen Papillarkorper unterlagert wird. An das Stratum basale
schliefdt sich ein Stratum spinosum an. Innerhalb dieser Schicht sind bisweilen Vakuolen
zu sehen. Oberflachlich wird das Epithel von einem abgeplatteten Stratum superficiale
bedeckt (Abb. 17).

Wty Abb. 17:

“ Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Als
Besonderheit treten bei einzelnen Tieren,
: v.a an den Spitzen der Schleimhautfalten

"~ Modifikationen des einschichtigen, mehr-
rethigen Epithels hin zu mehrschichtigen,
- unverhornten Epithelabschnitten auf. Es ist
i deutlich ein Stratum basale und Stratum
ne< spinosum zu erkennen. Hamatoxilin-Eosin-
“e== Farbung

Die Verbindungsschicht zwischen Schleimhautepithel und Muskulatur, welche die
Grundlage der prominenten Schleimhautfalten bzw. -kissen darstellt, wird von einem
subepithelialen Bindegewebe gebildet. In diesem subepitheliden Bindegewebe sind
zahlreiche Blutgefale, v. a. relativ grofdlumige Venen und Lymphgeféide lokalisiert (Abb.
18 u. 19). Sie sind in mehreren Schichten angeordnet. In der follikuldren Phase des
Ovarialzyklus ist das Bindegewebe der Schleimhautfalten aufgelockert und auseinander
gezogen (Abb. 18), in der lutealen Zyklusphase dagegen deutlich kompakter (Abb. 19). Im
distalen Bereich des Ubergangs sind an der Basis der Schleimhautfalten Uterindriisen in
das subepitheliale Bindegewebe eingelagert. Diese kennzeichnen die Grenze vom Gewebe

des Uterus zu dem des uterotubalen Ubergangs.

Die Tunica muscularis zeigt beim Schwein im Bereich des uterotubalen Ubergangs einen
zweischichtigen Aufbau. Dem subepithelialen Bindegewebe liegt zunachst eine kréaftige
innere, zirkulér verlaufende Lage glatter Muskulatur auf. Daran schliefdt sich die auliere
longitudinal verlaufende, etwas schwéacher ausgeprégte Muskelschicht an. Den &uf3eren

Abschluss bildet die Tunica serosa, bestehend aus einem einschichtigen Plattenepithel.
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: : <
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Abb. 18: Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Mehrere groRlumige, in
Schichten angeordnete, 1éngs verlaufende Venen und Lymphgefélie sind
in den kissenartigen Schleimhautfalten lokalisiert. Das subepitheliale
Bindegewebe ist aufgelockert und odematisiert. Hamatoxilin-Eosin-
Farbung.

Abb. 19: Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 13. Im Diostrus ist das
subepitheliale Bindegewebe deutlich kompakter als im Ostrus.
Hamatoxilin-Eosin-Farbung.
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4.2 Immunhistochemie und RT-PCR

4.2.1 Growth Hormon-Rezeptor (GH-R)

Die immunhistochemischen Untersuchungen in den verschiedenen Abschnitten des
Ovidukts zeigen, dass zahlreiche Zellen des Schleimhautepithels eine Expression des
GH-R aufweisen. Die positiv markierten Zellen zeigen eine homogene zytoplasmatische
Farbung. Die Kerne der Epithelzellen sind nicht angeféarbt (Abb. 20). Auffallig ist zudem
in vielen Féllen die deutliche Markierung des Blepharoplastensaumes, nicht aber der
Zilien. Neben den positiv markierten Epithelzellen liegen stets auch nicht markierte Zellen
vor (Abb. 20). Die Anzahl und die Intensitét der GH-R-positiven Zellen variiert deutlich

im Verlauf von Zyklus und Trachtigkeit, sowie in Abhangigkeit von der Lokalisation im

Eileiter.

Abb. 20:

% 50’ ‘aﬁ}{ﬁ ::I : ‘{ﬁ‘ 4

Ampulle, Zyklus, Tag 10. Expression des GH-R im Zytoplasma von
zahlreichen luminalen Epithelzellen im Ovidukt des Schweins. Daneben
liegen immer wieder auch ungeféarbte Epithelzellen vor (—p). DAB-
Reaktion, Gegenféarbung mit Hamalaun.
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Neben der zyptoplasmatischen Anférbung zahlreicher Epithelzellen liegt in der Regel auch
eine leicht positive Markierung des in den Blutgefél3en enthaltenen Serums vor. Negativ ist
in alen untersuchten Stadien das bindegewebige Stroma des Eileiters mit eingelagerten
Blut- und Lymphgeféen, Lymphozyten, sowie das Serosaepithel. Die in einigen wenigen
Stadien sichtbare minimale Anférbung der Tunica mucularis entspricht einer leichten

Hintergrundférbung.

Um die, durch die immunhistochemische Einfachférbung positiv markierten Zellen genau
definieren zu kdnnen, wurde eine Doppelfarbung mit Antikérpern gegen GH-R und dem
Zilienmarker Tubulin-p IV angeschlossen. So kann die Verteilung der Expression von GH-
R innerhalb der verschiedenen Epithelzelltypen exakt lokalisiert werden. Es zeigt sich,
dass ausschliefdlich die zilientragenden Zellen, erkennbar an ihrem sehr stark angeférbten
Ziliensaum (schwarz), den GH-R (violett) zytoplasmatisch exprimieren. Die nicht-
zilientragenden bzw. sekretorischen Zellen zeigen dagegen weder eine Expression von
Tubulin-p IV noch von GH-R (Abb. 21).

N s
” . " Abb. 21:
- Ampulle, Zyklus, Tag 18. Nur die
) l/./ £ Zilientragenden Epithelzellen
; (schwarz markierte Zilienbiischel)

‘_'.’ , 4 “_‘g _ Wweisen auch eine Expression des
: ~ GH-R (violett markiert) im Zyto-
‘:'/ plasma auf. Sekretorische Zellen
d i sind nicht markiert (—). Immun-

W ‘, S L 50 um histochemische Doppelférbung mit
Vector Black und Vector VIP.
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[nfundibulum

Innerhalb des Infundibulums gibt es zum Teil grof3e Unterschiede im Expressionsmuster.
So sind im Bereich der Fimbrien, insbesondere an deren Basis, oftmals erheblich mehr
angeféarbte Zellen zu erkennen, wie in den dazwischen liegenden faltenarmen Abschnitten
(Abb. 22).

Abb. 22:

Zellen im Bereich der Schleimhautfaltenbasis. DAB-Reaktion,
Gegenfarbung mit Hamalaun.

Im Ostrus weist das Oberflachenepithel des Eileitertrichters die hochste Anzahl an GH-R-
markierten Zellen auf (Abb. 23). Gleichzeitig zeigt sich eine sehr starke Intensitét der
Farbreaktion. In den folgenden Zyklusstadien nehmen sowohl die Anzahl der positiven
Zellen (Abb. 23 u. Tab. A1), wie auch die Intensitét der Anféarbung deutlich ab.

In den untersuchten Tréchtigkeitsstadien ist bis zum 65.-71. Trachtigkeitstag hin en
leichter, kontinuierlicher Rlckgang der positiv markierten Zellen innerhalb des
Eileiterepithels zu beobachten (Abb. 24 u. Tab. Al). Dagegen ist in Bezug auf die
Intensitét der positiven Farbreaktion zum 65.-71. Trachtigkeitstag eine deutliche Zunahme
zu erkennen.
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Abb. 24:

0 2-3 10-13 18
Zyklusstadium [Tage]

Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des Infundibulums im
Zyklusverlauf. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung. Die
meisten positiven Zellen werden hier zu Beginn des Zyklus gezahlt. (Anzahl der
Tieren=23)

2-3 14 23 65-71
Trachtigkeitsstadium [Tage]

Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des Infundibulums im
Trachtigkeitsverlauf.  Dargestellt sind der  Mittelwert und  die
Standardabweichung. Geringgradiger kontinuierlicher Rickgang der positiv
markierten Zellen. (Anzahl der Tieren = 3)
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Ampulle
Auch im Oberflachenepithel der Ampulle sind deutliche regionale Unterschiede im

Immunhistochemischen Expressionsmuster der GH-R-positiven Zellen vorhanden. So sind
in der Regel an der Basis der Schleimhautfalten mehr positiv. markierte Zellen
nachzuweisen, as im lumennahen Bereich der Faltenspitze (Abb. 25). Die Intensitét der
Farbreaktion im Zytoplasma der Epithelzellen korreliert mit diesen Befunden, so sind die
positiven Zellen an der Faltenbasis deutlich intensiver geféarbt, als die an der Faltenspitze
(Abb. 25).

L N ﬁ,ﬂ"‘.’%?*ﬁf‘%f“ i1 "f"?f@ gziy:% SR leﬁm“
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Abb 25: Ampulle, 2-3 Tage p. inseminationem. Deutlich stérkere Intensitét der
Farbreaktion, sowie hohere Anzahl von GH-R-positiven Zellen im
basalen Bereich der Schleimhautfalten. DAB-Reaktion, Gegenfarbung
mit Hamal aun.

