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I. EINLEITUNG

Die Katze (Felis catus) erfreut sich in Deutschland zunehmender Beliebtheit. Die
Zahl der in deutschen Haushalten gehaltenen Katzen hat in den letzten Jahren
deutlich zugenommen. Wiahrend im Jahr 1999 6,5 Millionen Katzen gehalten
wurden, waren es 2011 schon 8,2 Millionen (Industrieverband Heimtierbedarf
e.V.). Damit ist die Hauskatze in Deutschland das beliebteste Haustier und wird

auch in den zahlreichen Tierarztpraxen und Tierkliniken sehr oft vorstellig.

Das Reproduktionsverhalten der bei uns am hiufigsten vorkommenden
Européisch-Kurzhaarkatze lduft in der Regel sehr effektiv ab. Die Rolligkeit tritt
in der ,,Saison‘ alle zwei bis drei Wochen auf und eine Katze kann bis zu drei
Wiirfe im Jahr haben, mit im Schnitt etwa vier Welpen (BUSCH et al. 2009).
Daher werden die meisten der weiblichen Tiere im Alter von sechs bis sieben

Monaten, vor Eintritt der Geschlechtsreife, ovarieektomiert.

Im Rahmen einer routinemafigen Kastration kann ausreichend Material fiir eine
histologische Untersuchung zur Verfligung gestellt werden. In meiner Arbeit
wurden nicht nur juvenile Eierstocke sondern auch aktive Ovarien &lterer Tiere

mit verschiedenen Funktionsgebilden untersucht.

Es liegen bereits mehrere Studien élteren Datums zur Morphologie der Ovarien
der Hauskatze vor. Allerdings gibt es keine umfangreiche Studie neueren Datums
iiber das gesamte funktionelle Ovargewebe. Daher werden im Rahmen dieser
Arbeit  lichtmikroskopische, ultrastrukturelle, glykohistochemische und
immunhistochemische Methoden angewandt, um eine detaillierte funktionelle
Beschreibung der Mikromorphologie des Katzenovars zu erstellen. Diese sollen
frithere Untersuchungen durch den Einsatz neuer histologischer und

histochemischer Methoden ergidnzen.
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II. LITERATURUBERSICHT
1. Anatomie des Ovars der Katze
1.1. Makroskopische Anatomie

Die Hauptaufgabe des Ovars, als keimbereitendes Organ ist die Reifung und
Bereitstellung sprungreifer Follikel; daneben ist es auch als inkretorische Driise
fiir die Produktion der weiblichen Geschlechtshormone zustindig (SINOWATZ &
HEES 2012).

Die Ovarien der Katze sind makroskopisch betrachtet von ldngsovaler oder
kugeliger Gestalt, bei einer Léinge von ca. 8-9mm. lhre Oberfliche ist
kleinhockrig bis glatt und sie sind von derber Konsistenz (FREWEIN &
VOLLMERSHAUS 1994; NICKEL et al. 2004).
Topographisch gesehen befinden sich die paarigen Ovarien kaudal der Nieren,
hochdorsal in der Lendengegend unter dem dritten bis vierten Lendenwirbel. Bei
der Katze findet wihrend der Embryonalentwicklung kein Descensus ovarii statt
(FREWEIN & VOLLMERSHAUS 1994; KONIG & LIEBICH 2011).
Durch seine Aufhidngung, das Mesovarium, treten entsprechend Blut- und
Lymphgefile am Margo mesovaricus bzw. Hilus ovarii in das Organ ein. Der
gegeniiberliegende Rand wird als Margo liber bezeichnet. In direkter Ndhe zur
Extremitas tubaria liegt der Anfangsteil des Eileiters, wohingegen an der
Extremitas uterina durch das Lig. ovarii proprium eine Verbindung zur

gleichseitigen Uterushornspitze besteht (NICKEL et al. 2004).

Bei makroskopischer Betrachtung des Anschnitts kann eine Rindenzone (Zona
parenchymatosa) von einer etwas lockereren Markzone (Zona vasculosa)

unterschieden werden (NICKEL et al. 2004).

Die Blutversorgung erfolgt liber die A.ovarica aus der Aorta abdominalis, die
mehrere Aste zur Versorgung des Ovars entlisst. Die entsprechende Vene zieht
zur V. cava caudalis. Der Lymphabfluss erfolgt iiber die Lnn. iliaci mediales,
sowie liber die Lnn. lumbales aortici. Die vegetative Innervation des Ovars erfolgt
durch den Plexus ovaricus des Truncus sympathicus und den N. vagus (NICKEL

et al. 2004).
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Bild 1: Ovarien einer Katze nach
Entnahme durch Ovarieektomie

Auf dem linken und rechten Ovar (2) sind
makropskopisch keine Funktionsgebilde
erkennbar, da es sich um ein juveniles
Tier handelt. Es sind auch Anteile des
Eileiters (1) und des Uterus (3) durch das
Lig. ovarii proprium und das Mesovar
verbunden.

1.2. Embryologie

Die ersten Primordialkeimzellen lassen sich zuerst im Dottersack des Embryos
nachweisen. Dort sind sie am Ende der dritten Entwicklungswoche gut erkennbar.
Anschlielend wandern sie iiber den Enddarm, das Mesenterium und den
Urnierenbereich in die noch undifferenzierte Keimleiste ein. Bereits wihrend der
Wanderung teilen sich die Keimzellen und vermehren sich so. Nach Ankunft der
Primordialkeimzellen in den Keimleisten entwickeln sich diese entsprechend ihrer
chromosomalen Ausstattung bei den zwei X-Chromosomen der weiblichen
Katzen zum Ovar. In der folgenden Vermehrungsperiode, die bei der Katze bis
kurz nach der Geburt dauert, steigt die Zahl der Primordialkeimzellen deutlich.
Mit dem Eintritt der Keimzellen in die Prophase der Meiose 1 endet die
Vermehrungsphase und die Oogonien werden zu Oozyten, die in Form eines
Primordialfollikels in ein Ruhestadium unterschiedlich langer Dauer eintreten
(KINGSBURY 1913-1914; AMSELGRUBER 1983; RUSSE & SINOWATZ
2010). Die urspriinglichen Keimstrdange, aus denen die Urkeimleisten bestehen

degenerieren und werden im Mark zu Markstrangen (ULFIG 20009).

1.3. Oogenese

Die Oogenese bezeichnet die gesamte Entwicklung der weiblichen Keimzellen.
Die ersten Primordialkeimzellen sind in der Dottersackwand nachweisbar. Nach
dem Einwandern in die Keimleiste und einigen morphologischen Verdnderungen,
wie dem Verlust ihrer amdboiden Zellform und der Aufhellung des Zytoplasmas,
werden sie als Oogonien bezeichnet. Durch mitotische Teilungen der Oogonien
liegen diese am Ende der Vermehrungsperiode in Keimballen oder Keimstringen

vor, die untereinander durch Interzellularbriicken verbunden sind. Diese
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Verbindung  gewihrleistet den  Austausch von  Zellorganellen oder
Wachstumsfaktoren und ermoglicht eine Synchronisation der
Keimzellentwicklung. Bei der Katze erfolgt die Umwandlung der Oogonien in
Oozyten durch Eintritt in die Prophase der Meiose I vom 40-50. Tag p.c., bis zum
8. Tag p.n.. Die Oozyten bilden mit umgebenden, flachen Follikelzellen die
Primordialfollikel in der Ovarrinde und werden nach einem unterschiedlich
langen Ruhestadium aktiviert (AMSELGRUBER 1983).
Auf genauere Ausfiihrung der Embryonalentwicklung und Oogenese wird
verzichtet, da diese Arbeit sich ausschlieBlich mit prapubertiren und adulten

Ovarien beschéftigt.

14. Mikroskopische Anatomie

14.1. Ovargewebe

Die Zona vasculosa bzw. das Mark des Ovars besteht vorwiegend aus lockerem
Bindegewebe in das Blutgefde, Lymphgefdle sowie vegetative Nervenfasern
eingelagert sind, welche iiber den Hilus in das Organ eindringen. Auch das Rete
ovarii befindet sich bei der Katze dort (NICKEL et al. 2004; SINOWATZ &
HEES 2012).
Die Zona parenchymatosa bzw. die Rinde des Ovars besteht aus spinozelluldrem
Bindegewebe, welches besonders zellreich ist und zahlreiche, dort eingelagerte
Follikel verschiedener Entwicklungsstadien, Thekadriisen sowie Gelbkorper
beinhaltet (NICKEL et al. 2004; SINOWATZ & HEES 2012).
Die Stromazellen weisen eine hohe Regenerationsfahigkeit auf und sind daher an
den reparativen Umbauvorgidngen, die im Ovar stindig stattfinden, beteiligt

(LIEBICH 2010).

1.4.2.  Rete ovarii

Das Rete ovarii besteht aus tubuldren und netzartigen Strukturen, die von einem
isoprismatischen Epithel ausgekleidet sind. Es wurde frither angenommen, dass es
Einfluss auf die Follikelreifung sowie auf die Transformation von Oogonien zu
Oozyten wihrend der embryonalen Entwicklung und auf die Induktion der Meiose
haben konnte (WILKERSON 1923; AMSELGRUBER 1983; GELBERG et al.
1984). Das Rete ovarii hat seinen Ursprung im Mesonephros und ist embryonal
am deutlichsten entwickelt. Im adulten Ovar ist es meist nur rudimentir

ausgebildet (WILKERSON 1923; WENZEL & OLDEND HAL 1985; BRISTOL-
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GOULD & WOODRUFF 2006; RUSSE & SINOWATZ 2010). Bei der Katze ist
es im Vergleich zu anderen Sédugetieren eher im Mark zu finden als am Hilus
(WILKERSON 1923). Es konnen drei verschiedene Teile unterschieden werden,
das intraovarielle Rete, das extaovarielle Rete und das ,,konnektive* Rete, welches
die beiden anderen miteinander verbindet. Das intraovarielle Rete befindet sich in
der Markzone des Ovars und wird von einem einschichtigen, isoprismatischen
Epithel ausgekleidet (BYSKOV 1975; BYSKOV et al. 1977; GELBERG et al.
1984; BRISTOL-GOULD & WOODRUFF 2006). An der Extremitas tubaria geht
es in das konnektive Rete liber; das Lumen erweitert sich und das Epithel wird
hochprismatisch und zeigt einen ziliiren Besatz. Das extraovarielle Rete, dessen
Zellen ein kleineres Kern-Zytoplasma-Verhiltnis haben, setzt sich in dem
periovariellen Gewebe fort und endet dort blind. Sowohl im extraovariellen, als
auch im konnektiven Rete sind PAS positive Substanzen in den Zellen und im
Lumen nachweisbar (GELBERG et al. 1984). Die Funktionen des Rete im
adulten Ovar sind vielfiltig; zum einen ist es sekretorisch aktiv, zum anderen wird
vermutet, dass die Granulosazellen wachsender Follikel in engem Kontakt mit
dem intraovariellen oder konnektiven Rete stehen oder sogar von diesen
abstammen konnten. Sie teilen sich eine Basalmembran und sind sich
morphologisch sehr dhnlich. Es stehen sogar von den Zellen des Rete entlassene
Zytoplasmafortsdtze in Kontakt mit den Keimzellen. Daher wurde angenommen,
dass das Rete auch essentiell fiir die Follikulogenese im adulten Ovar sein kdnnte
(BYSKOV et al. 1977; GELBERG et al. 1984; WENZEL & OLDEND HAL
1985).

1.4.3. Keimdriisenepithel

Das Ovar ist von einem einschichtigen Epithel umgeben, dem sog.
Keimdriisenepithel, welches sich meist als isoprismatisches Epithel darstellt und
sich in dem Peritonealepithel der Bauchhohle am Margo mesovaricus fortsetzt
(FREWEIN & VOLLMERSHAUS 1994). Seine Hohe ist je nach Zyklusstadium
und Lokalisation platt bis kubisch (BJERSING & CAJANDER 1975; GURAYA
1979). Oberhalb der praovulatischen Follikel nimmt die Anzahl an Lysosomen im
Keimdriisenepithel deutlich zu. Direkt vor dem Eisprung verschwinden diese
wieder und das im apikalen Teil des sprungreifen Follikels liegende Gewebe wird
aufgesplittert. Postovulatorisch proliferiert das Keimdriisenepithel und schlief3t

den durch die Follikelruptur entstandenen Defekt. Die Funktionen des
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Keimdriisenepithels werden von den darunterliegenden Stromazellen moduliert
(BJERSING & CAJANDER 1975; VIGNE et al. 1994). Bei
immunhistochemischen Untersuchungen zum Nachweis von Zuckerstrukturen
wurde festgestellt, dass im Oberflichenepithel die gleichen spezifischen
Zuckerstrukturen nachweisbar sind, die sich auch in dem von der Eizelle
gebildeten Anteil der Zona pellucida wachsender Follikel nachweisen lassen
(SKINNER & DUNBAR 1992). Unter dem Keimdriisenepithel befindet sich die
Tunica albuginea, eine ca. 100um dicke (LIEBICH 2010), bindegewebige,
gefiBarme Kapsel aus vorwiegend kollagenen Fasern und Bindegewebe

(GURAYA 1979; SINOWATZ & HEES 2012).

1.44. Thekadriisen

Eine weitere Struktur, die sehr ausgepragt im Katzenovar anzutreffen ist, sind die
interstitiellen Zellen oder Thekadriisen, die morphologisch sehr den Luteinzellen
dhneln und bei Katzen jeden Alters auftreten. Dabei handelt es sich um ein gut
vaskularisiertes, in Form einer endokrinen Driise aufgebautes Gewebe, welches
sowohl im Mark, als auch in der Rinde zu finden ist (GURAYA 1979 & 1981).
Diese entstehen aus der Theca interna atretischer Follikel, durch Hypertrophie und
Einlagern weiterer Zellen aus den umliegenden Thekadriisen. Allerdings findet
dies erst im adulten, endokrin aktiven Ovar statt. Auch im fetalen und neonatalen
Katzenovar sind bereits interstitielle Zellen zu finden, die ihren Ursprung im Mark
haben (KINGSBURY 1913-1914; GURAYA 1979; PEREZ et al. 1999). In den
interstitiellen Zellen ist eine fiir Steroidhormon-synthetisierende Zellen typische
Zellorganellenausstattung zu finden, die der Morphologie der Luteinzellen im
Gelbkorper dhnelt (KONECNY 1959; NESCI & MOTTA 1970). Die Zellen der
Thekadriisen sind im Vergleich zu den umliegenden Stromazellen deutlich groer
und haben eine runde bzw. regelméfige Zellform mit viel Zytoplasma und einem
kleinen Nukleus, der ein oder zwei Nukleoli enthdlt (NESCI & MOTTA 1970).
Die drei vorherrschenden Zellorganellen oder Zellbestandteile sind zahlreiche
Lipidtropfen, Mitochondrien und glattes endoplasmatisches Retikulum. Diese
stehen sowohl morphologisch, als auch funktionell miteinander in Verbindung,
um die endokrine Funktion der interstitiellen Zellen zu gewéhrleisten (NESCI &
MOTTA  1970;, GURAYA  1981). Bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen fiel auch der Reichtum an glattem endoplasmatischen Retikulum

auf, das in konzentrischen Windungen um die Mitochondrien und Lipidtropfen
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angeordnet ist (MOTTA et al. 1975). Die in groBer Zahl vorhandenen
Lipidtropfen enthalten in normalen interstitiellen Zellen vor allem Phosholipide.
Bei degenerierenden Thekadriisen in den medulldren Regionen sind daneben auch
Cholesterol und seine Ester, Triglyceride und Pigmente in den Lipidtropfen zu
finden (GURAYA 1981). Aufgrund der Morphologie der Zellen, die in Form
einer endokrinen Driise angeordnet sind, mit zahlreichen Kapillarplexen in
direktem Zellkontakt sowie der Verteilung der Zellorganellen und der Inhaltstoffe
der Lipidtropfen, als auch dem Vorhandensein verschiedener Enzyme, ldsst sich
auf deren Funktion zur Synthese und Speicherung von Steroidhormonen schlielen

(GURAYA & GREENWALD 1964; SAIDAPUR 1978; GURAYA 1981).

1.5. Follikulogenese

Die Follikel im Ovar bestehen in der Regel aus einer Eizelle und deren Hiillzellen,
den Follikelepithelzellen. Die Entwicklung der Oozyte wird malgeblich von den
auch als Granulosazellen bezeichneten Follikelepithelzellen beeinflusst. Die
zwischen Eizelle und Follikelepithel ausgebildeten ,,gapjunctions® ermodglichen
den Austausch von Signalmolekiilen und nutritiven Stoffen (BUCCIONE et al.
1990; JEWGENOW 1996; SINOWATZ & HEES 2012).
Bei den im Ovar befindlichen Follikeln kénnen drei verschiedene Zustandsformen
unterschieden werden: das Ruhestadium, die Wachstumsphase oder die Atresie
(PEDERSEN & PETERS 1968; BRISTOL-GOULD & WOODRUFF 2006). Die
Gruppe der wachsenden Follikel bildet im Laufe ihrer Entwicklung die
verschieden Follikelstadien oder Funktionsgebilde, wobei sich iiber 90% der im
Ovar vorliegenden Follikel in einem priantralen Stadium befinden (CARRIJO et
al. 2010).

1.5.1. Primordialfollikel

Im Cortex befindet sich direkt unterhalb der Tunica albuginea meist eine grof3e
Ansammlung ruhender Primordialfollikel (GURAYA 1979). Diese 20-40 pum
groBen Follikel besitzen ein einschichtiges, flaches, undifferenziertes
Follikelepithel, welches die Eizelle umgibt (CARRIJO et al. 2010). Die Oozyte
beinhaltet einen groBen, runden, exzentischen, heterochromatinarmen Kern mit
einem oder zwei Kernkdrperchen. Zwischen dem Oolemn und dem Follikelepithel
sind auch einige ,,gapjunctions® zu finden. Der Follikel wird durch eine diinne

Basallamina zum umgebenden Gewebe abgegrenzt. Die Zellorganellen sind
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homogen im gesamten Ooplasma verteilt. In diesem Stadium sind nur wenige
Golgi-Komplexe im Zytoplasma zu finden und das raue endoplasmatische
Retikulum ist nur schwach ausgebildet. Die hdufigsten Zellorganellen sind runde
Mitochondrien vom Crista-Typ, die in zwei verschiedenen Formen auftreten
konnen. Einerseits mit geringer Elektronendichte und wenigen Cristae oder mit
hoher Elektronendichte und vielen Cristae (CARRIJO et al. 2010). AuBerdem
werden vorwiegend Mitochondrien, die eine runde Form aufweisen gefunden. Nur
selten sind dazwischen elongierte Exemplare zu finden. Auch vereinzelte
Lipidtropfen und membrangebundene Vakuolen, die entweder zur Autbewahrung
oder zum Transport von exogenem- oder endogenem Material dienen, befinden
sich im Zytoplasma (GURAYA 1979; KORFSMEIER 1983; JEWENGENOW &
STOLTE 1996; CARRIJO et al. 2010). Die Granulosazellen sind flach, haben
einen groBen Nukleus und relativ wenig Zellorganellen (CARRIJO et al. 2010).