Wahrend des Zyklus kann im Ostrus und Metostrus die hochste Anzahl an GH-R-positiven
Zellen nachgewiesen werden, im Didstrus dagegen die geringste (Abb. 27 u. Tab. A3
at+b). Die stérkste Intensitét der Farbreaktion findet sich ebenfalls im Zeitraum des Ostrus.
Im weiteren Zyklusverlauf zeigt sich eine leichte Abschwéachung mit den niedrigsten
Werten wahrend der |utealen Phase.
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Im Verlauf der Trachtigkeit bleibt die Anzahl der GH-R-positiv markierten Zellen
zunéchst weitgehend konstant hoch, am 23. und 65.-71. Trachtigkeitstag sind dann deutlich
weniger positive Zellen zu finden (Abb. 28 u. Tab. A3 at+b). Nach anfanglich sehr starker
Farbung (2-3 Tage p. insem.) kann in den untersuchten spéteren Trachtigkeitsstadien (14.,
23. sowie 65.-71. Trachtigkeitstag) eine sichtlich abgeschwachte Farbreaktion verzeichnet
werden.

Eine weitere Auffalligkeit wahrend der letzten drei untersuchten Tréachtigkeitsstadien ist
die sehr starke Anférbung einzelner Zellen des Schleimhautepithels. Diese Zellen besitzen
im Vergleich zu den tibrigen Epithel zellen einen sehr grof3en, hellen, chromatinarmen Kern
(Abb. 26).

B e A ol "

Abb. 26: Ampulle, 71. Trachtigkeitstag. Einzelne GH-R-positive Epithelzellen mit
grofiem, chromatinarmen Kern weisen eine sehr starke Intensitét der
Farbreaktion auf. DAB-Reaktion, Gegenfarbung mit Hamalaun.
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Abb. 27: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel der Ampulle im
Zyklusverlauf. Gegenuberstellung von Basis und Spitze der Schleimhautfalten.
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung. |m Didstrus werden
deutlich weniger GH-R-positive Zellen gefunden. (Anzahl der Tiere n = 3)
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Abb. 28: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel der Ampulle im
Tréchtigkeitsverlauf.  Gegenuiberstellung von Basis und Spitze der
Schleimhautfalten. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabwei chung.
Uber den untersuchten Zeitraum sinkt die Anzahl der positiven Zellen deutlich
ab. (Anzahl der Tieren = 3)
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Die Untersuchungen zum Nachweis der mRNA des GH-R wurden mit Hilfe der RT-PCR
exemplarisch an der Ampulle durchgefihrt. In der Gelelektrophorese befinden sich die
Banden fir alle untersuchten Proben aus den jeweils vier Zyklus- bzw.
Tréchtigkeitsstadien einheitlich auf Hohe von ca. 292 Basenpaaren (Abb. 29 A u B,
Banden 1-8). Als Positivkontrolle wurde Lebergewebe vom Schwein eingesetzt. Die
zugehorige Bande liegt ebenfalls erwartungsgemal bei ca. 292 Basenpaaren (Abb. 29 A u.
B, Bande P).
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Abb. 29 A, B:

Nachweis der Expression von GH-R mRNA in der Eileiterampulle. Die Banden der RT-
PCR-Produkte befinden sich auf Hohe von ca. 292 Basenpaaren.

Bande 1 ( 14. Trachtigkeitstag), Bande 2 (2.-3. Zyklustag), Bande 3 (65.-71.
Trachtigkeitstag), Bande 4 (10.-13. Zyklustag), Bande 5 (18. Zyklustag), Bande 6
(Zyklustag 0), Bande 7 (2-3 Tage p. insem.), Bande 8 (Trachtigkeitstag 23) Marker (M),
Negativkontrolle (N), Positivkontrolle (P): Leber. 12,5 %-iges Poly-acrylamidgel nach
Anfarbung mit Silbernitratl 6sung.
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Isthmus

Wie auch in den beiden anderen Abschitten des Eileiters treten im Isthmus ebenfalls
spezifische regionale Unterschiede im Expressionsmuster der GH-R-positiv geféarbten
Epithelzellen auf. In zahlreichen Fallen kann hier das gehéufte Auftreten positiver Zellen
im Bereich der Schleimhautfaltenspitze beobachtet werden. Die Basis der Falten weist in
diesen Fallen oftmals keine oder nur sehr wenige angeféarbte Zellen auf (Abb. 30). So
konnen insgesamt im Isthmus in der Regel weniger als 30 % GH-R-positive Zellen

nachgewiesen werden.

* - e 0

Abb. 30: Isthmus, 23. Trachtigkeitstag. An der Spitze der Schleimhautfalten treten
gehauft GH-R-positiv markierte Epithelzellen auf. Keine Anfarbung im
Bereich der Basis der Schleimhautfalten. DAB-Reaktion, Gegenfarbung
mit Hamal aun.

Auch im Isthmus l&sst sich wahrend Ostrus und Metostrus die groRte Anzahl an positiven
Zellen nachweisen. Wie auch in der Ampulle kommt es im Didstrus zu einer Abnahme der
positiven Zellen. Die Differenzen zwischen den einzelnen Stadien sind im Isthmus im
Vergleich zu Ampulle und Infundibulum jedoch geringer (Abb. 31 u. Tab. A5). Die
Schwankungen in Bezug auf die Intensitdt der angeférbten Zellen im Zyklusverlauf sind
minimal. Es liegt stets eine deutliche Anfarbung vor. Wahrend der Trachtigkeit schwanken
sowohl die Anzahl der positiven Zellen (Abb. 32 u. Tab. A5) wie auch die Intensitat der
Farbung nur geringgradig.
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Abb. 31: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des Isthmus im
Zyklusverlauf. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung. Die
geringsten Werte werden hier wahrend des Didstrus gemessen. (Anzahl der Tiere
n=3)
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Abb. 32: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des Isthmus im
Trachtigkeitsverlauf.  Dargestellt sind der  Mittelwert und  die
Standardabweichung. Insgesamt nur geringgradige Schwankungen der Anzahl in
den einzelnen Stadien. (Anzahl der Tieren = 3)
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4.2.2 Growth Hormon (GH)

Die immunhistochemischen Untersuchungen zum Nachwels der Expression von
Wachstumshormon (GH) innerhalb des Ovidukts, wurden mit einem monoklonaen
Anitkorper gegen porcines GH durchgefuihrt. Dieser zeigt in der als Positivkontrolle
dienenden Adenohypophyse vom Schwein eine eindeutig positive Reaktion. In allen
untersuchten Abschnitten des Eileiters konnen im Verlauf von Zyklus und Trachtigkeit
jedoch nur unspezifische Farbreaktionen in den luminalen Epithelzellen des Eileiters und

den Myozyten der Tunica muscularis festgestellt werden.

Im Rahmen der Untersuchungen zum Nachweis einer Expression der mRNA von GH im
Ovidukt wurden zusétzlich, ebenfalls exemplarisch am Beispiel der Eileiterampulle, RT-
PCR-Studien durchgefihrt. Trotz dem Einsatz verschiedener Primer konnte in zahlreichen
Versuchen fur das Wachstumshormon keine Expression nachgewiesen werden. Als
Kontrolle diente hier ebenfalls Hypophysengewebe, welches in allen Féllen wie erwartet

entsprechende positive Banden aufzeigte.
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4.2.3 Prolaktin-Rezeptor (PRL-R)

Die immunhistochemischen Tests zum Nachweis der Expression des PRL-R ergaben in
alen Zyklus- und Trachtigkeitsstadien eine positive Markierung zahlreicher Epithelzellen.
Auf zelluldrer Ebene wird deutlich, dass in der Regel eine strikt zytoplasmatische
Anférbung vorliegt.

Abb. 33:

A: Infundibulum, Zyklus, Tag 2-3. Das Zytoplasma der Epithelzellen ist im apikalen
Bereich stark markiert. B: Ampulle, Zyklus, Tag 0. Die luminalen Epithelzellen weisen
eine leichte bis starke Expression von PRL-R im Zytoplasma auf. Haufig ist auch hier der
apikale Bereich des Zytoplasmas deutlicher angeférbt. Daneben liegen auch ungeférbte
Eptihelzellen vor (—p). C: Ampulle, Zyklus, Tag 18. Aufféllig ist die sehr starke
Farbreaktion in den Zytoplasmaprotrusionen, die in das Lumen abgegeben werden. D:
Positivkontrolle: Milchdriise, Rind. Positive Farbreaktion in den Epithelzellen der Azini.
DAB-Reaktion, Gegenfarbung mit Hamalaun.

Haufig féalt eine apikale Betonung der Farbreaktion innerhalb der einzelnen Zellen auf
(Abb. 33 A, B), gelegentlich ist jedoch auch basal eine starkere Anfarbung zu erkennen.
Neben der Anfarbung von Epithelzellen sind stets auch die Myozyten der Tunica
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muscularis der Gefél3e und der Eigenmuskulatur des Ovidukts deutlich markiert. Eine
starke Reaktion zeigt sich weiterhin im Serum der Blutgefélle (Abb. 33 A). Das
Bindegewebe der Lamina propria mucosae ist stets negativ fir PRL-R.

Im Infundibulum zeigt sich fir PRL-R ein &hnliches Vertellungsmuster der stérker
markierten Epithelzellen, wie bereits fir GH-R beschrieben. So befinden sich diese
ebenfalls gehduft im Basisbereich der Fimbrienfalten. Die Zellen in den langgestreckten,
faltenarmen Abschnitten, weisen eine etwas schwéchere Farbintensitét auf. Jedoch sind die
Unterschiede zwischen den beiden Bereichen nicht so markant ausgeprégt, wie im Falle
des GH-R. Wahrend des Zyklusverlaufs sind im Infundibulum kaum Schwankungen in der
Intensitdt der DAB-Reaktion in den Epithelzellen zu erkennen. Im Trachtigkeitsverlauf
kommt es zum 65.-71. Tag zu einer leichten Abschwéachung der Intensitét. Das gleiche gilt
fur die Intensitét der Farbreaktion in den Myozyten.

In der Ampulle ist kein spezifisches Verteilungsmuster PRL-R-positiver Zellen innerhalb
des Schleimhautepithels feststellbar. Negative Zellen liegen immer wieder zwischen den
zahlreichen positiven Epithelzellen. In diesen féllt gehauft die starkere Markierung des
supranukledren Zytoplasmabereichs auf (Abb. 33 B). Liegen in den verschiedenen Stadien
(Digstrus, Proostrus sowie 14., 23. und 65.-75. Tréchtigkeitstag) Protrusionen vor, die in
das Eileiterlumen abgegeben werden, so sind diese in alen Féllen besonders stark geféarbt
(Abb. 33 C). Insgesamt lasst sich zeigen, dass die Intensitdt der Farbung in den
Epithelzellen wahrend des Zyklus zum Prodstrus hin zunimmt. Bel den untersuchten
Tréchtigkeitsstadien sind keine deutlichen Schwankungen erkennbar. Auch die Intensitét
der Farbreaktion in den Myozyten folgt dem in den Epithelzellen beobachteten Verlauf.
Die Untersuchungen am Isthmus lassen, im Gegensatz zur Ampulle, wieder ein
spezifisches Verteilungsmuster erkennen. Hier sind einzelne Epithelzellen etwas stérker
angefarbt als die Ubrigen Zellen im Verband. Diese Zellen treten gehauft im Bereich der
Schleimhautfaltenspitze auf. Wie in der Ampulle l&sst sich auch fir den Isthmus in den
Epithelzellen Uber den Zyklusverlauf ein deutlicher Anstieg der Farbintensitédt zum
ProGstrus hin beobachten. Wahrend der Trachtigkeit sind die Schwankungen nicht deutlich
ausgepragt. Auch die Myozyten zeigen beziglich ihrer Farbintensitét die gleichen
Schwankungen, wie fr die Epithel zellen beschrieben.

Als Positivkontrolle wurde bei den immunhistochemischen Untersuchungen Milchdriisen-
gewebe von Schwein und Rind eingesetzt, welches in beiden Féllen eine positive Reaktion
in den Azini der Milchdrisen aufwies (Abb. 33 D).
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Zur Erganzung der immunhistochemischen Untersuchungen wurde zum Nachweis ener
Expression von PRL-R-mRNA im Eileiter ebenfalls eine RT-PCR durchgefiihrt. Bei der
anschlief3enden Gelelektrophorese zeigen alle vier Zyklus- und Trachtigkeitsstadien aus
der Eileiterampulle eine klare Bande fur den PRL-R bei ca. 600 Basenpaaren (Abb. 34 A u.
B, Banden 1-8). Als Positivkontrolle diente in diesem Fall Gelbkérpergewebe (Telleria et
a., 1997), welches ebenfalls auf gleicher Hohe eine entsprechende Bande aufweist (Abb.
34 A u. B, Banden P).

100/80 100/80

Abb. 34 A, B:

Nachwels der Expression von PRL-R-mRNA in der Eileiterampulle. Die Banden der RT-
PCR-Produkte befinden sich auf Hohe von ca. 600 Basenpaaren.

Bande 1 (14. Tréchtigkeitstag), Bande 2 (2.-3. Zyklustag), Bande 3 (65.-71.
Trachtigkeitstag), Bande 4 (10.-13. Zyklustag), Bande 5 (18. Zyklustag), Bande 6
(Zyklustag 0), Bande 7 (2-3 Tage p. insem.), Bande 8 (Trachtigkeitstag 23) Marker (M),
Negativkontrolle (N), Positivkontrolle (P): Corpus luteum. 1,5 %-iges Agarosege,
Fluoreszenzaufnahme.
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4.2.4 Prolaktin (PRL)

Zum Nachweis von PRL im Eileiter des Schweins wurde nach mehreren Vorversuchen ein
Antikorper gegen bovines Prolaktin verwendet. Die als Positivkontrolle dienenden
Gewebeschnitte der Hypophyse weisen eine deutliche DAB-Reaktion in den
mammotropen Zellen auf (Abb. 35 A).

Abb. 35:

A: Hypophyse, Schwein, Positivkontrolle. Gruppen von mammotropen Zellen exprimieren
PRL. B: Im Bereich des Eileiterepithels kann keine Expression von PRL nachgewiesen
werden. Das Serum in den Blutgefé3en weist jedoch eine deutliche Anférbung auf. DAB-
Reaktion, Gegenférbung mit Hamalaun.

Dagegen zeigen alle untersuchten Gewebe aus dem Ovidukt lediglich eine schwache
Hintergrundférbung in den Epithelzellen (Abb 35 B). Ebenso sind die Myozyten, das
Bindegewebe der Lamina propria epithelialis und die Endothelzellen der Gefal3e negativ
fur PRL. Lediglich das Serum in den Blutgefal3en weist eine starke Anféarbung auf.

Auch mit Hilfe der zusétzlich durchgefuhrten RT-PCR konnte der Nachweis einer
Expression der mRNA von PRL innerhalb des Eileiters nicht erbracht werden. Als
Positivkontrolle diente hier ebenfals Hypophysengewebe, fur welches entsprechende
positive Banden in der anschlief3enden Gelel ektrophorese nachgewiesen werden konnten.
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5 Diskussion

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der zyklusabhéngigen Veranderungen
des Eileiterepithels vom Schwein war bereits Gegenstand friherer Studien (Wu et al.,
1976; Abe und Oikawa, 1992; Yaniz et a., 2006). Allerdings gibt es nur wenige Berichte
uber die in diesem Bereich stattfindenden Modifikationen im Verlaufe der Trachtigkeit.
Durch die Entnahme der drel Abschnitte des Eileiters zu jeweils vier definierten Zyklus-
und Tréchtigkeitsstadien, versucht die vorliegende Arbeit daher einen umfassenderen
Uberblick Uber die morphologischen Verdnderungen der Eileiterschleimhaut in den
einzelnen Regionen zu vermitteln. Durch die Ergénzung dieser Untersuchungen mit
immunhistochemischen Studien zur Verteilung von hypophysdren wachstums- und
proliferationsfordernden Hormonen und deren Rezeptoren innerhalb des Eileiters, soll ein
Zusammenhang mit der Regulation der Funktionen des Ovidukts diskutiert werden. Des
Weiteren vermittelt die Arbeit einen detaillierten Uberblick tber die Morphologie und
Histologie des uterotubalen Ubergangs (UTJ) beim Schwein und erganzt damit die bisher
vorliegenden Studien (Fléchon und Hunter, 1981; Yaniz et al., 2006) zu dieser fur das
Fortpflanzungsgeschehen aul3erst wichtigen Struktur.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte rasterelektronenmikroskopische Darstellung
der UTJ vom Schwein zeigt grof3e, kissen- oder polsterartige Schleimhautfortsdtze, welche
ineinandergreifen konnen und so einen festen Verschluss des Uterus zum Eileiter hin
gewdhrleisten. Dies steht im Einklang mit vorangegangenen Studien Uber die funktionelle
Anatomie der Eileiterschleimhaut des Schweins (Yaniz et al., 2006). Diese beschreiben
ebenfalls die Ausbildung von polypenartigen Fortsdtzen an der UTJ, welche aus den
Primarfalten der Isthmusschleimhaut entstehen (Yaniz et al., 2006). Es wird angenommen,
dass die UTJ im Sinne eines Klappenventils effektiv den Ubertritt von Fliissigkeit aus der
Gebarmutter in den Eileiter und damit schliefdich in die freie Bauchhohle verhindert. Die
Schleimhautfortsétze stellen auRerdem ein Passagehindernis fir die aufsteigenden
Spermien dar, die durch den Deckakt bzw. die kinstliche Besamung in grof3er Zahl im
Uterus des Schweins deponiert werden. So stellt die UTJ einen wirkungsvollen
Mechanismus zur Reduzierung der Spermienzahl, die den Isthmus erreichen kann, dar und
unterstiitzt somit die Minimierung des Risikos einer Polyspermie. Zum selben Schiuf3

kommen Fléchon und Hunter (1981), die mit ihren rasterelektronenmikroskopischen
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Untersuchungen nachweisen konnten, dass die polypenartigen Fortsdtize wie eine
mechanische Klappe wirken und die Anzahl der aufsteigenden Spermien massiv limitieren.
Studien Uber den Bau der UTJ bei anderen Tierarten zeigen, dass bel Schaf und Rind keine
derartig massiven, kissenartigen Schleimhautvorwoélbungen in diesem Bereich vorliegen
(Hook und Hafez, 1968). Man findet beim Rind Primér- und Sekundarfalten sowie Leisten
und Grate, die ein System von Blindsacken bilden. Zudem ist das Lumen in diesem
Bereich sehr eng und die UTJ folgt einem typischen sigmoidalen Verlauf (Wrobel et a,
1993).