1.5.2. Primarfollikel

Durch Aktivierung eines ruhenden Primordialfollikel und Eintritt in die
Wachstumsphase entsteht aus diesem ein Primérfollikel. Dieser zeichnet sich
durch Zunahme des Ooplasmas gegeniiber dem Primordialfollikel aus. Auch die
Zahl der die Eizelle umgebenden Granulosazellen nimmt zu und es bildet sich ein
isoprismatisches, einschichtiges Follikelepithel (GURAYA 1979;
JEWENGENOW & STOLTE 1996). Der Follikeldurchmesser betrdagt 30-60 um.
Zwischen den Follikelzellen und der Eizelle lésst sich bereits lichtmikroskopisch
eine diinne, homogen wirkende Schicht von Zona pellucida Material erkennen. In
diese ragen die Mikrovilli der Oozyte sowie die Ausstiilpungen der
Follikelepithelzellen (GURAYA 1979; JEWENGENOW & STOLTE 1996;
CARRIJO et al. 2010; SINOWATZ & HEES 2012). Auch die Zellorganellen
vermehren sich und freie Ribosomen, Vesikel unterschiedlicher Grofle und
Mitochondrien vom Crista-Typ sind gleichmdBig im Ooplasma verteilt. Weiterhin
sind vorwiegend runde Mitochondrien zu finden, dazwischen aber auch einige
langliche Exemplare. Das endoplasmatische Retikulum ist konzentrisch
angeordnet und auch der Golgi-Apparat ist gut ausgebildet JEWEGENOW &
STOLTE 1996; CARRIJO et al. 2010). Die Granulosazellen sind kubisch und
haben einen runden Zellkern, runde und léngliche Mitochondrien und sowohl
raues, als auch glattes endoplasmatisches Retikulum ist zu erkennen (CARRIJO et

al. 2010). Die Lage der Primirfollikel im Ovar ist meist am Ubergang zwischen
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der Rinde mit den Ansammlungen an Primordialfollikeln und den deutlich

ausgepragten interstitiellen Driisen (GURAYA 1979).

1.5.3. Sekund:irfollikel

Durch die mitotische Teilung der Follikelzellen entsteht ein Sekundirfollikel, mit
einem mehrschichtigen iso- bis hochprismatischen Follikelepithel. Dieser wéchst
in der pdantralen Phase auf 50-110um (CARRIJO et al. 2010). Bei beginnender
Antrumbildung kann er bis zu 200um erreichen (SINOWATZ & HEES 2012) und
ist eher in der medulldren Region des Eierstocks zu finden (GURAYA 1979).
Zwischen der Eizelle und dem mehrschichtigen Follikelepithel, auch perivitelliner
Spalt genannt, ist nun deutlich die Zona pellucida, eine feinfibrillére,
glykoproteinreiche Schicht zu erkennen (LIEBICH 2010; SINOWATZ & HEES
2012). Der Hauptbestandteil der Zona pellucida sind vier Glykoproteine, weshalb
die Zona pellucida histochemisch durch die PAS-Reaktion gut darzustellen ist.
Bei der Befruchtung verhindert sie eine Polyspermie und kann jeweils nur von
artspezifischen Spermien durchdrungen werden
(SINOWATZ et al. 2001; BRAUN et al. 2009; LIEBICH 2010; GUPTA et al.
2012). Die Zona pellucida setzt sich auch hdufig in Bereiche zwischen zwei
Granulosazellen fort. Sie wird von Seite der Oozyte durch zahlreiche Mikrovilli
durchbrochen, von Seite der Granulosazellen ebenfalls durch unzdhlige
Projektionen, die ,,gapjunctions® bilden und so eine direkte Verbindung des
Zytoplasmas der Eizelle mit dem Zytoplasma der Oozyte bilden (CARRIJO et al.
2010). Der Zellkern ist grol und rund und beinhaltet einen fibrogranuldren
Nukleolus. Im Zytoplasma nehmen die Zellorganellen weiter zu. Vorwiegend sind
runde, aber auch einige léngliche Mitochondrien, sowie reichlich
endoplasmatisches Retikulum und Ribosomen zu finden. Die Zisternen des Golgi-
Apparates erweitern sich und die Vesikel aus diesem wandern in die Peripherie
der Eizelle, wo sie sich spiter als corticale Granula unter dem Oolemn anordnen
(CARRIJO et al. 2010; RUSSE & SINOWATZ 2010). Diese so genannte
corticale Granula ist deutlich ab dem Stadium des Sekundirfollikels zu finden.
Dabei handelt es sich um sekretorische, Membran-begrenzte Organellen, die
spezielle Enzyme und Glykoproteine enthalten. Es wurde vermutet, dass diese
kurz vor der Ovulation in den perivitellinen Raum freigesetzt wurden, um die
physikalische und chemische Struktur der Zona pellucida zu verdndern und so

auch ihren Beitrag zum Polyspermie-Block leisten (GULYAS 1980). Bei vielen
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Saugetieren wurde praovulatorisch eine cortikale-Granula-freie Zone oberhalb der
meiotischen Chromosomen gefunden, die diese Theorie der Exozytose der
cortikalen Granula bestdtigt. Allerdings existiert bei der Katze keine
entsprechende Granula-freie Zone und auch die These, dass eine kontinuierliche,
gleichformig im Zytoplasma verteilte cortikale Granula ein Zeichen von Unreife
der entsprechenden Eizelle ist, wurde von Byers widerlegt (GULYAS 1980;
BYERS et al. 1992). Im Ooplasma erscheinen auch Lipidtropfen in kleineren
Anzahlen und die Zellorganellen und organisieren sich zu Konglomeraten
(CARRIJO et al. 2010). Die zahlreichen Mikrovilli der Oozyte fithren zu einer
deutlichen Oberflachenvergroerung der Eizelle und ermoglichen zum anderen
die Verbindung mit Ausldufern der Granulosazellen, zur Erndhrung der Oozyte.
Die Granulosazellen sind dhnlich wie in den Primérfollikeln kubisch, mit einem
runden Nukleus und zahlreichen Zellorganellen. Alle Follikel dieses Stadiums
sind von einer Basalmembran umgeben, die sie gegen das Ovarialstroma abgrenzt

(CARRIJO et al. 2010).

1.5.4. Tertiirfollikel

Durch mitotische Teilung vermehren sich die Granulosazellen weiter und die
Spaltrdume in dem mehrschichtigen Follikelepithel erweitern sich und fiillen sich
mit klarer hyaluronsdure- und eiweiBBhaltiger Fliissigkeit, welche von den
Follikelzellen sezerniert wird (GURAYA 1979; LIEBICH 2010). Wenn sich ein
einheitlicher Hohlraum, das so genannte Antrum folliculi gebildet hat, wird der
Follikel als Tertidrfollikel oder auch als antraler Follikel angesprochen
(SINOWATZ & HEES 2012). Exzentrisch an der Wand angelagert liegt die
Eizelle in einem Zellhaufen, dem Cumulus oophorus, der in die Follikelhdhle ragt.
In diesem Stadium differenzieren sich die Granulosazellen weiter und es konnen
Basalzellen, Intermedidrzellen und als innerste Schicht die Zellen der Corona
radiata unterschieden werden (GURAYA 1979). Bei letzterer handelt es sich um
hochprismatische Epithelzellen, welche der Zona pellucida auflen anliegen
(LIEBICH 2010). Durch die radidre Ausrichtung dieser Zellen zur Eizelle entsteht
der Eindruck eines strahlenkranzdhnlichen Gebildes (SINOWATZ & HEES
2012). Auch morphologisch unterscheiden sich Follikelepithelzellen in
unterschiedlichen Positionen zur Eizelle (KOHATA et al. 2007). Die von den
Corona radiata Zellen entlassenen Zytoplasmafortsdtze durchdringen die duflere

grobporige Schicht der Zona pellucida und verbinden sich iiber Desmosomen und
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Nexus mit den Mikrovilli der Eizelle, die die innere Schicht der Zona pellucida
durchdringen, um deren Erndhrung sicherzustellen. Die Corona radiata besteht aus
zweil bis drei Zellschichten, die direkt an die Zona pellucida anschlieen. Alle
Schichten der Corona radiata entlassen Zytoplasma-Fortsédtze zur Zona pellucida,
die sich, bevor sie in sie eindringen, in kleinere aufspalten (ALBERTINI et al.
1975; KOHATA et al. 2007, LIEBICH 2010).
Die im Tertidrfollikel dicht liegenden, mehrschichtigen Follikelepithelzellen in
der Follikelwand werden aufgrund ihres kornigen Aussehens als Stratum
granulosum bezeichnet (LIEBICH 2010). Bei Untersuchungen mit einem
Rasterelektronenmikroskop wurde die Morphologie der verschiedenen
Granulosazellen genau charakterisiert. Die basale Schicht der Membrana
granulosa, die insgesamt aus etwa vier bis fiinf Zellschichten besteht, zeigt
hochprismatische Zellen. Die Zellen der dariiberliegenden Schicht sind auch
hochprismatisch und entlassen feine Zytoplasmaausldufer in Richtung der
Basalmembran. Auch untereinander sind die Granulosazellen durch zahlreiche
Zytoplasmaprojektionen und Pseudopodien verbunden. Die luminal gelegene
Schicht der Membrana granulosa besteht ebenso wie der Cumulus oophorus aus
vorwiegend runden Zellen (KOHATA et al. 2007). Sowohl zwischen den
Granulosazellen, als auch an den Verbindungen mit der Eizelle bestehen
zahlreiche ,,gapjunctions® verschiedener Groe und Morphologie (ALBERTINI et
al. 1975). Nach der Basalmembran schlie8t nach auBlen die zell- und gefdBreiche
Theca folliculi interna an, deren lipid- und mitochondrienreiche Zellen auch zur
Steroidhormonsynthese, sowie zur Erndhrung des gefilosen Follikels zustdndig
sind (SINOWATZ & HEES 2012). Die duflere faserige Schicht, die Theca
folliculi externa, welche vorwiegend aus Myofibroblasten und Fibroblasten
besteht, stellt nur eine undeutliche Begrenzung des Follikels gegeniiber dem
Stroma dar. Sie enthdlt sowohl myelinisierte, als auch unmyelinisierte
Nervenfasern (BURDEN 1972). Bei der Katze lésst sich die Theca nicht eindeutig
in eine innere und duflere Schicht teilen, wie dies bei den anderen Sdugetieren der

Fall ist (GURAYA 1981).

1.5.5. Zona pellucida
Die Zona pellucida ist eine aus Glykoproteinen aufgebaute extrazelluldre Schicht,
die die Eizelle umschlieBt und wéhrend der Follikulogenese gebildet wird

(GUPTA et al. 2012). Sie ist bei allen Sdugetieren zu finden und zeigt Spezies-
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spezifische Unterschiede. Die Hauptbestandteile sind bei den meisten Sdugetieren
vier verschiedene Glykoproteine; ZP1, ZP2, ZP3 und ZP4. Bei der Maus ist die
Zona pellucida aus drei Glykoproteinen aufgebaut (SINOWATZ et al. 2001;
WASSARMANN 2008; BRAUN et al. 2009; GUPTA et al. 2012). Diese
unterscheiden sich durch ihr Molekulargewicht und wurden mittels SDS-Page
differenziert, wobei ZP1 das grofite und ZP3 das kleinste Glykoprotein ist. Jedes
besteht aus einem  Proteinhauptteil, mit N- und O-verkniipften
Oligosaccharidseitenketten (WASSARMANN 1988 & 2008; JEWGENOW &
RUDOLPH 2001; BARBER et al. 2001; LUNN & WRIGHT 2009). In
Reaktionen mit Lektinen sowie PAS- und Alcianblau-Farbungen wurden bei der
Zona pellucida der Katze sulfatierte, saure und neutrale Glykokonjugate
nachgewiesen. Durch positive Reaktionen mit WGA wurde vor allem das
Vorkommen  von  D-Galaktose und  N-acetyl-D-Galaktosamin-Resten
nachgewiesen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Zuckerstrukturen an der
Zona pellucida nach der Ovulation verdandert werden, da im Eileiter befindliche
Oozyten andere Glykosylierungsmuster als die im Follikel eingeschlossenen
liefern (KIMURA et al. 1989).
Die Zona pellucida ist deutlich ab dem Stadium des Sekundérfollikels zu
erkennen, bei der Katze kann man sie elektronenmikroskopisch auch schon in
den meisten Primérfollikeln nachweisen (CARRIJO et al. 2010). Barber et al.
konnten sie mit spezifischen Antikdrpern nach der Differenzierung der
Granulosazellen vom flachen zum isoprismatischen Epithel nachweisen, also
wéhrend der Umformung des Primordial- zum Primérfollikel. Allerdings fanden
siec nur das Glykoprotein ZP1. Erst im Sekundérfollikel sind alle vier
Glykoproteine nachweisbar JEWGENOW & FICKEL 1999; BARBER et al.
2001; JEWGENOW & RUDOLPH 2001). Die Dicke wvariiert je nach
Follikelstadium. Im Primordialfollikel war sie in den durchgefiihrten
elektronenmikroskopischen = Untersuchungen nicht nachweisbar. In den
Primérfollikeln wurden durchschnittlich 4 pm, in den Sekundirfollikeln 9 pm,
und in den Tertidrfollikeln 14 pm gemessen (BARBER et al. 2001).
Zur Entstehung der Zona pellucida gibt es verschiedene Theorien. Von mehreren
Autoren wird aufgrund ihrer durchgefiihrten glykohistochemischen oder
immunhistochemischen Untersuchungen vermutet, dass die Bildung sowohl eine
Beteiligung der Granulosazellen, als auch der Oozyte bedingt (PARILLO &
VERINI-SUPPLIZI 1999). Barber et al. wiesen im Ooplasma verteilte grofle und
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membrangebundene Vesikel nach, die positiv auf einen porzinen ZP-Antikorper
reagierten (BARBER et al. 2001). Andere Autoren sehen die Zona pellucida als
ein primdr von den Follikelepithelzellen gebildetes Produkt, da bei
entsprechenden immunhistologischen Untersuchungen Zona pellucida Material im
Zytoplasma der Granulosazellen schon bei Primordialfollikeln nachgewiesen
wurde und kein entsprechendes Material in den Oozyten in verschiedenen Stadien
vorhanden war (JEWGENOW & RUDOLPH 2001).
In zahlreichen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Zona pellucida keine
homogene Schicht ist, sondern vielmehr in mindestens zwei unterschiedliche
Lagen unterteilt ist. Die innere und die @uBlere Schicht weisen unterschiedliche
Zuckerstrukturen auf, weshalb sie auch unterschiedliche
Lektinbindungseigenschaften haben (SKUTELSKY et al. 1994; PARILLO &
VERINI-SUPPLIZI 1999). Bei Tertidrfollikeln konnte eine innere kompakte
Schicht von 5-7um Dicke, von einer #&uBleren diffusen lockeren Schicht
unterschieden werden, welche durch die Zellfortsdtze der sie umgebenden
Granulosazellen vielfach unterbrochen wird JEWGENOW & RUDOLPH 2001;
GABIUS 2009). Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen die
Zona pellucida als spongidse Hiille, mit zahlreichen runden oder ovalen Poren, die
zwischen 1 bis 5 um weit waren. Diese durchdringen die mehrschichtige Zona
pellucida, laufen zum Teil konisch zu und verzweigen sich in viele kleinere
Vertiefungen. Dieser Autbau verdeutlicht zum einen die vernetzten Filamente der
vier verschiedenen Glykoproteine, zum anderen ermoglicht es den Cumulus
oophorus Zellen den Kontakt mit der Oozyte zur Erndhrung und

Signaliibertragung (LUNN & WRIGHT 2009).

Die Zona pellucida erfiillt vielfaltige Aufgaben bei der Follikelreifung und ist
essentieller Teil der speziesspezifischen Eizelle-Spermium-Bindung, indem sie
die Akrosomenreaktion induziert und so nach der Befruchtung eine Polyspermie

verhindert JEWGENOW & FICKEL 1999; SINOWATZ & HEES 2012).

1.5.6. Ovulation

Der sprungreife Tertidrfollikel, der auch als Graaf-Follikel bezeichnet wird, wolbt
sich tiber die Oberflache des Ovars. Zu diesem Zeitpunkt hat sich auch die Eizelle
aus dem Cumulus oophorus gelost und schwimmt, von der Corona radiata und
Zona pellucida umgeben, frei in der Follikelfliissigkeit. Bei der Katze wird die

erste Meiose schon vor der Ovulation beendet. Die zweite meiotische Teilung
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wird erst nach FEindringen eines Spermiums beendet (LIEBICH 2010;
SINOWATZ & HEES 2012). Da bei der Katze eine induzierte Ovulation
beobachtet wird, erfolgt diese nur nach entsprechendem Stimulus und nicht
spontan (SHILLE et al. 1983; TSUTSUI & STRABENFELDT 1993). Der
Vorgang der Ovulation wird von verschiedenen Autoren beschrieben. Eine
Beteiligung lysosomaler Enzyme, die das Oberflachenepithel sowie einen Teil des
Stromas voriibergehend auflésen, wurde von Bjersing und Cajander untersucht
(BJERSING & CAJANDER 1975). Ebenso wird die Beteiligung der glatten
Muskelzellen — diskutiert sowie der Einfluss von  Prostaglandinen,
Plasminogenaktivatoren und chemischen Mediatoren, der zur Zunahme der
Gefallpermeabilitdt flihrt. Auch die Auflosung der ,.gapjunctions und das
Zuriickziehen der Zellfortsétze der Granulosazellen ist ein deutlicher Hinweis auf
eine bevorstehende Ovulation. Alle diese Vorginge werden endokrin gesteuert.
Dabei sind Hypophyse, Hypothalamus und der Follikel selbst beteiligt
(OKAMURA et al. 1972; BEERS et al.1975; OKUDA et al. 1983; KOHATA et
al. 2007).

Nach Einreiflen der Follikelwand wird die Eizelle aus der Follikelhdhle gespiilt
und in den Fimbrientrichter aufgenommen. Die verbleibende Follikelhohle bildet

sich im Anschluss zu einem Gelbkorper um (SINOWATZ & HEES 2012).