In der durchgefihrten lichtmikroskopischen Untersuchung der UTJ zeigte sich, dass die
Lamina epithelialis mucosae, wie in den Abschnitten des Eileiters, aus sekretorischen und
zilientragenden Zellen besteht. Eine Studie Uber die Ultrastruktur der UTJ beim Schwein
(Rodriguez-Martinez et al., 1990) berichtet ebenfalls, dass es sich bei der das Lumen
auskleidenden Schleimhaut um ein einfaches hochprismatisches Epithel aus den genannten
Zellen handelt. Auch bei Schaf und Rind ist das Schleimhautepithel der UTJ aus
sekretorischen und zilientragenden Zellen zusammengesetzt (Hook und Havez, 1968;
Wrobel et a., 1993). In den eigenen Untersuchungen fielen des Weiteren immer wieder
einzelne intragpitheliale Lymphozyten oder Plasmazellen auf. Auch andere Untersucher
berichten Uber das Vorkommen von Immunzellen wie Lymphozyten oder Monozyten im
basalen Bereich des Epithels (Rodriguez-Martinez et a., 1990). Wie die
lichtmikroskopische Untersuchung der UTJ zeigt, ist das Schleimhautepithel im
proximalen Bereich relativ flach. Uteruswéarts, im Bereich der prominenten
Schleimhautfalten nimmt es an Hohe zu und weist eine deutliche Mehrreihigkeit auf. Diese
Befunde sind wéahrend der follikuléren Zyklusphase besonders ausgeprégt. Rodriguez-
Martinez et a. (1990) berichten in ihrer Studie ebenfalls Uber diese regionaen
Hohenunterschiede des Epithels wahrend des Ostrus. Als Besonderheit fielen in der
eigenen Studie an einzelnen Tieren im Ostrus Modifikationen des einschichtigen,
mehrreihigen Epithels hin zu mehrschichtigen, unverhornten Abschnitten auf. Dieses
Phé&nomen wurde insbesondere im Bereich der Kuppen der Schleimhautfalten beobachtet.
Vermutlich spiegeln diese Epithelverénderungen eine Reaktion des Epithels auf erhohte
mechanische Belastungen in diesem Bereich wider. Ob es sich dabel um einzelne
pathol ogische V organge ohne weitere Bedeutung handelt, bleibt weiter abzuklaren.

Die Untersuchung der Lamina propria mucosae im Vergleich der beiden untersuchten
Zyklusstadien ergab fir den Zeitraum des Ostrus eine deutliche Odematisierung der

Schleimhaut, welche im Didstrus nicht mehr zu sehen war. Eine 6dematdse Verdickung
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der polypenartigen Fortsitze wahrend des Ostrus wurde auch von Fléchon und Hunter
(1981) beschrieben. Des Weiteren zeigte die histologische Untersuchung, dass in das
Bindegewebe der Schleimhautfortsdtze grof3e Venen und Lymphgefélie eingelagert sind,
die einen mehrschichtigen Venenplexus in der Schleimhaut formieren. Es liegt nahe, dass
es hier durch Verénderungen der Blutfille zu Modulationen des luminalen Diameters
kommen kann, die mit Anderungen der Passageverhaltnisse fir Spermien und Eizellen
einhergehen. Unterstiitzt wird diese Vermutung von Wrobel et al. (1993), die Uber dhnliche
Verhdtnisse an der UTJ des Rindes berichten.

Proximal der UTJ, im Bereich des Isthmus, etabliert sich im periovulatorischen Zeitraum
ein Spermienreservoir. Diese Region spielt eine zentrale Rolle in der Koordination der
Befruchtungsvorgange, indem unter anderem die Motilitdt der Spermien herabsetzt wird,
diese Uber spezifische Adhésionskontakte mit den Zilienzellen gebunden werden und die
Kapazitation verzogert wird (Hunter et al., 1980; Fléchon und Hunter, 1981). Auf Grund
der in diesem Abschnitt des Eileiters ablaufenden komplexen Vorgange, war der 1sthmus
haufig Gegenstand von Untersuchungen. Im Einklang mit den Beobachtungen anderer
Untersucher (Wu et a., 1976; Abe und Oikawa, 1992; Yaniz et a., 2006), ergaben die
durchgefiihrten rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen fir den Bereich des
Isthmus keine ausgeprégten Verdnderungen der Zusammensetzung des Schleimhaut-
epithels im Verlauf des Zyklus und auch die sekretorischen Zellen bilden in der Iutealen
Phase keine Protrusionen aus. Auch andere Tierarten zeigen kaum zyklischen
Veranderungen in dem kaudalen Abschnitt des Ovidukts. Beim Rind (Abe und Oikawa,
1993) und Schaf (Abdalla, 1968) sind die Zilienzellen unregelméldig Uber das Epithel
verteilt und die sekretorischen Zellen bleiben, wie auch beim Schwein, stets flach und
weisen keine Protrusionen auf. Auch bel der Ziege zeigen sich im Verlauf des Zyklus
kaum Veranderungen des Eileiterepithels, jedoch wurden leichte bulbdse Vorwoélbungen
der sekretorischen Zellen wahrend der Iutealen Phase beschrieben (Abe et a., 1993). Beli
dieser Tierart wurden zudem, im Gegensatz zu den Untersuchungen beim Schwein,
Protrusionen der Zilienzellen gefunden, die Uber den gesamten Verlauf des Zyklus zu
sehen waren (Abe et a., 1993; Abe et a., 1999).

Die Funktion der Zilienzellen im Isthmus ist noch nicht endgultig geklart. Es gilt jedoch
als erwiesen, dass sie dazu beitragen, das Aufsteigen der kapazitierten Spermien zu
regulieren, indem spezifische Interaktionen zwischen Zilien und Spermien stattfinden
(Fléchon und Hunter, 1981; Hunter et a., 1991). Elektronenmikroskopische
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Untersuchungen zeigen spezifische Adhésionskontakte zwischen den Spermienkdpfen und
den Zilien der Epithelzellen (Fléchon und Hunter, 1981). Beim Schwein konnten von den
Epithelzellen exprimierte Mannosyl-Oligosaccharide nachgewiesen werden, welche
Liganden mit einer hohen Affinitdt fir spermienassoziierte Lektine (Spermadhasine)
darstellen (Topfer-Petersen et a., 2002). Fur das Spermadhdsin  AQN-1 wurde
nachgewiesen, dass es an ein galaktose-exprimierendes spermienbindendes Glykoprotein
(SBG) binden kann, welches vor allem im Eileiterepithel des Isthmus lokalisiert ist. Diese
Kohlenhydrat-Proteininteraktionen tragen dazu bel, dass das Spermienreservoir zustande
kommen kann (Pérez et al., 2006). In den eigenen Untersuchungen wird deutlich, dass die
Zilienzellen im Isthmus vor allem im apikalen Bereich der Schleimhautfalten lokalisiert
sind. Im Rahmen der Speicherstrategie des Spermienreservoirs erscheint eine lumennahe
Bindung der Spermien sinnvoll, wodurch vermutlich die weitere Passage nach

abgeschlossener Kapazitation erleichtert wird.

Um den Zeitpunkt der Ovulation 16sen sich die Spermien aus dem Reservoir und gelangen
in den proximal des Isthmus gelegenen Abschnitt der Ampulle, wo die Befruchtung
stattfindet (Bazer et al., 2001; Rodriguez-Martinez, 2001). Bevor es zur Imprégnation
kommen kann, missen auch die Eizellen an diese Stelle transportiert werden und
entsprechend auf den Befruchtungsvorgang vorbereitet werden. Das Epithel muss daher
hohen Anspriichen in Bezug auf die Sekretiondeistung, wie zum Beispiel der
Bereitstellung von oviduktspezifischen Glykoproteinen (Mc Cauley, 2003), gerecht
werden. Die Ergebnisse der hier angefertigten rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchungen stehen im Einklang mit denen anderer Autoren (Wu et al., 1976, Abe und
Oikawa, 1992; Yaniz et al., 2006). Sie zeigen, dass die Zilienzellen wahrend des Ostrus
einen geschlossenen Zilienteppich bilden. Bereits im Metostrus unterscheidet sich das Bild
und die sekretorischen Zellen weisen zum Teil leichte Protrusionen auf, die etwas
hervortreten. In beiden untersuchten Stadien sind die Zilienzellen die dominierende Zellart.
In den beiden spéteren Zyklusstadien, im Zeitraum von Didstrus und Proostrus, sind die
Protrusionen der sekretorischen Zellen so grof3, dass sie die Zilien teilweise verbergen. Im
Infundibulum sind im Zyklusverlauf &hnliche Verénderungen zu sehen wiein der Ampulle.
Ein reicher Zilienbesatz im Bereich des Infundibulums um den Zeitpunkt der Ovulation
wird a's wichtig angesehen, da diese tiber Adh&sionskontakte mit den Kumuluszellen eine
wichtige Rolle bel der Aufnahme und dem Transport der Eizellen spielen (Norwood und
Anderson, 1980; Tabot et al., 1999). Die in der lutealen Phase des Ovariazyklus unter
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hohem Progesteronspiegel beobachteten Protrusionen in beiden Abschnitten weisen auf
degenerative Verdnderungen der sekretorischen Zellen im Rahmen von Zellerneuerung
hin, wie es bereits von verschiedenen Autoren beschrieben wurde (Eriksen et al., 1994;
Walter und Bavdek, 1997). Was die Protrusionen im Protstrus betrifft, ist davon
auszugehen, dass sie die bereits vor der Ovulation gesteigerte Sekretionstétigkeit des
Eileiterepithels reprasentieren. Diese Ansicht wird durch Untersuchungen von Sostaric et
al. (2008) gestitzt, die zeigen, dass die Mehrzahl der nicht-zilientragenden Zellen
préovulatorisch eine Zunahme von sekretorischen Vesikeln aufweisen und in Sekretion
begriffen sind.

Ahnliche Vorgange im Eileiterepithel zeigen auch die Studien an anderen Tierarten. In
Eileiterampulle und Infundibulum des Rindes herrschen in der follikuldren Phase des
Ovariazyklus ebenfalls die Zilienzellen vor. Wéahrend der lutealen Phase dominieren auch
hier die sekretorischen Zellen mit ihren elliptisch geformten, einheitlich grof3en
Protrusionen das Bild (Abe und Oikawa, 1993). Dies kann auch bei Schaf (Abdalla, 1968)
und Ziege (Abe et a., 1999) beobachtet werden.

Neben der Darstellung der zyklischen Vorgéange in den drel Abschnitten des Eileiters
dokumentiert die vorliegende Arbeit erstmals detailliert die Veranderungen der Oberfléche
des Eileiterepithels an vier definierten Trachtigkeitsstadien (2-3 Tage p.insem., 14., 21.-
23., 65.-71. Trachtigkeitstag).

Im Isthmus ergaben sich in den eigenen Untersuchungen Uber die gesamte Dauer des
untersuchten Zeitraums keine merklichen Unterschiede in der zelluldren Zusammensetzung
des Eileiterepithels. Es konnten zu keinem Zeitpunkt Protrusionen der sekretorischen
Zellen beobachtet werden. Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen am Isthmus
beim Schaf, bei dem ebenfalls keine Protrusionen oder Verdnderungen in der
Zellzusammensetzung des Epithels auftreten (Murray, 1997). Damit unterscheidet sich der
Isthmus deutlich von den beiden proximal gelegenen Abschnitten. In Ubereinstimmung
mit anderen Studien (Wu et a., 1976) konnten im Bereich der Ampulle ebenso wie im
Infundibulum, am 2-3 Tag p. insem. keine Unterschiede zu den Proben die im Zyklus
entnommen wurden, festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt sind die Zilienzellen die
vorherrschende Zédllart. Die Aufnahmen am 14. Tag der Tréchtigkeit zeigen nahezu gleiche
Bilder wie die der lutealen Phase des Zyklus. Die sekretorischen Zellen mit grof3en
Protrusionen und deutlichen Grof3enunterschieden lassen die Zilienzellen nun in den

Hintergrund treten. Mit dem Fortbestehen der Trachtigkeit werden Abweichungen von den
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zyklischen Veranderungen des Epithels erkennbar. Die dicht mit Mikrovilli besetzten,
sekretorischen Zellen bleiben dominant, die GrofRenunterschiede ihrer Protrusionen gehen
zurtck. Damit kommt diese Untersuchung zu Ubereinstimmenden Ergebnissen wie eine
vorangegangene Studie Uber die Auswirkungen des Verlaufs der Trachtigkeit auf den
Eileiter beim Schwein (Nayak et al., 1976). Sie beschreibt sowohl in der frihen wie auch
in der fortgeschrittenen Graviditét das gleiche Zellbild wie in der Gelbkorperphase des
Zyklus. Abweichend von den Beobachtungen aus dieser Studie, die berichtet, dass sich das
Bild der sekretorischen Zellen auch in der spéateren Graviditdt nicht wesentlich andert,
zeigen die eigenen Ergebnisse im Bereich des Infundibulums um den 65.-71. Tag eine
deutliche Abflachung der sekretorischen Zellen mit Verlust der Protrusionen. In diesem
Untersuchungszeitraum wird ein klarer Unterschied zur Oberflachenstruktur des Epithels
in der Ampulle offensichtlich. Hier bleiben die sekretorischen Zellen vorgewolbt. Die
Befunde aus beiden Abschnitten zeigen, dass die Regenerationsprozesse innerhalb des
Eileiterepithels beim Schwein erst spét abgeschlossen werden und es wird deutlich, dass
der Eileiter Uber die erste Hélfte der Trachtigkeit hinaus im Bereich der Ampulle
sekretorisch aktive Abschnitte aufweist. Beim Schaf wurden um den 3. Tag der
Tréchtigkeit in der Ampulle ebenfalls nur wenige apikale zytoplasmatische V orwdl bungen
der sekretorischen Zellen gefunden. Dagegen zeigten sie um den 16. Tag der Graviditét
deutliche strukturelle Veranderungen in Form von zahlreichen Protrusionen, die Hinweise
auf Regressionsprozesse geben (Murray, 1995). Somit bestétigt sich auch hier, dass zu
Beginn der Tréchtigkeit die Epithelstruktur mit der der entsprechenden Tiere im Zyklus
Ubereinstimmt. Die beschriebenen Befunde im Bereich der Eileiterampulle bleiben beim
Schaf in der ersten Trachtigkeitshdfte bestehen, wahrend der Zweiten gehen die
Zytoplasmaprotrusionen zuriick und das Epithel bleibt bis zum 140. Trachtigkeitstag
inaktiv. Kurz vor der Geburt kommt es erneut zu einem Anstieg der sekretorischen
Aktivitat (Abdalla, 1968).

Es ist bekannt, dass Wachstumshormon-Rezeptoren (GH-R) in den verschiedensten
Geweben des weiblichen Reproduktionstrakts exprimiert werden. Uber das Vorkommen
dieser Rezeptoren im Ovidukt liegen jedoch nur wenige Studien vor. Kirby et al. (1996)
wiesen neben der mRNA von insulin-like-growth-factor-I (IGF-1) auch die von GH-R
innerhalb des Eileiters vom Rind nach, konnen aber keine Aussage zur genauen
Lokalisation der Expression treffen. Eine weitere Studie am Reproduktionstrakt von Ratten

wies mit Hilfe der Immunhistochemie ebenfalls das Vorkommen von GH-R im Eileiter
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nach. Hier wird Uber eine Lokalisation im Zytoplasma und teilweise im Kern von
Epithelzellen berichtet, sowie eine Anfarbung von glatter Muskulatur und Mesothelzellen
(Lobie et a., 1990). In der vorliegenden Arbeit gelang erstmals der Nachwels der
Expression von GH-R im Eileiterepithel des Schweins. Mit immunhistochemischen
Methoden konnten genaue Aussagen Uber spezifische Verteilungsmuster im Epithel, den
GH-R exprimierenden Zelltyp und zyklus- sowie trachtigkeitsbedingte Unterschiede im
Expressionsmuster getroffen werden. Zur Verifizierung der immunhistochemischen
Ergebnisse wurde zusétzlich noch der Nachweis der Expression der mRNA des GH-R
erbracht. Mit Hilfe einer immunhistochemischen Doppelfarbung mit dem Zilienmarker
Tubulin-p 1V konnte die Expression von GH-R eindeutig den Zilienzellen zugeordnet
werden. Des Weiteren war das in den Blutgeféa3en enthaltene Serum angefarbt. In diesem
Fall liegt mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit die Koppelung des immunhistochemischen
GH-R-Antikorpers an die im Serum enthaltenen GH-Bindungsproteine (GHBP) vor. Diese
sind identisch mit der extrazelluldren Domane des membranstandigen GH-R (Goffin und
Kelly, 1997).