1.6. Gelbkorper

Der Gelbkorper ist eine tempordre auf dem Ovar befindliche Driise, deren
Hauptaufgabe die Progesteronproduktion ist (GURAYA 1969). Da bei der Katze
die Ovulation nicht spontan ablduft, finden sich Gelbkdrper nur wihrend der
Graviditdt oder wahrend eines pseudograviden Zyklus. Er entwickelt sich nach
der Ovulation aus der verbliebenen Follikelwand, durch Transformation der
Granulosa- und Thekazellen zu Steroidhormon-bildenden Luteinzellen
(NISWENDER et al. 2000; JEWGENOW et al. 2012). Die Lebensdauer eines
Corpus luteum kann man in drei Phasen unterteilen, die hormonell gesteuert
werden. Seine Entstehung durch Luteinisierung, das Bestehen wihrend
Tréchtigkeit oder Pseudograviditit und die Phase des strukturellen und
funktionellen Abbaus. In einem pseudograviden Zyklus besteht er etwa 40 Tage,
wiahrend der Triachtigkeit etwa 67 Tage. Die Hauptaufgabe des Gelbkorpers ist die
Produktion von Progesteron, es werden jedoch auch andere Hormone, wie

Androgene, Ostrogene etc. in geringen Mengen gebildet (NISWENDER et al.
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2000; JEWGENOW et al. 2012).
Direkt nach der Ovulation ragt hdufig ein Blutkoagulum aus der durch die Ruptur
entstandene, kraterformige Offnung  heraus. Durch den Verlust der
Follikelfliissigkeit und den so gesunkenen Innendruck legt sich die Wand in
Falten. Allerdings rupturieren nach induzierter Ovulation nicht immer alle
Follikel. Daher konnen auch nicht rupturierte Follikel in Gelbkoérper umgewandelt
werden (DAWSON 1941; SINOWATZ & HEES 2012). Nach drei Tagen ist die
Follikelwand deutlich verdickt und die Falten liegen eng aneinander. In den
folgenden vier Tagen entwickelt sich der Gelbkdrper rapide. Die Offnung zur
Oberfldache verschwindet und das Lumen wird vollstindig von Zellen ausgefiillt.
Bindegewebige Septen lassen die urspriingliche Einfaltung noch erahnen. 10-16
Tage nach der Kopulation erreicht der Gelbkorper seine maximale Grofle. Ab dem
20. Tag nimmt seine Grofe wieder kontinuierlich ab. Das Corpus luteum kann
entweder gut in das Ovargewebe eingebettet sein und nur wenig herrausragen oder
sich prominent {iber die Oberfliche des Ovars hervorwolben (DAWSON 1941).
Bei histologischer Untersuchung erkennt man schon vor der Ovulation, dass
einige Theca interna Zellen hypertrophieren, die wandstéindigen Granulosazellen
nicht mehr so kompakt erscheinen und einzelne hypertrophieren. Nach der
Ovulation und dem Einfalten der Follikelhohle verlieren viele Thekazellen ihre
fibroblastenartige Form und werden rund. 36 Stunden nach der Begattung
verschwindet die Basalmembran zwischen den Granulosazellen und den
Thekazellen (DAWSON 1941). Die Gefille bleiben jedoch noch einige Stunden
unverandert, als Grenze zwischen diesen Schichten. 48 Stunden nach der Paarung
wandern die Thekazellen in die Granulosazellschichten ein und Kapillaren
sprossen in die bis dahin gefalfreie Follikelwand (DAWSON 1941; SINOWATZ
& HEES 2012). Anschlielend sind in den Granulosa- und Thekazellen Mitosen
bis zum siebten Tag zu finden. Parallel dazu findet die Luteinisierung dieser
Zellen statt, ausgelost durch den praovulatorischen LH-Peak, welcher sowohl eine
morphologische, als auch funktionelle Umwandlung der Zellen bewirkt. Neben
LH (Luteinisierendes Hormon) wird auch eine Beteiligung der Hormone GH
(Growth Hormon), Prolaktin, IGF-I (Insulin-like-growth-factor I), Oxytocin,
PGE,, (Prostaglandin E,,) und PGIl,, (Prostaglandin I,) vermutet (DAWSON
1941; JEWGENOW et al. 2012). Die Granulosazellen werden zu
Granulosaluteinzellen oder groBen Luteinzellen. Die Zellen hypertophieren und

nehmen eine runde Form an. Das Zytoplasma erscheint perinukledr homogen, in
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der duBeren Region erscheint es vakuolisiert mit zahlreichen Lipideinschliissen
(DAWSON 1941; NISWENDER et al. 2000; ARIKAN et al. 2009;
JEWGENOW et al. 2012). Auch die Enzymausstattung der Zellen édndert sich, um
die Steroidhormonsynthese bewerkstelligen zu kdnnen. In den Lipideinschliissen
sind vorwiegend Cholesterol und seine Ester, die Hauptsubstrate der
Progesteronsynthese zu finden. Da diese an der inneren Mitochondrienmembran
stattfindet, werden die Lipidtropfen in der Zelle mithilfe des Zytoskeletts zur
duBeren Mitochondrienmembran transportiert, um dann rezeptorgesteuert von der
dufleren zur inneren Membran zu gelangen (NISWENDER et al. 2000). Aufler
den zahlreichen Lipidtropfen werden auch Lipochrome eingelagert und die Zellen
entwickeln ein gut ausgeprégtes glattes endoplasmatisches Retikulum (GURAYA
1969; SINOWATZ & HEES 2012).
In neueren Untersuchungen wurde festgestellt, dass sich auch bei den Katzen die
kleinen Luteinzellen in groBe Luteinzellen umwandeln konnen (ARIKAN et al.
2009). Neben den Steroid-bildenden Zellen existieren auch nicht-Steroid-bildende
Zellen, wie Fibroblasten und von diesen gebildetes Kollagen, Makrophagen und
Endothelzellen, die fiir die Funktion des Gelbkorpers als endokrine Driise
notwendig sind. Vor allem die Entwicklung eines ausgeprdgten Kapillarplexus
gewihrleistet den schnellen Transport der Hormone zu den Erfolgsorganen. Die
Reste der Theca interna bilden zusammen mit der Theca externa eine
bindegewebige Kapsel, die das Corpus luteum umgibt (DAWSON 1941,
MURPHY 2000; ARIKAN et al. 2009).
Die Veridnderungen der Luteinzellen finden auch beim Corpus luteum graviditatis
bereits ab dem 20. Tag statt; die Zellen verlieren ihre typische Vakuolisierung.
Allerdings ist erst ab dem 50. Tag eine fettige Degeneration nachweisbar
(DAWSON 1941). Der Ausloser fiir die Luteolyse ist PGF,,, das aus Uterus oder
Placenta stammt. Es wirkt primdr an den Endothelzellen, so dass es durch die
gestorte Blutversorgung zuerst zum Absinken des Progesteronspiegels kommt und

anschlieBend zum Untergang der Luteinzellen (NISWENDER et al. 2000).

1.7. Polyoozytire Follikel

In der Regel enthilt jeder Follikel der Séugetiere nur eine Eizelle. Bei einigen
Tierarten, wie der Katze, dem Hund, dem Kaninchen und beim Menschen treten
auch polyoozytire Follikel mit mehreren Eizellen pro Follikel auf (DEDERER
1934, TELFER & GOSDEN 1987, PAYAN-CARREIRA & PIRES 2008;
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REYNAUD et al. 2010). Besonders héufig ist dieses Phinomen bei der Hiindin zu
finden, aber auch bei den Katzen kommen Follikel mit mehreren Eizellen
regelmdfig vor. In der Literatur finden sich Angaben iiber eine Haufigkeit von 4%
der im Wachstum befindlichen Follikel (TELFER & GOSDEN 1987; REYNAUD
et al. 2010). Zu Beginn ihrer Entdeckung wurden die polyoozytdren Follikel als
pathologisch betrachtet. Inzwischen gibt es verschiedene Meinungen, ob diese ein
physiologisches oder pathologisches Phidnomen sind (BRISTOL-GOULD &
WOODRUFF 2006; REYNAUD et al. 2010). Thre Morphologie unterscheidet
sich bis auf die vermehrte Anzahl von Oozyten, nicht von der, monooozytéirer
Follikel im gleichen Stadium. Es gibt keine Hinweise, dass diese eher der Atresie
zum Opfer fallen als Follikel mit nur einer Eizelle. Sie wachsen ebenso weiter und
konnen  wahrscheinlich sogar ovulieren (REYNAUD et al. 2010).
Es gibt drei verschiedene Hypothesen, wie polyovulatorische Follikel entstehen.
Durch Teilung einer mehrkernigen Eizelle, durch Fusion mehrerer Follikel oder
durch fehlende Teilung bereits im Stadium der Oogonien in den Keimstrangen.
Die letzte Theorie wird als die wahrscheinlichste betrachtet (REYNAUD et al.
2010). Mit zunehmendem Alter nimmt die absolute und prozentuale Anzahl der
polyoozytiren Follikel ab (TELFERS & GOSDEN 1987). Shehata entdeckte
sogar polyovulatorische Graffollikel in den Eierstdocken einer neugeborenen Katze

(SHEHATA 1974).

1.8. Follikelatresie

Da nur die wenigsten der wachsenden Follikel zur Ovulation kommen, wird der
Grofteil der Follikel in verschiedenen Stadien der physiologischen Follikelatresie
zum Opfer fallen. Diese ist ein physiologischer Prozess, der den Untergang eines
gesamten Follikels verursacht und nicht nur den einzelner Zellen (RODGERS &
IRVING-RODGERS 2010). Dieser Vorgang ist hormongesteuert und essentiell
fiir die Selektion eines dominanten Follikels (KOHATA et al. 2007). Es gibt
verschiedene Faktoren die eine Follikelatresie verhindern und andere, die sie
ausldsen konnen. Je nach Stadium des Follikels sind das Gonadotropine wie FSH
(Follikel  stimulierendes = Hormon), LH  (Luteinisierendes = Hormon),
Wachstumsfaktoren oder Ostrogen, die eine Atresie verhindern. Haben die
Follikel erst ihr Ruhestadium verlassen und beginnen sich zu differenzieren, sind
sie am Anfang primdr auf FSH angewiesen um weiter wachsen zu kdnnen und der

Atresie zu entgehen (KAIPIA & HSUEH 1997). Bei den priantralen Follikeln
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gehen die Eizellen zuerst unter, wohingegen bei den antralen Follikeln zuerst die
Granulosazellen gemeinsam mit den Thekazellen Zeichen eines bevorstehenden
Zelltods aufweisen (CLARK et al. 2004; RODGERS & IRVING-RODGERS
2010). Der Untergang eines prdantralen Follikels beginnt mit Aussparungen im
Zytoplasma der Oozyte. Diese nehmen zu und die Eizelle beginnt zu schrumpfen,
so dass die Zona pellucida eine unregelmifBige Form annimmt und nicht mehr in
Kontakt mit den umliegenden Granulosazellen steht. Die Eizelle 16st sich
schlieBlich komplett auf und es bleibt eine kollabierte Zona pellucida bestehen, da
diese nicht so schnell lysiert werden kann (BYSKOV 1974; FORTUNE 1994;
WANG et al. 2010). Bei den antralen Follikeln beginnen die degenerativen
Vorginge in der Follikelwand, wobei zwischen basaler und antraler Atresie
unterschieden werden kann, je nachdem bei welchen Granulosazellen die
Anzeichen des Zelluntergangs zuerst auftreten (RODGERS & IRVING-
RODGERS 2010). Zuerst wird die Granulosazellschicht diinner und es sind
vereinzelt pyknotische Granulosazellen sowie Apoptosekorperchen zu erkennen.
AnschlieBend losen sich die Granulosazellen von der Follikelwand und sind in der
Follikelhdhle zu finden. Die Zellen des Cumulus oophorus um die degenerierte
Oozyte werden pyknotisch. Im weiteren Verlauf wandern Fibroblasten von der
Theka in den Follikel ein und sezernieren Kollagen (KAIPIA & HSUEH 1997;
RODGERS & IRVING-RODGERS 2010; WANG et al. 2010; SMITH &
YELLON 2011). Diese atretischen Follikel sind morphologisch den Thekadriisen
sehr dhnlich (GURAYA 1979; WANG et al. 2010). Bei anderen Tierarten wurde
bei den in Degeneration befindlichen Granulosazellen eine verdnderte
Lipidzusammensetzung der Lipidtropfen gegeniiber den normalen Follikeln
festgestellt. Die Lipidtropfen normaler Follikel enthalten vorwiegend ungeséttigte
Phospholipide In atretischen Follikeln sind auch Triglyceride, Cholesterol und
seine Ester nachweisbar (GURAYA & GREENWALD 1964). Dieses Phinomen
wurde bei der Katze jedoch nicht beobachtet (GURAYA 1981). Die in der Theca
interna gelegenen Luteinzellen hypertrophieren und es werden auch weitere
Zellen aus den umliegenden interstitiellen Driisen integriert. Zusétzlich bilden
sich kapillire Netzwerke und zentral bleiben hdufig kleine Reste der Zona
pellucida in der kleinen verbliebenen Follikelhohle zuriick (GURAYA 1979;
WANG et al. 2010).
Die Follikelatresie ist ein komplexer Vorgang, der auf apoptotischen Prozessen,

Resorption, Einwandern von Makrophagen, Phagozytose und anschlieBendem
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Einwandern von Fibroblasten beruht (HUGHES & GOROSPE 1991; KAIPIA &
HSUEH 1997; RODGERS & IRVING-RODGERS 2010; LIEBICH 2010).

1.9. Ovarreserve

Nach vielen abgelaufenen Zyklen mit Selektion eines dominanten Follikels,
Ovulation und Atresie zahlreicher Follikel, ist die Reserve an Eizellen im Ovar
erschopft. Dann sinkt auch die absolute Zahl der bei histologischen
Untersuchungen zu findenden Follikel in verschiedenen Entwicklungsstadien im

Ovar (KOHATA et al. 2007).

1.10. Zyklus der Hauskatzen

Katzen werden im Alter von 8-10 Monaten, mit einem Gewicht von iiber 2,5 kg
geschlechtsreif. Kurzhaarrassen und orientalische Katzen werden im Allgemeinen
deutlich frither geschlechtsreif als langhaarige Rassekatzen (wie z.B. Perser)
(TSUTSUI & STABENFELDT 1993). Auch der Zeitpunkt der Geburt wirkt sich
auf den Zeitraum bis zur ersten Rolligkeit aus, da es sich um einen saisonal
polyostrischen Zyklus handelt. Da nur bei einer Lichteinwirkung von 12-14 Std
der Zyklus in Gang kommt, ist das Ovar bei Katzen, die natiirlichen
Lichtbedingungen ausgesetzt sind, in den Wintermonaten inaktiv (BUSCH et al.
2009). Bei Katzen, die nicht unter kiinstlichem Licht gehalten werden, kann man
zwischen Januar und August in zwei bis drei Wochen Intervallen Ostrusanzeichen
sehen. Da die in normalen Haushalten lebenden Katzen auch wéhrend der Nacht
kiinstlichem Licht ausgesetzt sein konnen, lauft bei einigen der Zyklus auch

asaisonal ab (TSUTSUI & STRABENFELDT 1993).

In der so genannten Rolligkeit, die man in eine Prodstrus und Ostrusphase
unterteilen kann, zeigen die Katzen typische Verhaltensdnderungen wie
vermehrtes Kopfreiben, mit den Hinterpfoten treten, Schreien und tiber den Boden
rollen. Nur im Ostrus lisst die Kétzin eine Paarung mit dem Kater zu (SHILLE et
al. 1979; TSUTSUI & STRABENFELDT 1993; BUSCH et al. 2009).
Die Dauer des Ostrus ist im Friihjahr mit durchschnittlich acht Tagen deutlich
linger als gegen Ende der Saison, wo die Katzen nur noch ein bis sechs Tage

rollig sind (RUSSE & SINOWATZ 2010).

Die Katze hat eine induzierte Ovulation, die durch den Deckakt oder einen
vergleichbaren vaginalen Stimulus ausgelost wird. Post copulationem wird im

Hypophysenvorderlappen vermehrt LH ausgeschiittet, welches ca. zwei Stunden
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nach dem Deckakt den hochsten Wert erreicht und nach acht Stunden wieder den
Basalwert erreicht. 24-36 Stunden nach dem Koitus wird die Ovulation der reifen
Follikel ausgelost. Bei einer Bedeckung am dritten Tag des Ostrus sind die
Konzeptionschancen optimal, da durch die vorhergehende Einwirkung von
Ostrogen das Ovar optimal vorbereitet ist. Sogar eine einzige Kopulation kann zur
Ausschiittung von genug LH fithren um eine Ovulation auszulosen (SHILLE et al.
1983; TSUTSUI & STRABENFELDT 1993; BUSCH et al. 2009). Durch
Einwirkung von Ostrogen wird die Zahl der Progesteron-Rezeptoren erhoht,

wohingegen Progesteron zu einer Verminderung der Ostrogen-Rezeptoren im

Reproduktionstrakt fithrt (NISWENDER et al. 2000).

Findet in der Zeit des Ostrus keine Bedeckung statt bzw. wird keine Ovulation
ausgelost, folgt ein anovulatorischer Zyklus, der im Schnitt 21 Tage dauert. Dabei

entsteht kein Corpus luteum (BUSCH et al. 2009).

Erfolgt eine Ovulation ohne Befruchtung, entstehen Corpora lutea, die
Progesteron produzieren und den Zyklus durch eine ,,Pseudograviditit auf ca.
35-45 Tage verliangern. Bis zum 15. Tag steigt die Progesteronkonzentration an,
danach sinkt sie wieder langsam ab und erreicht den Basalwert 35-40 Tage nach
der Ovulation. Nach Abbau der Gelbkorper folgt der nachste Zyklus (PAAPE et
al. 1975; SHILLE & STRABENFELDT 1979; TSUTSUI & STRABENFELDT
1993; RUSSE & SINOWATZ 2010).

Nach Ovulation und Befruchtung der Eizellen schlieit sich eine 64-67 Tage
dauernde Trachtigkeit an, liber deren Zeitspanne die Corpora lutea auf dem Ovar
bestehen bleiben. Bis zum 30. Tag steigt die Progesteronkonzentration an, danach
sinkt sie fiir den Rest der Trichtigkeit wieder langsam ab, wohingegen Ostrogen
und LH ansteigen. Ein weiteres Hormon, das ab dem 20. Tag der Graviditit
nachweisbar ist, ist das von der Plazenta produzierte Relaxin sowie ab dem 35.
Tag das aus dem Hypophysenvorderlappen stammende Prolaktin (SCHMIDT et
al. 1983; TSUTSUI & STRABENFELDT 1993).
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2. Lektine

Lektine sind kohlenhydratbindende Proteine oder Glykoproteine, die keine
enzymatische Aktivitit aufweisen, nicht zur Gruppe der Antikorper oder der
Sensor- bzw. Transportproteine fiir Mono- und Oligosaccharide gehdren. Sie
andern ihren Liganden nicht, werden nicht erst nach einem entsprechenden
Antigenkontakt gebildet und binden die entsprechenden Zuckerstrukturen ohne
ein entsprechendes Signal auszuldsen oder sie zu transportieren (GABIUS et al.