Fur die Funktionen des GH-R innerhalb des Eileiterepithels sind verschiedene Modelle
denkbar. Es ist davon auszugehen, dass GH Uber seine Rezeptoren algemein auf die
Versorgung des Epithels einwirkt. Hier nimmt es vermutlich Einflu® auf Replikations- und
Wachstumsvorgange (Lobie et al, 1990). Makarevich und Sirotkin (1997) bewiesen mit
ihren Untersuchungen den stimulierenden Effekt von GH auf die IGF-I-Produktion in den
Epithelzellen des Ovidukts. Es ist sehr wahrscheinlich, dass IGF-1 am Eileiterepithel als
parakriner Mediator der anabolen und mitogenen Aktivitdét des Wachstumshormons
fungiert. In den eigenen Untersuchungen konnte in Infundibulum und Ampulle wahrend
Ostrus und Metostrus bzw. am 2.-3. Tag p. insem. mit bis zu mehr as 40 % der groflte
Anteil an GH-R-positiven Zellen beobachtet werden. Diese Befunde stimmen mit den
Bildern der rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse dieser Studie Uberein, welche
eine Dominanz der Zilienzellen in diesem Zeitraum zeigen. Durch diese Ergebnisse wird
eine ebenfalls verstérkte Produktion von Wachstumsfaktoren zu diesem Zeitpunkt
impliziert. Berichte Uber die erhohte Menge an nachweisbarem IGF-I in der
Eileiterflissigkeit wahrend des periovulatorischen Zeitraums beim Schwein bestétigen
diese Vermutung (Wiseman et a., 1992). Zu dieser Zeit laufen im Eileiter die Befruchtung
der Eizellen und die ersten Zdltellungen ab. Eine erhdhte Sekretionsleistung der
Epithelzellen und vor alem die damit verbundene vermehrte Bereitstellung von

oviduktspezifischen Proteinen, kommt somit diesen Prozessen zugute (Wiseman et al.,
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1992). Bei den tréchtigen Tieren konnte in den eigenen Untersuchungen bis zum 14.
Trachtigkeitstag eine erhohte Expression von GH-R in Ampulle und Infundibulum
nachgewiesen werden. Esist denkbar, dass die von GH stimulierte Sekretion von IGF-1 in
die Eileiterflissigkeit auf diese Weise sogar auf die Implantationsvorgange im Uterus
Einfluss nimmt. Eine weitere Funktion der Produktion von GH-R durch das Eileitereptihel
ist moglicherweise die Bereitstellung von frel  zirkulierenden GHBP fir die
Eileiterfllssigkeit (Lobie et al., 1990).

Fur das Wachstumshormon selbst konnte in dieser Studie sowohl immunhistochemisch wie
auch fur die mRNA keine Expression nachgewiesen werden. Eine autokrine/parakrine
Wirkung von GH auf seine Rezeptoren im Eileiter bzw. auf die der Eizellen oder der

frihen Embryonen ist somit unwahrscheinlich.

Prolaktin (PRL) nimmt in verschiedenen Bereichen Einfluss auf das Reproduktions-
geschehen. Seine Rezeptoren (PRL-R) wurden dementsprechend bereits in verschiedenen
Geweben des weiblichen Reproduktionstrakts nachgewiesen, wo sie die Wirkung von PRL
auf Wachstum, Differenzierung und auch Immunreaktionen vermitteln (Jones et a., 1998).
Uber die Expression von PRL und PRL-R innerhalb des Ovidukts bei Siugetieren liegen
bisher noch keine Erkenntnisse vor. In dieser Studie wurden sowohl die Expression von
PRL wie auch PRL-R im Eileiter von Schweinen untersucht. Mit Hilfe der RT-PCR gelang
erstmals der Nachweis der mRNA des PRL-R. Durch immunhistochemische Methoden
gelangen die Darstellung der Lokalisation der Rezeptoren in den verschiedenen
Abschnitten des Eileiters und eine Analyse der Vertellungsmuster in den verschiedenen
Zyklus- und Trachtigkeitsstadien. Innerhalb des Eileiterepithels konnte der Rezeptor
ausschliefdlich  zytoplasmatisch, héufig mit einer supranukledren Betonung der
immunhistochemischen Farbreaktion, nachgewiesen werden. Innerhalb des Epithels
kommen immer wieder ungeféarbte Zellen vor. In der lutealen Phase ist die Anférbung der
Zellen und insbesondere die der Protrusionen sehr intensiv. Auch in den
Tréchtigkeitsstadien, in denen deutliche Protrusionen auftreten, ist die immun-
histochemische Farbintensitét sehr stark. Die Zellen der Tunica muscularis von Gefal3en
und Eigenmuskulatur des Ovidukts sind ebenfalls deutlich markiert. Yamashita et al.
(1999) wiesen die Expression von PRL-R in den Myozyten des Endometriums nach. In
ihren Untersuchungen stellten sie fest, dass apoptotische Muskelzellen einen hoheren
Gehalt an PRL-R-mRNA aufweisen und postulierten daher einen Effekt von PRL auf die

Apoptose. Mdoglicherweise liegt auch innerhalb des Eileiterepithels ein solcher
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Zusammenhang vor. Steffl et al. (2008) weisen darauf hin, dass die Zellen wahrend der
lutealen Zyklusphase, im Rahmen der regressiven Vorgange im Eileiterepithel, ebenfalls
apoptotischen Veranderungen unterliegen. Eine apoptosestimulierende Wirkung von PRL
konnte somit eine Erklarung fir die starke Intensitét der Expression von PRL-R zu diesem
Zeitpunkt und auch wahrend der fortgeschrittenen Trachtigkeitstadien sein. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass die Bedeutung der starken Expression von PRL-R im Prodstrus
dagegen vielmehr in der Vermittlung der Einflisse von Prolaktin auf Wachstum und
Differenzierung der Epithelzellen liegt. Vermutlich hat Prolaktin einen stimulierenden
Effekt auf die Sekretionseistung des Eileiterepithels. In dhnlicher Weise wurde dies im
Endometrium nachgewiesen (Jones et al., 1998).

Eine Produktion von PRL durch das Eileiterepithel konnte, trotz der Verwendung
verschiedener immunhistochemischer Antikorper und Primer in zahlreichen Vorversuchen,
nicht nachgewiesen werden. Eine parakrine Wirkungsweise ist daher in diesem Fall eher

unwahrscheinlich.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit zyklus- und trachtigkeitsbedingte
Unterschiede der Expression von GH-R und PRL-R innerhalb des Eileiters, ergéanzt durch
die detaillierte morphologische Beschreibung der Oberflache des Eileiterepithels in den
jeweiligen untersuchten Stadien. Die Resultate machen die Komplexitét der Steuerung von
Sekretions- und Regenerationsvorgangen des Eileiterepithels deutlich. Sie schaffen eine
Basis fur weitere Untersuchungen zum genaueren Verstandnis der zugrundeliegenden

M echanismen der Homdostase innerhalb des Eileiterepithels.
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6  Zusammenfassung

Rasterelektronenmikroskopische und immunhistochemische Untersuchungen am

Eileiter vom Schwein wahrend Zyklus und Tréachtigkeit

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen mit Hilfe des Rasterel ektronenmikroskops
die morphologischen Veranderungen des Eileiterepithels und zum anderen die Expression
hypophysérer wachstums- und proliferationsférdernder Hormone und ihrer Rezeptoren
immunhistochemisch und mit der Reverse Transkriptase (RT)-PCR sowohl im Verlauf des
Zyklus as auch der Trachtigkeit analysiert. Hierfir wurden, von 24 Schweinen der
Deutschen Landrasse, die drei Abschnitte des Eileiters (Infundibulum, Ampulle, Isthmus)
in jeweils vier verschiedenen Zyklus- und Tréchtigkeitsstadien untersucht. Dazu wurden
Proben im Ostrus, Metostrus, Didstrus und Prodstrus sowie am 2.-3. Tag post
inseminationem, 14., 23. und 65.-71. Trachtigkeitstag entnommen. Des Weiteren erfolgte
die Dokumentation des morphologischen und histologischen Aufbaus des uterotubalen
Ubergangs beim Schwein, anhand rasterel ektronen- und lichtmikroskopischer Bilder.

In den rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Morphologie des
Eileiterepithels zeigten sich die deutlichsten Verdnderungen wahrend des Zyklus und der
Trachtigkeit im Bereich der Ampulle und des Infundibulums. Im Isthmus treten in allen
untersuchten Stadien kaum Veranderungen auf. Im Ostrus und Metostrus dominieren die
Zilienzellen sowohl in der Ampulle, wie auch im Infundibulum. Dagegen herrschen im
Digstrus und Prodstrus in beiden Abschnitten die sekretorischen Zellen vor, welche
deutlich in das Lumen hervortretende Protrusionen ausbilden. Zu Beginn der Tréchtigkeit
entsprechen die Befunde denen der zyklischen Stadien. Im weiteren Verlauf bleibt
zunéchst das Zellbild der lutealen Zyklusphase bestehen, spater kommt es vor alem im
Infundibulum zu einem Riickgang der Protrusionen.