1988; GABIUS et al. 2011).

2.1. Geschichte der Lektine

Hermann Stillmark war 1888 der erste, der eine himagglutinierende Substanz aus
dem Samen des Wunderbaums (Ricinus communis) beschrieb (RUDIGER 1981;
GABIUS et al. 1988; SHARON & LIS 2004).
Der Name ,Lektin“ wurde erst im Jahre 1954 von Boyd und Shapleight
eingefiihrt. Abgeleitet ist es von dem lateinischen Wort legere (=auswihlen),
welches die Féahigkeit spezifische Zucker zu binden wiederspiegelt, die zunéchst
in Zusammenhang mit den menschlichen Blutgruppen beobachtet wurde. Es
fanden sich spezifisch agglutinierende Lektine fiir die verschiedenen Blutgruppen
des ABO-Systems (BOYD & SHAPLEIGHT 1954; SHARON & LIS 1972;
GOLDSTEIN  1980; RUDIGER 1981; GABIUS et al. 1988).
Vorher wurden die aus Pflanzen isolierten agglutinierenden Substanzen als
Phytohdmagglutinine bezeichnet. Die Lektine, die wir heute kennen und
verwenden, stammen neben Pflanzen auch aus Mikroorganismen, Pilzen sowie
von Tieren (BOYD & SHAPLEIGHT 1954; RUDIGER 1981 & 1982; GABIUS
et al. 1988; ROTH 2011).
Da sich die Lektine durch ihre Fahigkeiten auszeichnen Zellen zu agglutinieren,
besitzen sie mindestens zwei Zuckerbindungsstellen. Sie kdnnen sowohl in
geloster Form, als auch membrangebunden auftreten (GOLDSTEIN 1980; LIS &
SHARON 1986; GABIUS 2009).

2.2. Bindungseigenschaften

Die Lektine werden aufgrund ihrer Zuckerbindungsspezifitit eingeteilt, die in
Agglutinationsversuchen mit und ohne Hemmzucker festgestellt wurden
(RUDIGER 1998; ROTH 2011).

Dabei handelt es sich nicht nur um Interaktionen zwischen Lektin und Glykan,
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sondern auch um elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen. Lektine
sind nicht nur spezifisch fiir ein bestimmtes Monosaccharid. Auch die
Konformation und die Art der Bindung dieses Zuckers sowie die weiteren
Zuckerreste eines Oligosaccharids spielen fiir die Bindung des Lektins an seinen

Liganden eine Rolle (WU et al. 2009; ROTH 2011).

Abkiirz- | Name Herkunft Zuckerspezifitit
ung
Con A Concanavalin Canavalia D-Mannose;
Agglutini nsiformi
gglutinin ensiformis D-Glukose
(Schwert-bohne)
WGA Wheat germ | Triticum  vulgare | N-Acety-D-Glukosamin;
Agglutinin (Weizen) N-Acetyl-D-
Neuraminséure
WGAs Succinylated Triticum  vulgare | N-Acetyl-D-Glukosamin
Wheat germ | (Weizen)
Agglutinin
PSA Pisum sativum | Pisum sativum D-Mannose;
Agglutini
getutinin (Erbse) D-Glukose
RCA Ricinus Ricinus communis | D-Galaktose
communis (Ricinusbohne)
Agglutinin
PHAE Phaseolus Phaseolus vulgaris | Oligosaccharide
lgati
viieatis (Gartenbohne)
Erythroagglutinin
PHAL Phaseolus Phaseolus vulgaris | Oligosaccharide
loari
vitgarts (Gartenbohne)
Leukoagglutinin
GSA1 Griffonia Griffonia N-Acetyl-D-Galaktosamin
simplicifolia simplicifolia
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Agglutinin I (Afrikanische
Schwarzbohne)
VAA Viscum album | Viscum album Galaktose;
Agglutini N-Acetyl-D-
gglutinin (Mistel) cety
Neuraminsaure
MAAT1 | Maackia Maackia amurensis | N-Acetyl-D-
amurensis (Asiatisches Neuraminsaure

Agglutini I
geiutmin Gelbholz)

(Leukoagglutinin)

SNA Sambucus nigra | Sambucus nigra N-Acetyl-D-

Agglutinin (Schwarzer Neuraminséure;
Hollunder) N-Acetyl-D-Galaktosamin
SJA Sophora japonica | Sophora japonica | N-Acetyl-D-Galaktosamin
Agglutini
ggtutinin (Chinesischer
Schnurbaum)

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Lektine, modifiziert nach Goldstein & Poretz
1986; Wu et al. 2009; Gabius et al. 2009; Lohr et al. 2010; Gabius et al. 2011; Rodler
& Sinowatz 2011; Roth 2011

2.3. Bindungsstellen der Lektine im Ovar

Von anderen Autoren wurden bereits Lektinbindungsstellen am Ovar bei
verschiedenen Spezies untersucht, wie z.B. von Parillo bei Rind, Schaf, Ziege und
Schwein die Lektine Soybean Agglutinin (SBA), Peanut Agglutinin (PNA),
Ricinus communis Agglutinin (RCA 1), Griffonia simplicifolia Agglutinin I (GSA
I), Griffonia simplicifolia Agglutinin II (GSA II) und Dolichos biflorus
Agglutinin (DBA) (PARILLO et al. 1996 & 2000).

Auch bei der Katze wurden glykohistochemische Untersuchungen mit Lektinen
durchgefiihrt. Kiamura et al., Bordach und Parillo & Verini-Supplizi untersuchten
die Bindung von Lektinen an die Zona pellucida an Follikeln unterschiedlichen
Reifegrades (KIMURA et al. 1989; BORDASCH 1998; PARILLO & VERINI-
SUPPLIZI 1999).
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3. Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um den Nachweis antigener Strukturen
in einem Gewebe mittels spezifisch bindender Antikorper. Diese sind entweder
direkt markiert (direkte Immunmarkierung), oder werden iiber einen in einem
zweiten Schritt markierten Sekundérantikdrper (indirekte Immunmarkierung)

nachgewiesen (ROMEIS et al. 2010; SINOWATZ & HEES 2012).

3.1. Zytoskelett

Das Zytoskelett der Zellen ist ein komplexes Netzwerk, das fiir die Form,
Dynamik und Anpassungsfdhigkeit der Zellen verantwortlich ist. Es ist weiter die
Grundlage fiir Zellbewegung, fiir Transportvorgénge und fiir die Zellteilung. Das
Zytoskelett besteht aus drei verschiedenen Komponenten; den Mikrofilamenten,
Intermedidrfilamenten und Makrofilamenten (STEWART 1990; HYDER et al.
2008; IWATSUKI & SUDA 2010; ALBERTS 2011).

3.1.1. Mikrofilamente

Die Mikrofilamente werden auch als Aktinfilamente bezeichnet und haben einen
Durchmesser von 5-7nm und ein Molekulargewicht von 43.000 Dalton. Sie sind
fiir die Form der Zelloberfliche sowie fiir die Fortbewegung der Zelle wichtig.
Die zweistrangigen helikalen Aktinpolymere sind in der ganzen Zelle verteilt, in
stiarkster Konzentration finden sie sich jedoch direkt unter der Plasmamembran
(LAZARIDES 1982; ALBERTS 2011). Sie konnen einzeln oder in Biindeln
auftreten. Des Weiteren gibt es auch Aktinfilamente mit gebundenem Myosin. In
den quergestreiften Muskeln bilden sie die Myofibrillen mit regelméBiger
Anordnung der Aktinfilamente in den Sarkomeren. Auch in anderen Zellen gibt es
Aktin-Myosin-Komplexe, die jedoch nicht so exakt wie in den Muskelzellen
angeordnet sind. Die Verbindung von Aktin und Myosin erlaubt eine Kontraktion
unter ATP-Verbrauch (LAZARIDES 1982; ALBERTS 2011).
SMA (a-smooth-muscle-actin), ein aus der Maus isolierter Antikorper ist ein
Marker fiir kontraktile Zellen, die Aktin enthalten. Es reagieren folglich nur
stromale Zellen, die kontraktile Elemente enthalten, epitheliale Zellen sind

negativ.
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3.1.2.  Mikrotubuli

Bei den Mikrotubuli handelt es sich um Hohlzylinder, die vorwiegend aus dem
globuldren Protein Tubulin bestehen. Thr Durchmesser betrdgt etwa 24 nm, mit
einer Wanddicke von 5 nm. Die Mikrotubuli unterliegen einem stindigen Auf-
und Abbau und bestehen neben Tubulin aus dem sog. ,,Mikrotubulus-assoziiertem
Protein“ (MAP) (GELFAND & BERSHADSKY 1991; ALBERTS 2011). Neben
thren Funktionen im Spindelapparat wéhrend der Zellteilung, bei intrazelluldren
Transportvorgingen, Positionierung von Zellorganellen und Formverdnderungen
der Zelle sind sie auch Bestandteil bestimmter Zellorganellen, wie der Zentriolen
und der Zilien. Mikrotubuli selbst sind nicht kontraktionsfahig, bieten kontraktilen
Proteinen jedoch einen Ansatzpunkt. Die Tubulinmolekiile bzw. die Mikrotubuli
befinden sich im gesamten Zytoplasma, jedoch vermehrt um die Zentriolen, die
als ihre Bildungszentren angesehen werden (GELFAND & BERSHADSKY 1991;
ALFA & HYAMS 1991; ALBERTS 2011; SINOWATZ & HEES 2012).
AuBlerdem befindet sich eine groflere Ansammlung unter dem Oolemn der
Zellmembran der Eizelle. Neben ihren Funktionen bei der Zellteilung sind die
Mikrotubuli auch speziell in der Eizelle wichtig fiir das Ausschleusen des
Polkdrperchens und die Wanderung der cortikalen Granula (LUCIANO et al.
2009).

3.1.3. Intermediirfilamente

Intermedidrfilamente umfasst eine gro3e Gruppe unterschiedlicher Proteine, deren
Durchmesser ungefdhr 8-10nm betrdgt. Intermedidrfilamente sind die stabilste
Komponente des Zytoskeletts. Sie werden in sechs Klassen eingeteilt, welche
ausschnittsweise in der folgenden Tabelle dargestellt sind. Die Einteilung basiert
auf den Aminosduren- und DNA-Sequenzen (LAZARIDES 1982; STEWART
1990; QIN et al. 2010; IWATSUKI & SUDA 2010; ALBERTS 2011).

[F-Klasse Intermediérfilament Vorkommen in der Zelle

Klasse I Saure Keratine Epithelzellen

Klasse 11 Basische Keratine Epithelzellen

Klasse I1I Vimentin, Zellen  mesenchymaler
Herkunft
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Desmin, etc. Muskelzellen
Klasse IV Neurofilamentéres Nervenzellen

Tripletprotein

Synemin Muskelzellen, ZNS
Klasse V Nukleédre Lamine Zellkern
Klasse VI Phakinin, Filensin Linse

Tabelle 2: Intermediarfilamentklassen modifiziert nach Iwatsuki & Suda 2010; Hees
& Sinowatz 2012

Die vielfdltigen Funktionen der Intermedidrfilamente umfassen die Bildung von
Zell-Zell-Kontakten, wie Hemidesmosomen oder Desmosomen, wobei diese je
nach Organ aus verschiedenen Intermedidrfilamenten bestehen konnen. Die
Beteiligung an Vorgédngen, wie der Bewegung und Fixation von Zellorganellen,
Zellpolaritdt, Genregulation sowie die intrazelluldre Signaliibertragung ist
inzwischen unumstritten (ERIKSSON et al. 2009; QIN et al. 2010; IWATSUKI &
SUDA 2010).
Die Morphologie der Intermedidrfilamente ist bei allen Intermedidrfilament-
Klassen dhnlich. Sie verfiigen iiber eine dreigeteilte Doménenstruktur, mit einer
zentralen o-helikalen Rod-Doméne, sowie einem nicht helikalen N-terminalen
Kopf- und C-terminalen Schwanzbereich. Die Steuerung erfolgt tiber
Phosphorylierung und Dephosphorylierung des Serin-Rests in den Kopf- und
Schwanzbereichen (STEWART 1990; IWATSUKI & SUDA 2010). In nicht
polarisierten  Zellen gibt es zwei verschiedene Netzwerke von
Intermediérfilamenten im Zytoplasma; das juxtanukledre, welches um den
Zellkern lokalisiert ist, sowie das radidre Netzwerk, welches an das juxtanukledre
anschliefft und sich in die Zellperipherie fortsetzt. Im Vergleich dazu existieren in
polarisierten Zellen (mit einer apikalen und basalen Seite) sieben verschiedene
Arten von Intermediérfilament-Netzwerken im Zytoplasma. Diese sind: das apex-,
periphere-, Granula-assoziierte-, Golgi-assoziierte-, radidre-, juxtanukleédre-, und
gesamte zytoplasmatische Netzwerk. Die Zusammensetzung der verschiedenen
Netzwerke unterscheidet sich je nach Zellart und Funktionszustand (IWATSUKI
& SUDA 2010).
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3.1.3.1. Zytokeratine

Es gibt tliber 20 verschiedene Keratinarten, die in saure und basische
unterschieden werden konnen. Zytokeratine sind in Epithelzellen bzw. in Zellen
ektodermalen bzw. entodermalen Ursprungs vorhanden. Durch diese erhalten die
Zellen eine mechanische Festigkeit, indem sie Intermedidrfilamente an
Desmosomen oder Hemidesmosomen verankeren. Daher bestehen die Zell-Zell-
Verbindungen in  Epithelzellen vorwiegend aus Zytokeratinen. Ein
Keratinfilament besteht aus einem Heterodimer von Klasse I und Klasse II
Keratinen. Diese lagern sich wiederum zu einem Tetramer aus zwei
Heterodimeren  zusammen. Das  iiber  Disulfidbriicken  verbundene
Keratinnetzwerk verleiht den Epithelzellen eine hohe Stabilitit (LAZARIDES
1982; SCHWEIZER et al. 2006; ALBERTS 2011). Es wurden bereits zahlreiche
immunhistochemische  Untersuchungen mit Zytokeratinen an Ovarien
verschiedener Tiere durchgefiihrt, wie z.B. bei Hund und Katze, bei der Wachtel
oder beim Rind (ESPINOSA DE LOS MONTEROS et al. 1999; AKIHARA et al.
2007; RODLER & SINOWATZ 2011; WENDL et al. 2012). Dabei wurden vor
allem positive Reaktionen an dem Keimdriisenepithel, sowie im Rete ovarii
detektiert. Auch das Follikelepithel vom Primér- bis zum Tertidrfollikel reagierte

in einigen Fillen.

3.1.3.2. Vimentin

Vimentinfilamente sind eine wichtige Komponente des Zytoskeletts. Es kommt in
Zellen mesenchymaler Herkunft vor (wie z.B. in Endothelzellen und
Fibroblasten). Vimentinfilamente sind durchschnittlich ca. 10nm dick, haben
jedoch dabei ein dhnliches Molekulargewicht wie Tubulin (ERIKSSON et al.
2009). Sie bilden hoch dynamische Strukturen, die es ermoglichen, die zelluldren
Prozesse an gednderte Bedingungen anzupassen. Sie enden hidufig an der
Kernmembran, an Desmosomen oder Hemidesmosomen. Auch die Lage des
Nukleus und der Zentriolen wird unter anderem von den stabilen
Vimentinfilamenten beeinflusst. Thr Abbau wird wie auch bei anderen
Intermedidrfilamenten {iber die Proteinphosphorylierung gesteuert (LAZARIDES
1982; ALBERTS 2011).
Gemeinsam mit Desmin und Synemin kommt Vimentin vor allem in glatten
Muskelzellen verschiedener Gefdfle sowie in Vorstufen von Muskelzellen vor

(GRANGER & LAZARIDES 1980; GABBIANI et al. 1981; LAZARIDES 1982;



1. Literaturiibersicht 28

ERIKSSON et al. 2009). Bereits 1982 wurde Vimentin in den Granulosazellen
von Saugetier-Eierstocken nachgewiesen (LAZARIDES 1982). Es existieren auch
zahlreiche Untersuchungen neueren Datums zur Lokalisation von Vimentin in
Ovargewebe verschiedener Spezies. Vimentin wurde vor allem in Endothelzellen
und in stromalen Zellen nachgewiesen. Ebenso kam es im Rete ovarii, in den
Granulosazellen der Primir- Sekundér- und Tertidrfollikel, der Tunica albuginea
und den endokrinen Zellen vor (AKIHARA et al. 2007, MADEKUROZWA
2012; RODLER & SINOWATZ 2011; WENDL et al. 2012).

3.1.3.3. Synemin / Desmin

Diese Intermedidrfilamente sind vorwiegend in der differenzierten quergestreiften
Muskulatur zu finden. Desmin ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von
53.000 Dalton, das aus vier Untereinheiten besteht und zur Klasse III der
Intermedidrfilamente gehort. Synemin liegt als Dimer vor und besitzt ein
Molekulargewicht von 230.000 Dalton und wurde erstmals in der quergestreiften
Muskulatur des Vogels beschrieben. Der Name Synemin wurde aus dem
griechischen abgeleitet, aus ,,syn“ (mit) und ,,nema*“ (Filament), da es sich
zusammen mit den Intermedidrfilamenten Desmin und Vimentin in den
Muskelfasern befindet (GRANGER & LAZARIDES 1979 & 1980; BILAK et al.
1998). Synemin und Desmin verkniipfen die Myofibrillen zu Biindeln und
verbinden in gegenseitiger Interaktion die Z-Scheiben miteinander. Diese zwei
Intermediérfilamente spielen demzufolge eine entscheidende Rolle zur
Stabilisierung des Sarcolemmverbandes (HERRMANN et al. 2007; ERIKSSON
et al. 2009; ALBERTS 2011). In den Muskelzellen finden sich diese
Intermedidrfilamente sowohl am Zellkern, an den Mitochondrien, den
Desmosomen und an den Z-Scheiben der Sarcomere (LAZARIDES et al. 1982;
QIN et al. 2010). Die Desminfilamente bilden durch Zusammenlagerung zu
Strangen in den Skelett- und Herzmuskelzellen die Desmosomen (JASTROW
1998; ALBERTS 2011). Synemin ist ebenso wie Desmin in der Muskulatur
vorhanden, wird allerdings zu Klasse IV der Intermedidrfilamente gezéhlt. In
fritheren Studien wurde Desmin im bovinen Ovar nur in den glatten Muskelzellen
der Gefidfle nachgewiesen. Bei Untersuchungen des Ovars der Wachtel waren nur
mesenchymale Zellen und eine Schicht Thekazellen positiv, wohingegen Akihara
et al. beim caninen Ovar neben den glatten Muskelzellen auch Reaktionen am

Keimdriisenepithel, am Rete ovarii und auch schwach ausgepriagt an der Tunica
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albuginea feststellen konnte (AKIHARA et al. 2007; MADEKUROZWA 2012;
WENDL et al. 2012).

3.2 Laminin

Laminin ist ein nichtkollagenes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
etwa 850.000 Dalton, welches in sdmtlichen Basalmembranen verschiedener
Gewebe nachweisbar ist (TIMPL et al. 1979).
Es ist Hauptbestandteil der Basallamina, einer extrazelluliren Matrix, die
zwischen 40 und 120nm dick ist und von den angrenzenden Epithel- und
Bindegewebszellen gebildet wird. Eine Basallamina befindet sich immer
unterhalb eines Epithels oder eines Endothels und ermoglicht eine Zellpolaritét
(apikal/basal) und somit auch eine Differenzierung in verschiedene Zellschichten
(IRVING-RODGERS et al. 2004). Daneben hat die extrazelluldre Matrix noch
zahlreiche weitere Funktionen; sie beeinflusst Follikelwachstum, Vitalitét,
Steroidsynthese, Eizellreifung und vieles mehr (BERKHOLTZ et al. 2006). Aul3er
Laminin enthilt die Basallamina noch andere Glykoproteine, wie Kollagen Typ
IV und Nidogen sowie Proteoglykane (z.B. Perlecan) (TIMPL 1989). Bei
Laminin-1, das fiir die Struktur dieser Membran hauptverantwortlich ist, handelt
es sich um ein groBles Protein, das aus drei langen Polypeptidketten (a.,(,y)
besteht, die iiber Disulfidbriicken kreuzférmig miteinander verkniipft sind
(ROHDE et al. 1979; TIMPL 1989; ALBERTS 2011). In immunhistochemischen
Untersuchungen wurde am Ovar der Wachtel Laminin in der Basalmembran unter
dem Keimdriisenepithel und unter den Granulosazellen der Follikel verschiedener
Stadien nachgewiesen (RODLER & SINOWATZ 2011; MADEKUROZWA
2012). Auch bei Saugetieren existiert eine Reihe immunhistochemischer
Untersuchungen verschiedener Ovarien. Beim Rind wurde Laminin in der
Basalmembran samtlicher Follikelstadien gefunden sowie in der Basalmembran
von Gefdlen und in Bereichen zwischen den Granulosazellen pridovulatorischer
Follikel, in der sog. Focimatrix (fokale intraepitheliale Matrix) (VAN WEZEL et
al. 1998; IRVING-RODGERS et al. 2004 & 2006). In den Ovarien der Maus
wurde Laminin an der die Follikel umgebenden Basalmembran, der Basallamina
von Gefillen, Bereichen des Gelbkdrpers, der Focimatrix, unterhalb des
Keimdriisenepithels und in den Thekazellen detektiert (WORDINGER et al. 1983;
BERKHOLTZ et al. 2006; IRVING-RODGERS et al. 2010). Die Analyse

postnataler Kaninchen und Schweine Ovarien zeigte, dass die lamininhaltige
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Basalmembran schon vor der Primordialfollikel Formation vorhanden ist (LEE et

al. 1996).

3.3. Connexin

Connexine sind kanalbildende Proteine, die die sog. ,.gapjunctions® bilden.
»Gapjunctions™ sind Kontaktstrukturen zwischen benachbarten Zellen, die den
Austausch kleiner Molekiile (bis zu 1.000 Dalton Molekulargewicht) oder Ionen
ermoglichen. Connexine sind Proteine mit vier Transmembran-Doménen, einer
intrazelluldren und zwei extrazelluliren Schleifen sowie den intrazelluliren C-
und N-terminalen Enden. Sechs Connexine konnen sich zu einem Connexon
zusammenlagern. Zwei Connexone oder Hemikanile in aneinander angrenzende
Plasmamembranen zweier Zellen treffen sich im intrazelluldren Spalt und bilden
eine durchgéngige Pore, eine sog. ,,gapjunction®. Treffen sich zwei identische
Connexone handelt es sich um einen homotypischen Kanal, lagern sich hingegen
zwei ungleiche Connexone zusammen spricht man von einem heterotypischen
Kanal (HERVE 2004 & 2005; GERSHON et al. 2008; ALBERTS 2011; HERVE
& DERANGEON 2013).
Im Ovar sind die ,,gapjunctions* essentiell fiir die Kommunikation der Oozyten
mit den Granulosazellen. Sie wurden mithilfe von Connexin 43 bereits in
Follikeln verschiedener Tierarten nachgewiesen, wie beim Schaf, Rind, Schwein,
Ratte oder der Maus. Bei den meisten untersuchten Tieren konnte eine
Gonadotropin-abhingige = Regulation  nachgewiesen  werden  (PEREZ-
ARMENDARIZ et al. 2003; BOROWCZYK et al. 2006; GERSHON et al. 2008;
BERISHA et al. 2009; SASSEVILLE et al. 2009). Aulerdem spielen sie eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des Follikelwachstums und der
Follikelatresie. Kurz vor der Ovulation, nach dem LH-Peak, ldsst sich ein
signifikanter Riickgang der Connexine in den in der Wachstumsphase
befindlichen Follikeln verzeichnen. Durch den Verlust der interzelluldren
Verbindungen wird das Gewebe auf die Ovulation vorbereitet. In der frithen
lutealen Phase steigt die Zahl der ,,gapjunctions™ wieder deutlich an und es ist

eine Zunahme an Connexin zu verzeichnen (BERISHA et al. 2009).

Es gibt viele verschiedene Connexin-Isotypen, die in unterschiedlichen Geweben
im Organismus auftreten. Das Connexin 43 ist das meist exprimierte und
verbreiteste Protein im Wirbeltier, welches in zahlreichen verschiedenen Zellen zu

finden ist. (HERVE 2005) Die ,,gapjunctions* im Ovar bestehen vorwiegend aus
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den Connexinen 43 und 37 (GERSHORN et al. 2008). Daher wird in dieser Arbeit
ein monoklonaler Connexin 43 Antikorper aus dem Kaninchen als Indikator fiir

die Verbreitung der ,,gapjunctions* im Ovar der Katze verwendet.

34. S 100

Das saure, Ca’'-bindende Protein S100 wurde 1965 zum ersten Mal von Moore
beschrieben, der es im Nervensystem verschiedener Tierarten nachwies. Da es vor
allem in der Neuroglia des ZNS und PNS gefunden wurde, hielt er es fiir neuro-
spezifisch (MOORE 1965). Allerdings ist S100 auch in vielen anderen Geweben
nachweisbar (KAMIYA et al. 1989). Es wurde mit vielfdltigen zelluldren
Funktionen in Zusammenhang gebracht, wie z.B. die Interaktion von S100 mit
dem Mikrotubulus-System, Beteiligung bei der Regulation von Zellproliferation
und Differenzierung, Rezeptoraktivierung, Calcium Homoostase,
Proteinphoshorylierung etc. (DONATO 1986). Heute besteht die S100 Familie
aus 24 verschiedenen S100 Proteinen, die in drei Untergruppen eingeteilt werden
konnen. Eine mit ausschlieBlich intrazelluldren regulatorischen Funktionen, intra-
und extrazelluldren Funktionen und eine Gruppe mit vorwiegend extrazelluldren
regulatorischen Eigenschaften (DONATO et al. 2013). Bei Untersuchungen an
bovinen Ovarien wurden positive Reaktionen am Endothel von Blut- und
Lymphgefdaen, an den FEizellen normaler und atretischer Follikel sowie am
Epithel des Rete ovarii beobachtet (KAMIYA et al. 1989). Im Gegensatz dazu
konnte bei einer Studie am Ovar des Schweines von Mirecka et al. kein S100
Nachweis in den Eizellen erbracht werden. Es farbten sich lediglich die
Follikelzellen samtlicher Follikelstadien an, mit einer Abnahme der Intensitidt im
Verhéltnis zur Zunahme der GroBe der Follikel. Eine schwache Reaktion war
auch bei den Theca interna Zellen zu verzeichnen (MIRECKA et al. 1994). Im
caninen Ovar wurde S100 in den stromalen Zellen, dem Rete ovarii und auch
schwach in der Tunica albuginea und den endokrinen Zellen detektiert. Die
Funktionsgebilde (Follikel und Corpora lutea) wurden bei dieser Studie nicht
beriicksichtigt (AKIHARA et al. 2007). In einer Untersuchung humaner Ovarien
konnte S100 weder im Rete ovarii, noch im Keimdriisenepithel nachgewiesen
werden (WOOLNOUGH et al. 2000). Die Anwendung des S100-Antikorpers
ergab auch eine Expression in den Oozyten von Enten (SUGIMURA et al. 1989).
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3.5. Progesteron- und Ostrogen-Rezeptoren

Rezeptoren sind Proteine, also eine Folge von Aminoséuren, die sich auf der
Zelloberfliche oder auch innerhalb einer Zelle befinden. Die Steroidrezeptoren
sind nukledre Rezeptoren, die in Form von Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma
vorliegen. Durch Binden eines Liganden, in dem Fall Progesteron oder Ostrogen
an das aktive Zentrum des Rezeptors werden sie aktiviert und wandern zum
Zellkern (ZOLLNER & HEIN 2000; ALBERTS 2011). Im Ovar, wie auch in
vielen anderen Geweben unterliegt die Expression von Steroidrezeptoren
stindigen Auf- und Abbauvorgingen. Werden die Rezeptoren durch ihr
spezifisches Signal aktiviert, wird eine Kaskade intrazelluldrer Signale in Gang
gesetzt, die das Zellverhalten der Zielzelle verdndern (ALBERTS 2011). Die
Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren sind intrazellulire Proteine, im
Zytoplasma oder an der Kernmembran gelegen, die als liganden-gesteuerte
Transkriptionsfaktoren wirken. Der Ostrogen-Rezeptor besteht aus einer zentralen
DNA-bindenden Doméne, einer C-terminalen hormonbindenden Domaéne und den
variableren F- und E-Dominen (MONTANO et al. 1995). Progesteron-
Rezeptoren existieren in zwei Isoformen, PR-A und PR-B, die sich an ihrem N-
terminalen Ende unterscheiden und verschiedene Mollekulargewichte aufweisen
(GRACANIN et al. 2012).
Im weiblichen Reproduktionstrakt fiihrt eine Einwirkung von Ostrogenen auf das
Gewebe in den meisten Zellen zur vermehrten Ausbildung von Progesteron-
Rezeptoren. Im Gegensatz dazu bewirkt Progesteron eine Verringerung der Zahl
der Ostrogen-Rezeptoren. Die Ausbildung dieser Rezeptoren unterscheidet sich
durch die wihrend der verschiedenen Zyklusstadien produzierten
Steroidhormonen (NISWENDER et al. 2000). Die Granulosazellen der
priaovulatorischen Follikel exprimieren Progesteron-Rezeptoren, vor allem bei
ansteigendem LH-Spiegel und sind nicht, wie in anderen Zellen primir Ostrogen-
abhidngig. Das Ansprechen der Granulosazellen auf LH ist stark von ihrem
Differenzierungsgrad abhédngig (NATRAJ & RICHARDS 1993; CLEMENS et al.
1998). Progesteron-Rezeptoren wurden wéhrend der Luteinisierung in den
Thekazellen kleiner antraler Follikel, in den Granulosazellen praovulatorischer
Follikel und in frithen Gelbkorperstadien nachgewiesen (NATRAJ & RICHARDS
1993).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete Material stammt von 21 weiblichen Katzen,
deren Ovarien wiahrend der Ovaricktomie in einer tierdrztlichen Praxis
entnommen und anschlieBend sofort fiir die histologische und histochemische

Untersuchung fixiert wurde.

Die Tiere waren zwischen sieben Monaten und neun Jahren alt. Kein Tier war

trachtig.

Jeweils ein Eierstock wurde in Formol fixiert, der andere in Bouin’scher Losung.
Vorher wurde das Ovar mit einer dorsalen Schnittfiihrung geteilt, um zwei

Anschnittsflichen zu erhalten.
2. Materialvorbereitung fiir die Lichtmikroskopie

2.1. Probennahme
Entnahme beider Ovarien wihrend der Kastration und unverziigliches Verbringen

in die Fixantien.
2.2, Fixierung

2.2.1. Bouin
Der Eierstock wurde 24 Stunden in Bouin’scher Losung (s. Anhang) verbracht.
AnschlieBend drei Mal je 24 Stunden in 70%igem Ethanol gewechselt, um die

Pikrinsdure wieder aus dem Gewebe zu waschen.

2.2.2. Formol

Die Ovarien wurden 48 Stunden in 3,7% Formalin in 100ml Glasflaschen auf
einem Riittler fixiert. Das Formalin wurde dabei mehrmals gewechselt.
Anschliefend wurden die Proben drei Mal fiir je zwei Stunden in
demineralisiertes (DEPEC) Wasser verbracht und anschlieBend in 70% igem

Ethanol entwassert.
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2.3. Einbetten

Im Anschluss an die Fixierung erfolgte das Einbetten mit Hilfe eines
Einbettungsautomaten (Shandon Duplex Processor der Firma Shandon,
Frankfurt). In diesem erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe iiber 24 Stunden und die Durchtrinkung mit fliissigem Paraplast
(Monoject Scientific Inc. Kildare, Irland).

Das Ausgiessen der Proben in kleine quadratische Paraplastschalen mit Rahmen
erfolgte mit Hilfe des Histostat-Tissue-Embedding Centers (Fa. Reichert-Jung,
Wien/Osterreich). Zum Abkiihlen wurden die Proben ein bis zwei Stunden auf

einer Kiihlplatte belassen und bis zum Schneiden im Kiihlschrank aufbewahrt.

24. Schneiden

Von jeder Probe wurden 30 Schnitte von Sum Dicke mit dem Rotationsmikrotom
(Firma Leitz, Typ 1516) angefertigt. 10 Schnitte wurden jeweils auf
unbeschichtete  Objekttrager  (SupraFrost der Firma  Menzel-Gliser,
Braunschweig), 20 Schnitte auf beschichtete Objekttriager (SupraFrostUltraPlus
adhdsiv, Firma Menzel-Gldser, Braunschweig) aufgezogen. Zum Trocknen
wurden die Schnitte zuerst auf einen Waiarmestrecktisch verbracht und

anschlieBend fiir 24 Stunden in einen Warmeschrank bei 40°C aufbewahrt.

2.5. Farbungen

Bei allen folgenden konventionellen Farbungen wurden die Schnitte vorab zwei
Mal 10 min in Xylol verbracht um das Paraffin zu I6sen und anschlieend in einer
absteigenden Alkoholreihe bis zum Aqua dest. rehydriert. Nach der Férbung
wurde eine aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung durchlaufen und die
Schnitte vor dem Eindeckeln mit Eukitt jeweils zwei mal 5 min in Xylol

verbracht.

2.5.1. HE-Firbung

Diese einfache Farbung mit den Farbstoffen Hamalaun und Eosin wurde bei
jeweils einem Schnitt aller genommenen Proben durchgefiihrt.

Dabei erzielt man eine blau-violette Kernfiarbung sowie eine Rosarotfiarbung des

tibrigen Gewebes. Es wurde wie folgt vorgegangen (ROMEIS et al. 2010).

e Kernfarbung mit Himalaun: 20 Minuten

e Spiilen in Aqua dest.
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e Blduen in flieBendem Leitungswasser: 20 Minuten
e FEosin: 10 Minuten

e Spiilen in Aqua dest.

2.5.2. Perjodsiure-Schiff-Reaktion (PAS-Fiarbung) nach McManus

Bei dieser Farbung stellen sich die PAS-positiven Substanzen (Glykoproteine und
Glykogen) rosa bis violettrot dar. Die Kerne erscheinen blau-violett und das
iibrige Gewebe rosarot. Die 1,2 Glykole werden durch die Perjodsdure zu
Aldehyden oxidiert, diese farben sich durch das Schiff’sche Reagenz purpurrot an
(ROMEIS et al. 2010).

Bei Amylasevorbehandlung wird das Glykogen durch das Enym abgebaut, so dass
es nicht mehr nachweisbar ist. Dies dient der Unterscheidung von Glykogen

gegeniiber anderen PAS positiven Substanzen, wie z.B. Glykoproteinen.

Weitere Kontrollreaktionen sind die Acetylierung und die Methylierung der
Schnitte. Nach vorheriger Acetylierung koénnen die o-Glykole und a-
Aminoalkohole durch die Perjodsdure nicht mehr oxidiert werden, da die
funktionellen Gruppen (z.B. —OH, -SH) durch einen Acetylrest ersetzt wurden
(MISLIN 1961; KUMARI et al. 2009).

Durch die Methylierung werden die freien Hydroxylgruppen blockiert, so dass
diese nicht durch die enthaltenen Perjodséure zu Aldehydgruppen oxidiert werden
konnen und somit auch nicht durch das Schiff’sche Reagenz angefiarbt werden.
Polysaccharide konnen allerdings nicht vollstindig methyliert werden (KUMARI
et al. 2009).

e Mit Amylasevorbehandlung: ohne vorherige Behandlung der Objekttriger
0,5% Amylase auf Schnitte geben, bei 37°C in einer feuchten Kammer in
einen Brutschrank geben: 10 Minuten, anschlieBend in Aqua dest.

abspiilen

e Mit Acetylierung: bei Raumtemperatur 24 Stunden in Sdureanhydrid-

Pyridin-Losung stellen, anschlieend zwei Mal 2 Minuten Aqua dest.

e Mit Methylierung: bei 37°C 96 Stunden in 0,1 n-Salzsdure-Methanol-

Losung stellen, anschlieBend zwei Mal 2 Minuten in Aqua dest.

e 0,5% wissrige Perjodsdure-Losung: 5 Minuten
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e Spiilen in Aqua dest.

e Schiff’sches Reagenz (Fuchsinschweflige Sdure): 15 Minuten
e  Waschen in Schwefeldioxid-Wasser: 3 x 2 Minuten

e FlieBendes Leitungswasser: 5 Minuten

e Himalaun fiir Kernfirbung: 3-5 Minuten

e Bliuen in flieBendem Leitungswasser: 15 Minuten

2.5.3. Trichromfiarbung nach Masson und Goldner (Goldner-Firbung):
In dieser Féarbung stellen sich die kollagenen Fasern griin da. Die Zellkerne sind
braunschwarz und das Zytoplasma ziegelrot. Erythrozyten férben sich gelb

(ROMEIS et al. 2010).

e FEisenhdmatoxylin nach Weigert: 1 Minute

e 3 x Spiilen in Aqua dest.

e FlieBBendes Leitungswasser: 10 Minuten

e Azophloxin: 5 Minuten

e Spiilen in 1% Essigsdure

e Phosphormolybdéinsédure-Orange: 15 Sekunden — 30 Minuten (Kontrolle
unterm Mikroskop!)

e Spiilen in 1% Essigsdure

e Gegenfarbung mit Lichtgriin: 5 — 10 Minuten

2.54. Alcianblau 8GX-Firbung (Alcianblau-Firbung):bei pH-Wert 2,5
und bei pH-Wert 1,0

Diese Féarbung zeigt eine Blaufdarbung saurer Mukosubstanzen. Die Zellkerne

farben sich hellrot, das Zytoplasma zartrosa. Bei pH 2,5 farben sich alle sauren

Mukosubstanzen blau, bei pH 1,0 nur die sulfatierten. Daher ist eine

Unterscheidung zwischen sulfatierten und karboxylierten Gruppen méglich

(ROMEIS et al. 2010).

o 3% Essigsdure (pH-Wert 2,5) oder 0,1N Salzsdure (pH-Wert 1,0); 3

Minuten

e 1% Alcianblau 8GX in 3% Essigsdure (pH-Wert 2,5) oder 0,1 N
Salzsdure (pH-Wert 1,0); 30 Minuten
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2.5.5.