Der uterotubale Ubergang weist beim Schwein ausgepragte Schleimhautpolster auf.
Lichtmikroskopisch lief3en sich grof3e, mehrschichtige Venen und Lymphgefélie darstellen,
welche die Schleimhautpolster unterlagern und mdglicherweise durch Anderungen der
Blutftlle den luminalen Diameter und somit die Passageverhdltnisse modulieren kénnen.
Das luminale Epithel an der UTJ zeigt eine zyklusabhangige Mehrreihigkeit und kann in

Einzelfallen sogar Modifikationen hin zu mehrschichtigen Epithel abschnitten aufweisen.
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Die Wachstumshormon-Rezeptoren (GH-R) werden innerhalb des Eileiterepithels
ausschliefdlich in den Zilienzellen exprimiert, was mittels immunhistochemischer
Doppelfarbung mit Tubulin-p IV belegt werden konnte. Sie erfahren vor alem im
Infundibulum und der Ampulle ein Expressionsmaximum wéahrend der follikul&ren
Zyklusphase bzw. zu Beginn der Trachtigkeit. In der lutealen Phase und mit dem
Fortschreiten der Trachtigkeit kommt es zu einer Abnahme der Expression von GH-R.
Prolaktin-Rezeptoren (PRL-R) konnten innerhalb zahlreicher Epithelzellen und in den
Myozyten des Eileiters nachgewiesen werden. Fir ihre Expression im Epithel stellte sich
heraus, dass die Intensitdt der Farbreaktion im Zyklusverlauf zum Progstrus hin zunahm,
wahrend sie Uber die untersuchten Stadien der Trachtigkeit hin kaum Schwankungen
aufwies. Protrusionen in den entsprechenden Stadien waren stets sehr stark angeféarbt.
Gestitzt werden die immunhistochemischen Ergebnisse von den RT-PCR
Untersuchungen. Hier konnte fur GH-R und PRL-R eine gleichméliige, starke Expression
im Bereich der Eileiterampulle Uber ale untersuchten Zeitpunkte nachgewiesen werden.

Fur GH und PRL konnte sowohl immunhistochemisch wie auch fur die mRNA zu keinem

Zeitpunkt eine Expression im Eileiter gefunden werden.
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7/  Summary

Scanning electron microscopic and immunohistochemical studies on the porcine

oviduct during estrus cycle and pregnancy

The purpose of the present study was to examine the morphological changes of the
oviductal mucosa by scanning electron microscopy (SEM) as well as to analyse the
expression of growth promoting, proliferativ pituitary hormones and their receptors using
immunohistochemical and reverse transcriptase (RT)-PCR methods during estrus cycle and
pregnancy. Three segments of the oviduct (infundibulum, ampulla, isthmus) were collected
from 24 German Landrace sows at estrus, metestrus, diestrus, proestrus, 2.-3. day post
inseminationem, 14., 23. and 65.-71. day of pregnancy. Additionaly the morphological and
histological structure of the utero-tuba junction (UTJ) of the sow was demonstrated by
scanning electron and light microscopy.

SEM results revealed that the most obvious changes during estrus cycle and pregnancy
where found in the infundibulum and ampulla. Minor changes in all stages examined were
seen in the isthmus. At estrus and metestrus ciliated cells predominated in the ampulla as
well as in the infundibulum. In contrast at diestrus and proestrus secretory cells increased
in both segments, showing conspicious bulbous processes protruding into the oviductal
lumen. In early pregnancy the morphological findings of the epithelium accord to those of
the cyclic stages. During the progression of pregnancy the findings correspond to those of
the luteal phase. At day 65-71 of pregnancy protrusions decline especiadly in the
infundibulum.

The UTJ of the sow is characterized by prominent polypoid processes of the mucosa. Light
microscopic examinations revealed a large multilayered plexus of veins and lymphatic
vessels which are located in the lamina propria mucosae of the processes, implying the
modulation of the luminal diameter by variations of the bloodflow. The luminal epithelium
shows cycle dependent variations in its relative height with sporadic modifications into a
stratified epithelium.

In the oviductal epithelium growth hormone receptors (GH-R) are expressed exclusively in
ciliated cells as shown by immunohistochemical double staining with tubulin-g 1V.
Number of GH-R-positiv stained cells was higher in the follicular phase of the estrus cycle

as well as at the beginning of pregnancy and lower in the luteal phase and late pregnancy.
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Prolactin receptor (PRL-R) was localized to epithelial and smooth muscel cells. Intensitiy
of PRL-R staining increased during the estrus cycle and was especially high at proestrus.
Generaly, staining intensity of PRL-R did not show significant changes during pregnancy.
Strong immunostaining of PRL-R was found in protrusions of secretory cells observed at
different cycle stages and pregnancy. Immunohistochemical results are supported by RT-
PCR experiments, which revealed a strong expression for GH-R as well as PRL-R in the
ampulla at all stages of the estrus cycle and pregnancy examined. Using
immunohistochemical and RT-PCR methods no expression of GH and PRL was found in

the oviductal tissue.
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8.2  Abklrzungsverzeichnis

A.
Abb.
ABC
AG
AlJ
AMH
Aqua dest.
AS
°C
ca
Ca++
cAMP
Co.
CO;
cm
Da
DAB
DNA
ed.
EGF
eta.
Fa
FSH

g

Y
GAH

GH
GHBP
GHIH
GH-R
GmbH
GRH

h

HE
Hrsg.
HVL
IGF-I/11
IGFBP
kDa
kg
KGW
L.

LH
Lig.
LTH
m

M

Arteria

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex
Aktiengesellschaft
Ampulla-lsthmus-Junction
Anti-MUller-Hormon

Aqua destillata

Aminosaure

Grad Celsius

circa

Kalzium-lonen

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Cooperation

Kohlenstoffdioxid

Zentimeter

Dalton

3,3-Diaminobenzidin
Desoxyribonukleinsaure

Editor

Epidermal Growth Factor

Et alii

Firma

Follikelstimulierendes Hormon
Gramm

Mikrogramm

Glutaraldehyd

Growth hormone

Growth hormone-binding protein
Growth hormone release inhibiting hormone
Growth hormone-Rezeptor
Gemeinschaft mit beschrankter Haftung
Growth hormone releasing hormone
Stunde

Hamatoxilin-Eosin

Herausgeber
Hypophysenvorderlappen
Insulin-like growth factor I/11
Insulin-like growth factor binding protein
Kilodalton

Kilogramm

K 6érpergewicht

Lumbal

L uteinisierendes Hormon
Ligamentum

luteotropes Hormon

Meter

Mol
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M/E
min

mi

pl

mm
um
mM
MRNA
MSH
ng
PBS
Pg

pH
PRL
PRLBP
PRL-R
R., Rr.
REM
RT
SRY
SSL
STH
Tab.
TGFa
Th.
TRH
TSH
u.a
uTJ

VIP

M ethanol/Eisessig

Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

Mikrometer

Millimol
messenger-Ribonukleinsaure

M el anozyten-stimulierendes Hormon

Nanogramm

Phosphat buffered saline
Pikogramm

potentia hydrogenii

Prolaktin

Prolactin binding protein
Prolaktin-Rezeptor

Ramus, Rami

Rasterel ektronenmikroskop
Reverse Transkriptase
hodendeterminierendes Gen
Scheitel-Stei[3-Lénge
Somatotropes Hormon

Tabelle

Transformal Growth Factor-a
Thorakal

Tyreotropin releasing hormone
Tyreoida-stimulierendes Hormon
unter anderem

Uterotubaler Ubergang

Vena

V asoaktives intestinales Peptid
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8.3  Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

Abbildungen:

Abb. 1: Ein GH-Molekil bindet zwei GHBPs an deren Subdoméne 1
und Gelenkregion. Durch Interaktionen der Subdoméne 2 wird
der Komplex stabilisert. Die GHBPs entsprechen der
extrazelluldren Doméane des GH-R (modifiziert nach Frank,
12400 2 S 20

Abb. 2: Modelle fur den Bindungsvorgang von GH an GH-R
(modifiziert nach Frank, 2002)
1) Der Rezeptor liegt bereits a's Homodimer vor.
2) Durch die Bindung von GH kommt es zur Dimerisierung.
3) Durch die Bindung von GH kommt es am lose dimerisierten
Rezeptorkomplex zur Konformationsanderung....................... 20

Abb. 3: Modell fur die Dosisabhangigkeit der Wirkung von GH. Bei
sehr hohen Konzentrationen bilden sich unproduktive mono-
mere Interaktionen. (modifiziert nach Frank, 2002)..................... 21

Abb. 4: Infundibulum, Zyklus, Tag 10. Die Oberflache der
sekretorischen Zellen () ist Uberwiegend vorgew6lbt und der
Zilienverband hat sich gelichtet...........cccocevveviie e 38

Abb. 5: Infundibulum, Zyklus, Tag 18. Die sekretorischen Zellen
PINEIN. ... 39

Abb. 6: Infundibulum, Zyklus, Tag 18. Bruchlinie des Epithels. Die
sekretorischen Zellen weisen méchtige, in das Lumen hervor-
tretende Protrusionen auf............ccceveeveniecieese e 40

Abb. 7: Infundibulum, 23. Tréchtigkeitstag. Die sekretorischen Zellen
sind mit Protrusionen ausgestattet, welche eine enheitliche
GrOfRe DESITZEN. ... 41

Abb. 8: Infundibulum, 71. Trachtigkeitstag. Die sekretorischen Zellen
weisen keine Protrusionen auf...........coeeeeeeneneneseseseseseenens 42

Abb. 9: Ampulle, Zyklus, Tag 0. Die Oberfléche des Eileiterepithelsist
von einem geschlossenen Zilienteppich bedeckt......................... 43