Spiilen in 3% Essigsdure (pH-Wert 2,5) oder 0,1 N Salzsdure (pH-Wert
1,0)

Spiilen in Aqua dest.
Kernechtrot: 3 - 5 Minuten

Spiilen in Aqua dest.

van Gieson-Resorcinfuchsin-Fiarbung

In dieser Farbung stellen sich die elastischen Fasern blau-schwarz dar, die Kerne

farben sich dunkelbraun, kollagene Fasern leuchtend rot und das Muskelgewebe

gelb (ROMEIS et al. 2010).

Die

Resorcinfuchsin-Losung 22 Minuten

FlieBendes Leitungswasser 1 Minute

Eisenhidmatoxylin zur Kernfarbung 2 Minuten 30 Sekunden
Drei Mal kurz in Aqua dest. Spiilen

FlieBendes Leitungswasser 10 Minuten
Pikrinsdure-Thiazinrot 5 Minuten

Aqua dest.

96% Alkohol zwei Mal, Kontrolle unterm Mikroskop, ob die

iiberschiissige Pikrinsdure ausgewaschen ist

lichtmikroskopische =~ Auswertung und  Fotodokumentation  aller

konventionellen Farbungen erfolgt an einem Mikroskop (Aristoplan®) der Firma

Leitz, Wetzlar, mit angeschlossener Kamera (Lumera USB Camera Release 3.8)

der Firma Lumenera Corporations, Kanada, Ontario.

2.6.

Lektine

Bei allen folgenden Lektinfarbungen wurden die Schnitte vorab zwei Mal 30 min

in Xylol verbracht um das Paraffin zu 16sen und anschlieBend in einer

absteigenden Alkoholreihe bis zum 70% Alkohol rehydriert. AnschlieBend zwei
Mal 5 Minuten in Aqua dest., sowie drei Mal 5 Minuten in PBS-Puffer. Nach der
Lektinfarbung wurden die Schnitte abgedunkelt drei Mal 5 Minuten mit PBS
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gesplilt und unter Aufbringen eines Tropfens DAPI auf den Objekttrager

eingedeckelt und die Kanten mit durchsichtigem Nagellack versiegelt.

Es wurde fiir jede Lektinfirbung eine Positiv- sowie eine Negativkontrolle
angefertigt.

Die Negativkontrolle dient der Unterscheidung von Eigenfluoreszenz und
spezifischer Bindung. Dabei wurde statt der Lektinlosumg 100ul PBS-Puffer auf
die Schnitte aufgebracht.
Fiir die Positivkontrolle wurde Gewebe verwendet, bei dem eine positive

Reaktion mit dem entsprechenden Lektin bekannt ist.

Die Auswertung erfolgte an einem Mikroskop (Axiovert 200M®) mit Kamera
(Axiocam ICc 1®) der Firma Zeiss, Oberkochen.

2.6.1. FITC-markierte Lektine

Tabelle 3: verwendete FITC-markierte Lektine

Lektin AbKkiirzung Spezifitit

Concanavalin Agglutinin | Con A D-Mannose;
D-Glukose

Wheat germ Agglutinin | WGA N-Acety-D-Glukosamin,;
N-Acetyl-D-
Neuraminsdure

Succinylated Wheat | WGAs N-Acety-D-Glukosamin

germ Agglutinin

Pisum sativum | PSA D-Mannose;

Acolutini

gglutinin D-Glukose

Ricinus communis | RCA D-Galaktose

Agglutinin

Phaseolus vulgatis | PHA E Oligosaccharide

Erythroagglutinin

Phaseolus vulgaris | PHA L Oligosaccharide

Leukoagglutinin
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Griffonia  simplicifolia | GSA I N-Acetyl-D-
Agglutinin I Galaktosamin
Sambucus nigra | SNA N-Acetyl-D-
Agglutinin Neuraminsaure;
N-Acetyl-D-
Galaktosamin

Tabelle modifiziert nach Goldstein und Poretz 1986; Gabius 2009; Wu et al. 2009; Lohr
et al. 2010; Gabius et al. 2011; Rodler & Sinowatz 2011; Roth 2011

Diese Lektine wurden mit Ausnahme von Con A und WGA (2,5 ug/ml), auf 5
ug/ml verdiinnt, je 100ul pro Schnitt pipettiert. Die Inkubationszeit der Schnitte in

einer abgedunkelten Feuchtkammer bei Raumtemperatur betrug eine Stunde.

2.6.2.  Biotinylierte Lektine

Tabelle 4: verwendete biotinylierte Lektine

Lektin Abkiirzung Spezifitit
Viscum album | VAA Galaktose;
Agglutinin N-Acetyl-D-
Neuraminsdure
Maackia amurensis | MAA I N-Acetyl-D-
Agglutinin I Neuraminsdure
(Leukoagglutinin)
Sophora japonica | SJA N-Acetyl-D-
Agglutinin Galaktosamin

Tabelle modifiziert nach Goldstein & Poretz 1986; Gabius 2009; Wu et al. 2009; Lohr et
al. 2010; Gabius et al. 2011; Rodler & Sinowatz 2011

Diese Lektine wurden auf 10 pug/ml verdiinnt und die Objekttrager in der
Feuchtkammer nach 10-miniitiger Vorbehandlung der Schnitte mit Dako Protein-
Block-Serum-Free bei Raumtemperatur wurden die Schnitte je eine Stunde mit
100pul der Verdiinnung inkubiert. AnschlieBend drei Mal 5 Minuten in PBS
waschen und danach abgedunkelt 30 Minuten mit Streptavidin/FITC in der

Feuchtkammer inkubieren.
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2.7. Immunhistochemie

Das Prinzip der hier angewandten immunhistochemischen Untersuchungen beruht
auf der sog. Avidin-Biotin-Complex Methode (HSU & RAINE 1981). An den
Primérantikdrper bindet ein biotinylierter Sekundérantikdrper, der wiederum
durch den Streptavidin-Peroxidase-Komplex in einem weiteren Reaktionsschritt
markiert wird. Da in einem vorherigen Arbeitsschritt die endogene Peroxidase
gehemmt wurde, wird durch Zufiigen des Substrates 3,3-Diaminobenzidin (DAB,
Firma Biotrend, K&In) nur die an den Antikorper gebundene Peroxidase sichtbar

gemacht. Sie spaltet H,0, in H,O und O,, welches anschlieend das DAB oxidiert
und somit braun farbt (ROMEIS et al. 2010).

Kann der Primirantikérper an das Gewebe binden, firbt sich dieses im

entsprechenden Bereich braun.

Tabelle 5: verwendete Antikorper

Primér- AK-liefernde | Verdiinnung Sekundér- | Verdiinnung
antikorper Tierart Inkubation antikdrper | Inkubation
Connexin 43 | Kaninchen 1:300 Anti-Kan. 1:300
(BD 6°C tliber Nacht biot.  vom 30 min RT
Biosciences, Schwein
Heidelberg)
Tubulin Maus 1:400 Anti-Maus | 1:300
A biot.

(Abcam 6°C iiber Nacht | VO 30 min RT
Cambridge, Kaninchen
UK)
ERa Kaninchen 1:400 Anti-Kan. 1:300
(Santa  Cruz, 6°C iiber Nacht biot.  vom 30 min RT
Heidelberg) Schwein
Progesteron Maus 1:200 Anti-Maus | 1:300
R t biot

ezeptor 6°C tiber Nacht 10 vom 30 min RT
(Rec. Beckman Kaninchen
Coulter,
Krefeld)
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Synemin Kaninchen 1:250 Anti-Kan. 1:300
i - biot.
(Sigma 6°C iiber Nacht |~ ™ | 30 min RT
Aldrich, Schwein
Steinheim)
Desmin (Gene | Maus 1:200 Anti-Maus | 1:300
i iot.
Tex, Eching) 6°C iiber Nacht | 2% VO™ | 30 min RT
Kaninchen
Panzytokeratin | Maus 1:100 Anti-Maus | 1:300
(Biocarta, 6°C iiber Nacht biot.  vom 30 min RT
Hamburg) Kaninchen
Vimentin Maus 1:500 Anti-Maus | 1:300
(Dako, 6°C iiber Nacht biot.  vom 30 min RT
Hamburg) Kaninchen
Laminin Kaninchen 1:500 Anti-Kan. 1:300
t biot.
(Serotec, 6°C iiber Nacht | - 0" "°™ | 30 min RT
Puchheim) Schwein
SMA  (Dako, | Maus 1:40 Anti-Maus | 1:300
biot.
Hamburg) | Std RT O VYOI 30 min RT
Kaninchen
S100 Kaninchen 1:400 Anti-Kan. 1:300
iot.
(Dako, 30 min RT biot. vom 30 min RT
Hamburg) Schwein

Die Immunhistochemischen Férbungen wurden

durchgefiihrt:

nach folgendem Protokoll

e Entparaffinieren der Schnitte zwei Mal 30 min in Xylol, anschlieend

Rehydrieren bis A. dest.

e drei Mal waschen in PBS je 5 min

e Antikorperspezifische Vorbehandlung:

0 S100: Mikrowelle mit Dakopuffer (pH 6,1) zwei Mal 10 min, dann
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20 min bei RT abkiihlen
0 Laminin, Vimentin: 10 min 0,1% Protease bei RT
0 Panzytokeratin: 20 min Trypsin bei RT

0 Connexin 43, Tubulin, ERa, Progesteron-Rezeptor: Mikrowelle
mit Citratpuffer drei Mal 10 min, dann 20 min bei RT abkiihlen

0 SMA, Desmin, Synemin: keine
e drei Mal 5 min in PBS waschen (Entfillt bei SMA Desmin, Synemin)

e Endogene Peroxidase hemmen; 10 min bei RT in 50ml Hydrogenperoxid

plus 150ml A.dest.
e 10 min flieBendes Leitungswasser
e drei Mal 5 min in PBS waschen

e Dako Protein Block Serum-Free (Dako, Hamburg) 10 min bei RT in

Feuchtkammer
e Primir-AK in Feuchtkammer (siche Tabelle)
e drei Mal 5 min in PBS waschen
e Sekundir-AK in Feuchtkammer (siehe Tabelle)

e 30 min mit Streptavidin-Biotin Horseradish Peroxidase Complex

(Minarimi) in der Feuchtkammer inkubieren
e drei Mal 5 min in PBS waschen
¢ 8 min DAB-Hydrogenperoxidldsung bei RT
e 1 min in Leitungswasser waschen
e 30 s Kernfarbung mit Himalaun
¢ 10 min flieBendes Leitungswasser

e Entwissern in einer aufsteigenden Alkoholreihe, zwei Mal 10 min in

Xylol, anschlieend mit Eukitt eindeckeln

Es wurde jeweils eine Negativkontrolle angefertigt, bei der statt dem
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Primirantikdrper Dako Antibody Diluent (Dako, Hamburg) aufgetragen wurde.
Fiir jeden Antikorper wurde auch eine Positivkontrolle durchgefiihrt, fiir die

bereits bekannt positives Gewebe verwendet wurde.

Die Auswertung und Fotodokumentation erfolgte an einem Mikroskop
(Aristoplan®) der Firma Leitz, Wetzlar mit angeschlossener Kamera (Lumera

USB Camera Release 3.8) der Firma Lumenera Corporations, Kanada, Ontario.

3. Elektronenmikroskopie

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden die Ovarien von vier Katzen entnommen
und mit Hilfe von zwei Rasierklingen in kleine Wiirfel von 2-4mm Kantenlénge
geschnitten.

AnschlieBen wurden diese in Karnovsky-Losung (2% Paraformaldehyd, 2,5%
Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer, pH 7,2), verbracht und iiber
Nacht im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt. Im Anschluss wurden die Proben drei
Mal 60 Minuten mit 0,1 M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) gespiilt. Danach
folgte die Vorkontrastierung mit Osmiumtetroxid (1%) und Kaliumferrocyanid
(1,5%) fiir zwei Stunden, bei 4°C, gefolgt von dreimaligem Waschen in 0,1 M
Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) und anschlieender aufsteigender Alkoholreihe
(je 20 Minuten in 30% und 50%, dann je 30 Minuten in 70%, 90% und drei Mal
absoluten Alkohol) zur Dehydrierung. Zur schrittweisen Einbettung der Proben in
Polyembed (Merck, Darmstadt) wurden diese zwei mal 15 Minuten in
Propylenoxid (Merck, Darmstadt), eine Stunde in Polyembed/Propylenoxid
Gemisch (1:2), tiber Nacht in 1:1 Gemisch und eine Stunde in reinem Polyembed
auf dem Riittler verbracht. Die Proben mit dem Polyembed wurden in
Flacheinbettformen gefiillt und im Wérmeschrank mindestens 18 Stunden bei
60°C belassen, um die vollstindige Polymerisation des Kunststoffes zu
gewdhrleisten.

Am Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert-Jung, Wien) wurden Semidiinnschnitte
von lum Dicke angefertigt und mit Methylenblau nach Richardson gefiarbt. Nach
lichtmikroskopischer Beurteilung der Semidiinnschnitte wurden geeignete
Bereiche ausgewihlt, von denen Ultradiinnschnitte (60nm) mit dem Ultracut E
mittels eines speziellen Diamantmessers (Diatome, Biel, Schweiz) angefertigt
wurden. Diese wurden auf Kupfergrids (150 Mesh, Polysciences, Eppelheim)
aufgezogen und mit Uranylacetat (20 Minuten) und Bleicitrat nach Reynolds (3-5
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Minuten)  nachkontrastiert. =~ Die  Auswertung  erfolgte an  einem

Transmissionselektronenmikroskop EM 902 (Zeiss, Oberkochen).
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IV. ERGEBNISSE

1. Lichtmikroskopische Untersuchungen

1.1. Konventionelle Firbungen

Im Rahmen der lichtmikroskopischen, histologischen Untersuchungen wurden die
konventionellen Farbungen HE, Goldner, van Gieson-Resorcinfuchsin, PAS und
Alzianblau (pH 1 und pH 2,5) durchgefiihrt.

Tabelle 6: Konventionelle und substrathistochemische Firbungen am
Ovar der Katze

HE Goldner | van Gieson- | PAS Alzianblau | Alzianblau
Resorcinfuchsin
pH 2,5 pH 1
ZK blau | rotbraun | braun blau/ rosa rosa
violett
Cp rosa | ziegelrot | hellrot hellblau | hellrosa hellrosa
EZ:
7ZK rosa hellrot hellrot hellblau | hellrosa hellrosa
NC rot NC dunkelbraun
Oo hell- | hellrosa | beige hellblau | hellrosa hellrosa
rosa
7P rosa | griin orange violett- | kréftig leicht blau
rot blau
Fh hell hell hell hell blau leicht blau
GK/TD
7ZK blau | rot hellbraun rosarot | rosa rosa
Cp rosa | hellrot beige rosa rosa rosa

ZK = Zellkern, CP = Zytoplasma, EZ = Eizelle, Oo = Ooplasma, ZP = Zona pellucida,
Fh = Follikelhohle, GK = Gelbkorper, TD = Thekadriisen




IV. Ergebnisse 46

1.1.1. Ovargewebe
Die entnommenen Ovarien der Katzen sind zwischen 6 und 12mm lang und
zwischen 4 und 8mm breit. Schon makroskopisch sind in der Regel bei den

meisten Ovaranschnitten einige Tertidrfollikel oder Gelbkorper zu erkennen.

Bereits mit bloBem Auge kann eine Rinden- und Markzone unterschieden werden.
Das Ovarmark besteht aus relativ locker angeordnetem Bindegewebe mit
zahlreichen eingelagerten Blutgefdlen, Muskelfasern etc., im Gegensatz zu der
kompakt erscheinenden Ovarrinde, in der sdmtliche Funktionsgebilde enthalten
sind. Bei der ersten mikroskopischen Untersuchung fallen in allen untersuchten
Schnitten groBe Ansammlungen an Thekadriisen auf. Die verschiedenen
Follikelstadien vom Primordial- zum Tertidrfollikel sind in allen untersuchten

Ovarien in unterschiedlicher Anzahl zu finden.

e SR L !

Bild 2: Ovar Katze, Ovarrinde, HE-
Farbung

Unter dem Keimdriisenepithel (1)befindet
sich die Tunica albuginea (2). Daran
anschlieend liegen Ansammlungen von
Primordialfollikeln (3) in der Ovarrinde. Der
Rindenbereich ist deutlich zellreicher als der
Markbereich.

4 = Thekazellen,
5 = Tertidrfollikelwand,
6 = spinozelluldres Bindegewebe

SB = 100pm

Bild 3: Ovar Katze, Ubersicht, van Gieson-
Resorcinfuchsin-Fiarbung

Unter dem Keimdriisenepithel liegt die
bindegewebige Tunica albuginea (7). In der
Ovarrinde befinden sich Ansammlungen von
Primordialfollikeln (6). Im Lumen der
Thekadriisen (1) liegt Bindegewebe (2). Die
aufgelockerten Granulosazellen (4) in der
Wand des Tertiérfollikels sind ein Hinweis
auf Atresie.