Abb. 10: Ampulle, Zyklus, Tag 2-3. Die Oberfl&chen der sekretorischen
Zellen (%) wolben sich kugelig zwischen den Zilien hervor............ 44

Abb. 11: Ampulle, 14. Trachtigkeitstag. Dominanz der sekretorischen

Zellen. Die Protrusionen sind teilweise gestielt (¥) und weisen
starke GroRenunterschiede auf. Die Zilien treten zuriick.......... 45
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Abb. 12:

Abb. 13:

Abb. 14:

Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

Abb. 18:

Abb. 19:

Abb. 20:

Ampulle, 71. Trachtigkeitstag. Die sekretorischen Zellen sind
dicht mit Mikrovilli besetzt und die Zilien ragen Uber ihre
Oberflache hinaus..........c.coveeirie i

Isthmus, 2-3 Tage post inseminationem. Typisches Bild der
Epitheloberflache. Einzelne lichte ZilienblUschel treten zwi-
schen den sekretorischen Zellen hervor...........oocvvvveiinenene

Uterotubaler Ubergang. Fester Verschluss der Miindung des
Eileiters in den Uterus durch kissenartige (*) bzw. zungen-
formige (3) FOIMSAIZE.........ocveeiieeereree e

Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Im proximalen Bereich
gleicht das Schleimhautepithel dem des Eileiters. Es handelt
sich um ein flaches, einschichtiges, hochprismatisches Epithel,
welches stellenweise eine leichte Mehrreihigkeit aufweist.
Hamatoxilin-Eosin-Farbung...........cccooooininne

Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Im Bereich der
prominenten Schleimhautfalten nimmt das ein-schichtige
Epithel stark an HOhe zu und zeigt eine deutliche Mehrreihig-
keit. Hamatoxilin-Eosin-Farbung...........cccceevviieevecce e

Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Als Besonderheit treten
bei einzelnen Tieren, v.a. an den Spitzen der Schleimhautfalten
Modifikationen des einschichtigen, mehrreihigen Epithels hin
zu mehrschichtigen, unverhornten Epithelabschnitten auf. Es ist
deutlich ein Stratum basale und Stratum spinosum zu erkennen.
Hamatoxilin-Eosin-Farbung...........ccccovinne

Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 0. Mehrere groRflumige, in
Schichten angeordnete, langs verlaufende Venen und
Lymphgefdl3e sind in den kissenartigen Schleimhautfalten
lokalisiert. Das subepitheliale Bindegewebe ist aufgel ockert und
Odematisiert. Hamatoxilin-Eosin-Farbung............cccooviveninnnnens

Uterotubaler Ubergang, Zyklus, Tag 13. Im Didstrus ist das
subepitheliale Bindegewebe deutlich kompakter alsim Ostrus.
Hamatoxilin-Eosin-Farbung...........cccooooiinnie

Ampulle, Zyklus, Tag 10. Expression des GH-R im Zytoplasma

von zahlreichen luminalen Epithelzellen im Ovidukt des
Schweins. Daneben liegen immer wieder auch ungeférbte
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Abb. 21: Ampulle, Zyklus, Tag 18. Nur die zilientragenden Epithel zellen
(schwarz markierte Zilienblschel) weisen auch eine Expression
des GH-R (violett markiert) im Zytoplasma auf. Die
sekretorischen  Zellen sind  nicht  markiert  (—p).
Immunhistochemische Doppelfarbung mit Vector Black und
VECION VP s 53

Abb. 22: Infundibulum, Zyklus, Tag 10. Anhaufung GH-R-positiv
markierter Zellen im Bereich der Schleimhautfaltenbasis. DAB-
Reaktion, Gegenfarbung mit Hamalaun.............cccccevveiveiecnee, 54

Abb. 23: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des
Infundibulums im  Zyklusverlauf. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung. Die meisten positiven
Zellen werden hier zu Beginn des Zyklus gezahlt. (Anzahl der
L= ] (I ) O S 55

Abb. 24: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des
Infundibulums im Tréachtigkeitsverlauf. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung. Geringgradiger
kontinuierlicher Rickgang der positiv markierten Zellen. (An-
Zahl der TIEr€ N = 3) e 55

Abb 25: Ampulle, 71. Tréchtigkeitstag. Einzelne GH-R-positive
Epithelzellen mit grof3em, chromatinarmen Kern weisen eine
sehr starke Intensitét der Farbreaktion auf. DAB-Reaktion,
Gegenfarbung mit Hamalaun...........cccoeveiieiencsneeeeeee 57

Abb. 26: Ampulle, 71. Trachtigkeitstag. Einzelne GH-R-positive
Epithelzellen mit grof3em, chromatinarmen Kern weisen eine
sehr starke Intensitét der Farbreaktion auf. DAB-Reaktion,
Gegenfarbung mit Hamalaun.............ccccceeeeveeieceeceece e 57

Abb. 27: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel der
Ampulle im Zyklusverlauf. Gegenuberstellung von Basis und
Spitze der Schleimhautfalten. Dargestellt sind der Mittelwert
und die Standardabweichung. Im Di6strus werden deutlich
weniger GH-R-positive Zellen gefunden.
(Anzahl der TIEre@ N=3).....cceiiiieieee s 58

Abb. 28: Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel der
Ampulle im Trachtigkeitsverlauf. Gegenlberstellung von Basis
und Spitze der Schleimhautfalten. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung. Uber den untersuchten
Zeitraum sinkt die Anzahl der positiven Zellen deutlich ab. (An-
Zahl der TIEr@ N = 3) e 58
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Abb. 29:

Abb. 30:

Abb. 31:

Abb. 32:

Abb. 33:

Abb. 34:

A, B: Nachwes der Expresson von GH-R mRNA in der
Eileiterampulle. Die Banden der RT-PCR-Produkte befinden
sich auf Hohe von ca. 292 Basenpaaren.

Bande 1 ( 14. Trachtigkeitstag), Bande 2 (2.-3. Zyklustag),
Bande 3 (65.-71. Tréchtigkeitstag), Bande 4 (10.-13.
Zyklustag), Bande 5 (18. Zyklustag), Bande 6 (Zyklustag 0),
Bande 7 (2-3 Tage p. insem.), Bande 8 (Tréchtigkeitstag 23)
Marker (M), Negativkontrolle (N), Positivkontrolle (P): Leber.

Isthmus, 23. Tréchtigkeitstag. An der Spitze der
Schleimhautfalten treten gehduft GH-R-positiv. markierte
Epithelzellen auf. Keine Anfarbung im Bereich der Basis der
Schleimhautfalten. DAB-Reaktion, Gegenfarbung mit Hama-

Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des
Isthmus im Zyklusverlauf. Dargestellt sind der der Mittelwert
und die Standardabweichung. Die geringsten Werte werden hier
wahrend des Diostrus gemessen. (Anzahl der Tieren = 3)...........

Anzahl GH-R-positiver Zellen im Schleimhautepithel des
Isthmus im Trachtigkeitsverlauf. Dargestellt sind der Mittelwert
und die Standardabweichung. Insgesamt nur geringgradige
Schwankungen der Anzahl in den einzelnen Stadien. (Anzahl
el TIEE N = 3) i

A: Infundibulum, Zyklus, Tag 2-3. Das Zytoplasma der
Epithelzellen ist im apikalen Bereich stark markiert. B:
Ampulle, Zyklus, Tag 0. Die luminalen Epithelzellen weisen
eine leichte bis starke Expression von PRL-R im Zytoplasma
auf. Haufig ist auch hier der apikale Bereich des Zytoplasmas
deutlicher angefarbt. Daneben liegen auch ungeféarbte
Eptihelzellen vor (Pfeille). C: Ampulle, Zyklus, Tag 18.
Auffallig ist die sehr starke Farbreaktion in den
Zytoplasmaprotrusionen, die in das Lumen abgegeben werden.
D: Positivkontrolle: Milchdrise, Schwein. Positive Farbreaktion
in den Epithelzellen der Azini. DAB-Reaktion, Gegenfarbung
MIt HEAMAIAUN. ...

A, B: Nachweis der Expression von PRL-R-mRNA in der
Eileiterampulle. Die Banden der RT-PCR-Produkte befinden
sich auf Hohe von ca. 600 Basenpaaren.

Bande 1 ( 14. Tréchtigkeitstag), Bande 2 (2.-3. Zyklustag),
Bande 3 (65.-71. Tréchtigkeitstag), Bande 4 (10.-13.
Zyklustag), Bande 5 (18. Zyklustag), Bande 6 (Zyklustag 0),
Bande 7 (2-3 Tage p. insem.), Bande 8 (Tréchtigkeitstag 23)
Marker (M), Negativkontrolle (N), Positivkontrolle (P): Corpus
luteum. 1,5 %-iges Agarosegel, Fluoreszenzaufnahme.................
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Abb. 35: A: Hypophyse, Schwein, Positivkontrolle. Gruppen von
mammotropen Zellen exprimieren PRL. B: Im Bereich des
Eileiterepithels kann keine Expression von PRL nachgewiesen
werden. Das Serum in den Blutgefédien weist jedoch eine
deutliche Anfarbung auf. DAB-Reaktion, Gegenfarbung mit
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Anhang
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