3 = GefdB, 5 = Thekaschichten, Pfeil =
Thekazelle

SB = 100pm
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1.1.1.1. Thekadriisen

Eine in allen untersuchten Ovarien vorkommende Struktur sind die interstitiellen
Driisen oder auch Thekadriisen. Diese bestehen aus Thekazellen, Bindegewebe
und zentral hdufig auch aus PAS und Alzianblau (pH 2,5) positiven Substanzen.
Sie sind durchschnittlich 300-600um lang, kommen einzeln oder in Gruppen vor
und befinden sich vorwiegend im Markbereich. Meistens sind sie von ldngsovaler
Form und die einzelnen Thekazellen sind in konzentrisch angeordneten Stringen
eingeschlossen. Zum umliegenden Gewebe wird die Thekadriise durch eine
diinne, bindegewebige Kapsel abgegrenzt. Im Zentrum der Driise befindet sich
immer Bindegewebe und bei einigen Driisen auch PAS oder Alzianblau-positives
Material, bei dem es sich um Reste der Zona pellucida handeln konnte. Die PAS-
positiven Reaktionen konnen auch nach Methylierung und

Amylasevorbehandlung weiterhin detektiert werden.
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Bild 4: Ovar Katze, Gelbkorper, Zentrum
der Thekadriise, PAS-Firbung

Im Lumen sind PAS-positive Substanzen (2)
zu erkennen, die dhnlich wie die Zona
pellucida reagieren. Die Thekazellen (1) sind
konzentrisch in Strdngen angeordnet und
durch bindegewebige Septen (Pfeile)
unterteilt.

3 = Bindegewebe

SB= 40um

Bild 6: Ovar Katze, atretischer Follikel,
PAS-Féarbung

Im Lumen des atretischen Follikels sind noch
PAS-positive Substanzen zu finden (1). An
die Uberreste der Granulosazellschicht (2)

grenzen die aus der Theca interna
stammenden hypertrophierten Thekazellen
3).

4 = Primaérfollikel, 5 = atretischer Follikel
SB=100um

Gieson-Resorcinfuchsin-Fiarbung

Die Thekadriise (1) enthilt im Lumen
kollagenes Bindegewebe (2).

3 =kollagenes Bindegewebe, 4 = Wand eines
ovulierten Follikels, 5 = Thekazelle

SB = 100pm
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1.1.1.2. Gelbkorper

In einigen der untersuchten Proben waren ein oder mehrere Gelbkorper zu finden.
Diese treten bei der Katze nur wéhrend der Trichtigkeit oder wihrend eines
Zyklus, in dem eine Ovulation, aber keine Fertilisation stattgefunden hat auf, da
Katzen eine induzierte Ovulation aufweisen. Die Corpora lutea bestehen aus
Granulosa- und Thekaluteinzellen, wobei sowohl PAS, als auch Alzianblau (pH
2,5) positive Substanzen zu finden waren. Die Granulosaluteinzellen sind
zytoplasmareich und liegen zahlreich im Gelbkorper vor. Die Thekaluteinzellen
sind deutlich kleiner und in Stringen zwischen den Granulosaluteinzellen
angeordnet. Der Gelbkorper ist von einer bindegewebigen Kapsel umgeben, die
bei pH 2,5 eine deutlich positive Azianblaureaktion zeigt. Auch zwischen den
Luteinzellen sind Bindegewebe und Blutgefdle zur Versorgung enthalten, die
PAS-positive Substanzen enthalten. Die Grofe der Corpora lutea variierte je nach
Stadium erheblich. Es waren vor allem prominente Gelbkorper zu finden, die etwa
die Hélfte des gesamten Ovargewebes ausmachten. Daneben waren auch deutlich
kleinere Exemplare von etwa 300um Durchmesser zu finden. Auch einige

Restgelbkorper waren in den untersuchten Ovarien zu beobachten.
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Bild 7: Ovar Katze, Gelbkorper in Bild 8: Ovar Katze, Gelbkorper, Goldner-
Riickbildung, van Gieson- Féarbung
Resorcinfuchsin-Fiarbung

Der Gelbkorper besteht aus Luteinzellen (1)
Es sind vorwiegend Granulosaluteinzellen (1) und dem dazwischen liegenden Bindegewebe
zu erkennen. Zentral befinden sich (2). Auch verschiedene BlutgefiBe (Pfeile)
Blutgefdfe (Pfeil). befinden sich darin.
2 =kollagene Fasern

SB = 100pum
SB=100pm

] 1 [~ A
Bild 9: Ovar Katze, Gelbkorper, PAS-
Farbung

Im Gegensatz zu den Thekaluteinzellen (2)
besitzen die Granulosaluteinzellen (1) einen
groflen Zytoplasmaanteil. Im Zytoplasma
sind zahlreiche Fetttropfchen (Pfeile) zu
erkennen.

3 = Gefil

SB =25 um
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1.1.1.3. Keimdriisenepithel und Tunica albuginea

Der #uBere Uberzug des Eierstocks ist ein vorwiegend isoprismatisches,
einschichtiges Epithel, das Keimdriisenepithel. Es handelt sich dabei um ein sehr
anpassungsfihiges, variables Epithel, das unterschiedliche Formen (flach bis
hochprismatisch, teilweise auch mehrschichtig) aufweisen kann. Unter diesem
befindet sich eine Basalmembran, an die die bindegewebige Tunica albuginea
anschlieft. Diese farbt sich in der van Gieson-Resorcinfuchsin-Féarbung rot an,
besteht also vorwiegend aus kollagenen Fasern. Die Tunica albuginea enthilt auch
Alzianblau-positive Substanzen (bei pH 2,5). Sie ist eine relativ zellreiche Schicht

und wirkt bei mikroskopischer Betrachtung sehr kompakt.



IV. Ergebnisse

52

N TIRRE oL

Bild 10: Ovar Katze, Keimdriisenepithel,
Goldner-Firbung

Das Keimdriisenepithel (Pfeile) stellt sich
meist isoprismatisch bis flach dar. Darunter
liegt die bindegewebige Tunica albuginea
(1), an die sich spinozelluldres Bindegewebe
(2) der Ovarrinde anschlief3t.

3 = Primordialfollikel

Pfeilspitzen = Basalmembran

SB=25pum

Bild 12: Ovar Katze, Ovarrinde mit
Keimdriisenepithel, van Gieson-
Resorcinfuchsin-Fiarbung

Das Keimdriisenepithel (Pfeilspitzen) ist
kubisch und die Zellen haben nur einen
geringen Zytoplasmaanteil.

Die Tunica albuginea (1) besteht vorwiegend

aus kollagenen Fasern und Fibrozyten.
2 = spinozelluldres Bindegewebe,
3 = Primordialfollikel

SB =25 um

Bild 11: Ovar Katze, Ovarrinde mit
Keimdriisenepithel, Alzianblau pH 2,5

Unter dem isoprismatischen, einschichtigen
Keimdriisenepithel (Pfeile) liegt die
bindegewebige Tunica albuginea (1), die
Alzianblau-positive Substanzen enthilt.

2 = Thekazellen

SB =25um
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1.1.1.4. Rete ovarii

Der intraovarielle Anteil des Rete ovarii war nur in wenigen der untersuchten
Schnitte zu finden. Es ist meist von einem kubischen Epithel ausgekleidet.
Darunter ist eine Basalmembran gelegen, die das Epithel von dem kollagenen und
lockeren darunter liegenden Bindegewebe trennt. In diesem sind auch einige
Arterien und Venen enthalten. Die Hohe des Epithels nimmt vom intraovariellen
zum konnektiven Rete zu. In der PAS-Farbung sind manchmal PAS-positive
Substanzen im Lumen oder im apikalen Bereich der Epithelzellen zu erkennen,
die Hinweise fiir eine sekretorische Aktivitit des Rete geben konnen. Diese
Reaktionen konnen auch nach Amylasevorbehandlung oder Methylierung

weiterhin detektiert werden.
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Bild 13: Ovar Katze,
Goldner-Firbung

Das Rete (3) weist in diesem Bereich ein
hochprismatisches, mehrschichtiges Epithel
auf. Es sind mehrere Anschnitte des
tubuléren Netzwerks, eingebettet in lockeres
Bindegewebe (1) zu erkennen.

2 = Blutgefall mit Erythrozyten

SB =100 um

7 » 3
— F "

Bild 15: Ovar Katze, R;te ovarii, PAS-

Farbung

Auf dem ein- bis mehrschichtigen
isoprismatischen Epithel (Pfeil) sind PAS-
positive Substanzen aufgelagert. Diese sind
auch im Lumen (2) zu finden.

1 = stromales Bindegewebe

SB = 40um

Gieson-Resorcinfuchsin-Fiarbung

Das Rete weist ein isoprismatisches Epithel
(Pfeilspitzen) auf. Das darunterliegende
kollagene Bindegewebe (2) enthélt auch
Blutgefafle (Pfeil).

1 = Lumen des Rete ovarii

SB=40um

: o W ' o >
Bild 16: Ovar Katze, Rete ovarii, Goldner-
Firbung

Das intraovarielle Rete besitzt ein
einschichtiges isoprismatisches Epithel
(Pfeilspitzen).

1 = Lumen, 2 = stromales Bindegewebe

SB = 40pm
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1.1.2. Funktionsgebilde auf dem Ovar
Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung finden sich Follikel verschiedener

Stadien in den Ovarien der Katzen.

1.1.2.1. Primordialfollikel

In allen Proben befinden sich Primordialfollikel unterschiedlicher Anzahl in der
Rinde des Ovars. In den Proben der jiingeren Katzen sind deutlich mehr
Primordialfollikel als bei Katzen iiber flinf Jahren vorhanden. Diese sind bei den
jungen Tieren in kleinen Gruppen zusammengelagert. In Ovarien &lterer Tiere
liegen die Primordialfollikel nur vereinzelt in der Rinde vor. Thr Durchmesser
betrdgt durchschnittlich etwa 20-30um und sie bestehen aus der Eizelle und dem
sie umgebenden flachen, einschichtigen Follikelepithel. Das Ooplasma wirkt
homogen und der grofle, euchromatinreiche Nukleus enthélt haufig ein dunkel
angefarbtes Kernkdrperchen (Nukleolus). Die Basalmembran, die den Follikel
gegeniiber dem Ovarialstoma abgrenzt, farbt sich in der Goldnerfarbung griin an

und enthilt auch PAS-positive Substanzen.

Bild 17: Ovar Katze, Ovarfne, Goldne- Bild 18: Ovar Katze, Ovarrinde mi

Firbung Primordialfollikel, PAS-Firbung

In der Ovarrinde liegen unterhalb der Tunica  Die Primordialfollikel (1) sind von einem
albuginea (4) Ansammlungen von einschichtigen flachen Follikelepithel (Pfeil)
Primordialfollikeln (1). Diese enthalten einen umgeben. In der daran anschlieBenden
groflen Nukleus (2) mit einem dunklen Basalmembran sind auch PAS-positive
Kernkorperchen (5). Das die Eizelle Substanzen erkennbar.

umgebende Follikelepithel besteht aus 2 = Nukleus, 3 = Tunica albuginea,
flachen einschichtigen Granulosazellen und  Pfeilspitze = Nukleolus,

eine Basalmembran (Pfeil) grenzt den 4 = Fibrozyten

Follikel vom darunterliegenden Gewebe ab.

3 = Bindegewebe (BGW), SB =40um

Pfeilspitzen = Keimdriisenepithel

SB= 40um
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1.1.2.2. Primiirfollikel

Auch Primérfollikel liegen in allen untersuchten Ovarien vor. Sie unterscheiden
sich morphologisch von den Primordialfollikeln durch ihr einschichtiges iso- bis
hochprismatisches Follikelepithel. Diese Follikel sind im Durchschnitt 40-50pum
gro3. Sie kommen deutlich seltener im Ovar vor als die z.T. in groflen
Ansammlungen zu findenden Primordialfollikeln (vor allem bei den Tieren unter
fiinf Jahren, die groe Ansammlungen an Primordialfollikeln in der Ovarrinde
enthalten). Da sie durch Wachstum von Oozyte und Zunahme der Granulosazellen
entstehen, kann man z.T. Mitosefiguren in den Follikelepithelzellen erkennen.
Das Ooplasma ist vorwiegend homogen, erhdlt manchmal auch
lichtmikroskopisch erkennbare Vakuolen. Haufig ist ein dunkles Kernkorperchen
im etwa 10-15um groflen Nukleus zu erkennen. In der PAS Firbung erkennt man
schon deutlich eine zwischen Eizelle und Follikelepithel befindliche Schicht mit
PAS-positiven Substanzen als beginnende Bildung der Zona pellucida. Diese ist
bei der PAS-Kontrollreaktion (Amylasevorbehandlung, Acetylierung oder
Methylierung) nicht mehr nachweisbar. Die Granulosazellen sind isoprismatisch
und gleichmiBig, einschichtig um die Eizelle herum angeordnet. Daran schlief3t

nach aullen die Basalmembran als Abgenzung zum umliegenden Gewebe an.
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Bild 19: Ovar Katze, Primér- und
Primordialfollikel, PAS-Farbung

In diesem Bild der Ovarrinde befinden sich
Primordialfollikel (1) und ein Primérfollikel.
Dieser besteht aus der Eizelle mit dem homogen
erscheinenden Ooplasma (4) und dem
euchromatinreichen Nukleus (5) mit
Kernkorperchen (Pfeil). Das Follikelepithel (3)
ist einschichtig isoprismatisch. Zwischen den
Granulosazellen und der Oozyte ist eine Schicht
PAS positiver Substanzen zu erkennen.

2= Thekazellen

SB=40um

Bild 21: Ovar Katze, Primér- und
Primordialfollikel,
van Gieson-Resorcinfuchsin-Firbung

Die in der Ovarrinde gelegenen
Primordialfollikel (6) zeigen hiufig ein
deutliches Kernkdrperchen (Pfeilspitze). Der
Nukleus (4) des Primérfollikels ebenfalls.
Zwischen dem einschichtigen Follikelepithel (2)
und der Eizelle (3) ist eine deutliche Zona
pellucida (Pfeil) zu erkennen. Zum umliegenden
Bindegewebe wird der Follikel durch eine
Basalmembran (5) abgegrenzt.

1 = Thekazellen, 7 = spinozelluldres BGW

SB =40 um

Bild 20: Ovar Katze, Primiir- und
Sekundirfollikel, Alzianblau pH 2,5

Ein Primérfollikel (4) mit einschichtigen iso- bis
hochprismatischen Granulosazellen (5) liegt
neben einem atretischen Sekundérfollikel. In
dem Ooplasma (2) féarbt sich der Nukleus (1)
etwas deutlicher an. Das Follikelepithel (3) teilt
sich und wird mehrschichtig. Zwischen diesem
und der Eizelle befindet sich eine deutliche blau
angefédrbte Zona pellucida (Pfeil). Auch bei dem
Primérfollikel ist bereits eine diinne blaue
Schicht zu erkennen.

6 = Thekazellen, 7 = spinozellulires BGW

Bild 22: Ovar Katze, Primir- und
Primordialfollikel, Goldner-Firbung

Primér- (2) und atretischer Sekundirfollikel. Die
Zona pellucida (Pfeil) ist im Sekundérfollikel gut
ausgebildet. Auch beim Primérfollikel ist bereits
ein diinner griiner Saum erkennbar (Pfeilspitze).
1 = einschichtiges Follikelepithel,

3 = mehrschichtiges Follikelepithel,

4 = QOoplasma, 5 = Nukleus mit Kernkoérperchen,
6 = Thekazellen

SB =40um
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1.1.2.3. Sekundirfollikel

Die Zahl der Sekundirfollikel ist deutlich geringer als die der fritheren
Follikelstadien. Die Eizelle ist erheblich gewachsen, hat einen deutlichen
Nukleolus und das Follikelepithel wird mehrschichtig iso- oder hochprismatisch.
Im Schnitt sind die Follikel, die sich eindeutig als Sekundérfollikel ansprechen
lassen, zwischen 100 und 200um groB3.
Die Zona pellucida ist deutlich erkennbar zwischen Eizelle und Follikelepithel
und bis zu 10um dick. In der PAS-Farbung ist sie deutlich violett-rot und nach
Amylasevorbehandlung in den groferen Follikeln negativ, ebenso wie nach
Acetylierung. Nach Methylierung erscheint die Zona pellucida weiterhin PAS
positiv, allerdings sind nach dieser Vorbehandlung nur bei den Sekundir und
Tertidrfollikeln PAS positive Substanzen um die Eizelle zu erkennen. Bei der
Alzianblau-Farbung férbt sich die Zona pellucida bei pH 2,5 intensiv blau an,
wohingegen bei pH 1 nur eine schwache Blaufarbung zu erkennen ist. In der
Goldner-Féarbung stellt sich die Zona pellucida griin dar, bei der van Gieson-
Resorcinfuchsin-Farbung ist sie orange. Sie ldsst sich bereits lichtmikroskopisch
in eine diinnere, kompakt erscheinende innere Schicht und eine etwas dickere,
aufgelockerte duBlere Schicht unterteilen. In den Granulosazellen sind weiterhin
zahlreiche Mitosefiguren zu beobachten, was auf weiteres Wachstum des Follikels
hinweist. Je nach Entwicklungsstadium des Sekundérfollikels sind z.T. schon
Hohlrdume zwischen den Granulosazellen zu erkennen. Diese zeigen haufig PAS
oder Alzianblau positive Reaktionen. In den spiten Stadien der Sekundirfollikel
ist bereits eine Differenzierung des umliegenden Gewebes in die Thekaschichten
andeutungsweise zu erkennen. In den Granulosazellen sind hdufig Mitosefiguren
zu beobachten. Zwischen den Follikelzellen bilden sich Hohlrdume, die in vivo
mit Liquor folliculi gefiillt sind. Sobald ein zusammenhdngender Hohlraum
entstanden ist, der im Folgenden als Antrum folliculi bezeichnet wird, wird der

Follikel als Tertiarfollikel bezeichnet.
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Bild 23: Ovar Katze, Sekund:iirfollikel,
Alzianblau pH 1

Das Ooplasma (2) des Sekundérfollikels
erscheint homogen und der
euchromatinreiche Nukleus (1) besitzt einen
deutlich ausgebildeten Nukleolus. Das
Follikelepithel (3) ist mehrschichtig iso- bis
hochprismatisch. In dem den Follikel
umschlieenden Bindegewebe beginnt die
Bildung der Thekaschichten (4). Die Zona
pellucida (Pfeil) ist nur ganz zart blau und es
sind zahlreiche Ausldufer in Richtung der
Granulosazellen zu erkennen.

Bild 25: Or Kaze, friiher
Sekundirfollikel, Goldner-Fiarbung

Das Follikelepithel (2) ist noch nicht in allen
Bereichen zweischichtig. Der Follikel geht
durch Wachstum der Eizelle (1) und Teilung
der Granulosazellen (3) in einen
Sekundarfollikel {iber. Die Zona pellucida (5)
erscheint aufgelockert und es sind Auslaufer
zu den umliegenden Zellen zu erkennen.
Pfeilspitze = Nukleolus,

3 = Mitose zweier Granulosazellen,

4 = Thekazellen, 6 = Bindegewebe

SB = 40pum

Bild 24: Ovar Katze, Sekundirfollikel,
PAS-Firbung

Dieser Sekundirfollikel zeigt bereits eine
beginnende Antrumbildung (4). Die
Absténde der Granulosazellen (3) erweitern
sich und es entstehen mehrere Hohlrdume.
Die Zona pellucida ist deutlich PAS-positiv
und zeigt in Richtung des Follikelepithels
zahlreiche Fortsétze (Pfeil). Auch die den
Follikel umgebende Basalmembran
(Pfeilspitze) enthdlt PAS-positive
Substanzen.

1 = Nukleus, 2 = Ooplasma,

5 = beginnende Thekaschichten

HE-Fiarbung

Bei diesem Sekundérfollikel kann man schon
deutlich die verschiedenen
Granulosazellschichten (2) unterscheiden.
Direkt an der Basalmembran, die den Follikel
zum angrenzenden Bindegewebe (3)
abgrenzt, liegen die basalen Granulosazellen.
Um die Eizelle (1) herum, an die Zona
pellucida (Pfeilspitze) angrenzend, beginnt
sich die Corona radiata zu bilden.

4 = Thekazellen, Pfeil = beginnende
Antrumbildung mit Zona pellucida
dhnlichem Material

SB =40pm
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1.1.2.4. Tertiirfollikel

Der Tertidrfollikel entsteht durch weiteres Wachstum und Erweiterung des
Abstandes zwischen Follikelepithel und Eizelle. Sie sind vorwiegend im Bereich
der Rinde zu finden. Durch starke VergroBerung der Follikelhohle befindet sich
die bis zu 150um grofle Oozyte exzentrisch am Rand der Follikelhdhle in einer
Ansammlung von Granulosazellen, die als Cumulus oophorus benannt wurde und
so zum Verlust der symetrischen Struktur fiihrt. Thre GroBe variiert stark, es
wurden Follikel von 200-2500um untersucht. Der Follikel wichst deutlich durch
Zunahme der Granulosazellen und des Liquor folliculi. Das Ooplasma ist
homogen und manchmal vakuolisiert. Der weiterhin euchromatinreiche Nukleus
hat einen héaufig deutlich ausgebildeten Nukleolus. Zwischen den Granulosazellen
bildet sich ein deutliches Antrum folliculi aus, welches mit Liquor folliculi gefiillt
ist. Dieses farbt sich bei manchen Follikeln bei Alzianblau pH 2,5 stark blau an.
Andere Follikel hingegen zeigen keine Alzianblau-positiven Substanzen im
Antrum.

Durch die erhebliche GroBenzunahme des Follikels im Verhiltnis zur Eizelle sind
viele Tertidrfollikelanschnitte ohne Anschnitt einer FEizelle zu finden.
Das an den Follikel angrenzende Gewebe bildet eine deutliche Theca interna aus
Fibrozyten und zahlreichen Thekazellen sowie Gefdllen, und eine Theca externa
aus Fibrozyten, Fibroblasten, kollagenen Fasern, Gefden und Nerven. Deren
genaue Abgrenzung voneinander ist nicht immer eindeutig moglich.
Ist der Anschnitt einer Oozyte zu finden, befindet sich diese nicht mehr zentral,
sondern liegt der Follikelhohle am Rand an. Die Eizelle ist umgeben von einer
deutlichen PAS und Alzianblau-positiven Zona pellucida und dem die Eizelle
umschlieenden Follikelepithel. Die Zona pellucida ldsst sich in eine der Eizelle
anliegende kompakte Schicht und eine nach auflen anschliefende eher locker
erscheinende Schicht unterscheiden. Die Follikelepithelzellen bilden zum einen
die Innenauskleidung des Antrum folliculi, als mehrschichtig hochprismatisches
Epithel, zum anderen umschlieBen sie direkt die Eizelle mit einem iso- bis
hochprismatischen mehrschichtigen Epithel, als Corona radiata. Auch in den
lichtmikroskopischen Féarbungen kann man Ausldufer der Corona radiata in die
Zona pellucida erkennen. Die Zona pellucida wirkt in ihrem &ufleren Bereich
aufgelockert, im Gegensatz dazu stellt sich der innere Anteil homogen und

kompakt dar.
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Bild 27: Ovar Katze, Tertidrfollikel,
Goldner-Firbung

Die Oozyte enthilt einen grofen Nukleus (1)
und im Ooplasma (2) sind zahlreiche
Vakuolen (Pfeilspitzen) zu finden. Die Zona
pellucida (3) ist im inneren Teil kompakt, im
duBeren Bereich eher locker. Die
Follikelepithelzellen der Corona radiata (4)
weisen zahlreiche Mitosefiguren auf (Pfeile).
5 = Antrum folliculi, 6 =
Granulosazellschicht im Bereich des
Cumulus oophorus

SB =40 um

Bild 29: Ovar Katze, friiher
Tertifrfollikel, PAS-Firbung nach
Amylase-Vorbehandlung

Nach Amylasevorbehandlung reagiert die
Zona pellucida (2) nicht mehr PAS-positiv.
In der Corona radiata (3) und in den
umliegenden Granulosazellen sind einige
Mitosen (Pfeile) zu erkennen.

1 = Ooplasma, 4 = Antrum folliculi,
Pfeilspitze = Kernkorperchen

SB=40um

l}ild 28: Ovar Katze, Sekundirfollikel
Ubergang zum Tertiédrfollikel, Alzianblau
pH 2,5

Die Zona pellucida (2) enthélt Alzianblau-
positive Substanzen und es sind Ausldufer zu
den Granulosazellen (3) zu erkennen.

1 = Ooplasma, 4 = Antrum folliculi,
Pfeilspitze = Kernkorperchen

SB =40um

Bild 30: Ovar Katze, Trtiiirfolliel,
Alzianblau pH 1

Der grof3e Nukleus (1) liegt zentral im
homogenen Ooplasma (2). Die die Eizelle
umschliefende Zona pellucida (3) ist bei pH
1 kaum noch blau.

4 = Corona radiata, 5 = Antrum folliculi, 6 =
Granulosazellschicht, 7 = Cumulus oophorus

SB = 40pum
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Bild 31: Ovar Katze, Follikelwand ein
Tertiéirfollikels, Goldner-Firbung

An die Follikelhohle (6) schlief3t die
Granulosazellschicht (5) an. Durch die
Basalmembran abgegrenzt folgt die Theca
interna (4) mit den darin liegenden
Thekazellen (3). Nach auBlen folgt die
bindegewebige Theca externa (2) mit
Gefillen.

1 = Thekazellen

SB =40 pum

Bild 32: Ovar Katze, Tertiiirfollikel, PAS-
Firbung

Die Eizelle (1) ist von der Zona pellucida (2)
und der daran anschlieBenden Corona radiata
(3) umgeben. Die ZP wirkt im inneren Teil
homogen und deutlich PAS-positiv geférbt,
der duflere Teil ist eher locker und weniger
stark angefarbt.

4 = Antrum folliculi

SB = 40um
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1.1.2.5. Polyoozytire Follikel

In allen Follikelstadien vom Primordial- bis zum friithen Tertidrfollikel lassen sich
auch vereinzelt polyoozytére Follikel nachweisen, also Follikel, in denen mehr als
eine Eizelle vorhanden sind. Diese unterscheiden sich hinsichtlich der
Zellmorphologie nicht von den Follikeln, die nur eine Eizelle enthalten. Die
Oozyten konnen gleich grol sein, oder auch in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien vorliegen. Insgesamt waren in den 42 lichtmikroskopisch

untersuchten Ovarien von 21 Tieren 28 polyoozytire Follikel. In dieser

Untersuchung wurden Follikel mit bis zu drei Eizellen gefunden.

Bild 33: Ovar Katze, poy-;oozy;arer
Tertiiirfollikel, HE-Firbung

Dieser Tertidrfollikel besitzt zwei
gleichgroB3e Eizellen (2), die jeweils einen
eigenen Cumulus oophorus (3) sowie eine
Corona radiata besitzen. Sonst gleicht er
morphologisch den monooozytéren Follikeln.
Im umliegenden Gewebe bilden sich die
Thekaschichten (4) und es ist ein
einheitlicher Hohlraum, das Anrum folliculi
(1) entstanden.

SB= 100pm

:- SE=55 = et - L
Bild 34: Ovar Katze, polyoozytirer
Tertidrfollikel, van Gieson-
Resorcinfuchsin-Fiarbung

Der polyoozytire Tertidrfollikel enthilt zwei
unterschiedlich grole Oozyten. Eine (1) die
diesem Stadium entspricht, etwa 100um
Durchmesser, eine ausgebildete Zona
pellucida und umliegende Corona radiata (2).
Die zweite Eizelle (4) ist deutlich kleiner
(30pm), besitzt keine Zona pellucida und ist
vollstandig von Granulosazellen
umschlossen.

3 = Granulosazellschicht, 5 = Antrum
folliculi, 6 = Thekadriise

SB = 100pm
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1.1.2.6. Atretische Follikel

Einige der untersuchten Follikel verschiedener Stadien waren atretisch. Die am
hiufigsten vorkommenden Hinweise auf Atresie bieten die Uberreste der Zona
pellucida. Da die Zona pellucida der Follikel am schwersten abzubauen ist, bleibt
sie am ldngsten bestehen. In allen untersuchten Proben finden sich zahlreiche
kollabierte Reste der Zona pellucida. In der PAS-Farbung reagieren diese positiv,
auch nach Methylierung und Amylasevorbehandlung. Im Gegensatz dazu reagiert
die Zona pellucida der meisten Sekunddr- und Tertidrfollikel nach
Amylasevorbehandlung nicht mehr PAS-positiv. Neben den Resten der Zona
pellucida sind auch Follikelhohlen atretischer Tertidfollikel zu finden. Die
Granulosazellschicht wird hédufig lockerer und unregelmifig, die umliegenden
Thekazellen nehmen zu. In einem spéteren Stadium sind auch in die Follikelhohle
eingewanderte Zellen zu finden. Diese haben in einem fortgeschrittenen Stadium
oft morphologische Ahnlichkeit mit den Thekadriisen. Zwischen den Zellen sind
Alzianblau- und  PAS-positive  Substanzen  eingelagert und  auch
Bindegewebszellen sowie GefdBe zu finden. Auch bei priantralen Follikeln gibt
es Hinweise auf eine bevorstehende oder bereits begonnene Atresie. Es bilden
sich hédufig Vakuolen im Zytoplasma und zwischen Ooplasma und
Granulosazellen ist manchmal ein Spalt zu erkennen, der durch Schrumpfung
entsteht. Der Nukleus verliert hdufig auch seine zentrale Position und seine
regelméBige Form. Sofern vorhanden, legt sich die Zona pellucida in Falten. Die

Falten entstehen durch die geschrumpfte Eizelle.
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Bild 35: Ovar Kat
Fiarbung

Bei dem friihen antralen Follikel sind PAS
positive Substanzen an der Zona pellucida
und im Antum (6) zu erkennen. Bei den
umliegenden atretischen Follikeln (1) sind
nur noch Reste der ZP zu erkennen.

2 = Thekazellen, 3 = Thekaschichten eines
Tertidrfollikels, 4 = Granulosazellschicht,
5 = Oozyte, Pfeil = Nukleus

SB= 100um

Bild 7 Or atze, atrtsr
Tertiiirfollikel, PAS-Firbung

Die Granulosazellschicht (2) des in Atresie
befindlichen Tertidrfollikels (1) ist
aufgelockert und unregelméiBig.

3 = Thekaschichten, 4 = Thekadriisen,

5 = Primordialfollikel

SB =100 pm

ze, Markbereich, PAS-

Bild 36: Ovar Katze,
Firbung

Tertidrfollikel, PAS-

Das Antrum (3) des Tertidrfollikels nimmt
durch die massive Verdickung der
Granulosazellschicht (4) ab. Um die im
Ooplasma deutlich vakuolisierte Oozyte (1)
folgen direkt an die Zona pellucida (Pfeil) die
Zellen der Corona radiata (2).

5 = Thekaschichten, 6 = Thekazellen

SB = 100pm

Bild 38: Ovar Katze, atretischer
Tertiirfollikel, Alzianblau pH 2,5

Im Bereich des ehemaligen Lumens (1) sind
Thekazellen eingewandert und
hypertrophiert, zwischen denen Alzianblau-
positive Substanzen zu erkennen sind. Reste
der Granulosazellschicht (2) sowie der
Thekaschichten (3) sind zu erkennen.

4 = Thekazellen

SB = 40pum
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Bild 39: Ovar Katze, atrtischer
Primirfollikel, Goldner-Firbung

Sowohl der Nukleus (1), als auch das
Ooplasma (2) des Primirfollikels weist
eine deutliche Vakuolisierung auf. Die
Zona pellucida (Pfeil) ist eingefaltet und
beginnt sich von den Granulosazellen (3)
abzuheben.

Um den Follikel sind Ansammlungen an
Thekazellen (4) zu erkennen.

SB =40 um

Bild 40: Ovar tze, atretischer olikel
PAS-Féirbung

Die Follikelhohle des atretischen
Follikels ist bereits vollstandig von
eingewanderten Zellen (2) ausgefiillt.
Dazwischen befinden sich PAS-positive
Substanzen. Die Eizelle (1) ist nicht mehr
regelméBig geformt und der Nukleus
(Pfeil) liegt exzentrisch.

Pfeilspitze = Zona pellucida,

3 = Follikelhohle,

4 = Granulosazellschicht,

5 = Theca interna, 6 = Theca externa

SB = 100 um
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1.2. Glykohistochemische Untersuchungen
ConA | WGA | WGAs | PSA | RCA | PHAE | PHAL | GSAI | VAA | MAA1 SNA SJA
Ges: ++ Snn s + -(t-) | *- = - -(+-) | - ++ -
Primordial-
follikel
BSM +- - - - - - - - - - - -
Oo ++Gr | +-Gr | - + Gr | - - - - - - +Gr R
GZ +- - - - - - - - - - - -
Primaérfollikel
BSM = + e = = = = - = - = -
Oo +- +- - + Gr | - - - - - - - -
GZ + +- +- = - - - - - - + Gr -
Sekundir-
follikel
BSM +- + + - - +- - - - - - -
7P +- +++ ++ - - +- - - - - +- -
(innen)
Oo ++ - - +-Gr | - - - - - - - -
GZ ++ + +- +- +- +- - - - - + -
Fh - ++ ++ - - - - - - - - -
Tertidrfollikel
BSM +- + + - - +- - - - - + -
7P +- +++ ++ + - + - - - . + -
(innen)
Oo F - - +-Gr | - - - - - - - -
GZ ++ + +- +- +- +- - - +- - ++ -
Fh - ++ ++ () |- +- - - - - ++ -
Ti + + +- +- - + - - + - +- -
Te +- ++ +- +- - +- - - - - +- -
CR ++ ++ + - +- +- - - +- - o+ -
Gelbkdrper
GL ++ +Gr | - +- +- +- - - + - ++Gr | -
TL + +- +- ++ - - - - - - +- -
BG - - - +- - - - - - - - -
BGW +- +- +- + - +- - - - - + -
Weiteres
Gewebe
BGW +- +- +- + - +- - - - - ++ -
BGWZ +- - - +- - +- - - - - +- -
BG = - = = = A= = - = - = -
KDE + + -(+) +- - + - - - - +++ -
TD + - - - - +- - - + - - -
Lu der TD - - ++ - - +- - - - - + -
TA + ++ + ++ - ++ - - - - ++ -
Rete ++ - - - - - - - - - +- -
atr. Follikel +- +++ ++ (kD) | - - -kl | - = - - ++ -
Lumen - - -+ + - - - - - - + -
Makrophagen +4+ +++ 4+ ++

Tabelle 7: Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen

Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark
positiv, +++ = sehr stark positiv
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atr. = atretisch, BG = BlutgefiBe, BGW = Bindegewebe,
BGWZ = Bindegewebszellen, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
Fh = Follikelhéhle, GL = Granulosaluteinzellen, Gr = Granula,

GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, kl = klein, Lu = Lumen,
Oo = Ooplasma, TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa,
Ti = Theca interna, TL = Thekaluteinzellen, ZP = Zona pellucida
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1.2.1. Concanavalin A (Con A)

Im Ovar der Katze liegen zahlreiche Bindungsstellen fiir Con A vor. Bereits am
Keimdriisenepithel erkennt man eine schwache bis deutliche Fluoreszenz. Auch
die darunterliegende Tunica albuginea reagiert positiv. Das Bindegewebe zeigt je
nach Lokalisation unterschiedliche Reaktionen. An den Bindegewebszellen gibt
es einige Bindungsstellen fiir Con A, die Bindegewebsfasern reagieren negativ
oder nur schwach. Die Primordialfollikel zeigen in ihrem Ooplasma eine starke
granulire Reaktion mit Con A. Diese reduziert sich mit zunehmender
FollikelgroBe deutlich. Die Stirke der Fluoreszenz bei den Granulosazellen
hingegen nimmt mit zunehmender FollikelgroBe zu. Auch die Thekazellen in den
Thekadriisen oder in der Theca interna zeigen in ihrem Zytoplasma eine deutliche
Reaktion. Das Epithel des Rete ovarii sowie das Zytoplasma der Granulosa- und
Thekaluteinzellen reagiert stark positiv. Die Zona pellucida zeigt in den meisten

Fallen keine oder nur schwache Reaktionen.

Bild 41: Ovar Katze, Ovarrinde, Con A

In der Ovarrinde befinden sich zahlreiche Primordialfollikel (2), deren Ooplasma positive
granuldre Fluoreszenz zeigt. Auch das Keimdriisenepithel (Pfeil) reagiert stark positiv mit
Con A. Das Ooplasma der Primérfollikel (5) reagiert deutlich weniger, die
Granulosazellen zeigen jedoch eine deutliche Fluoreszenz. Um das verbleibende Lumen
(3) bildet sich eine Thekadriise.

1 = Tunica albuginea, 4 = atretischer Follikel, Pfeilspitzen = eingewanderte Makrophagen
SB =100um
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Bild 42: Ovar Katze, polyoozytirer Tertidrfollikel, Con A

Das Ooplasma (1) des Tertidrfollikels zeigt eine schwache Fluoreszenz. Die Zona
pellucida (2) ist negativ. Die Granulosazellschicht (6) und die Corona radiata (3) sind
deutlich positiv. In diesem polyoozytiren Follikel ist eine deutlich kleinere zweite Eizelle
(5) enthalten. Auch die Zellen der Thekadriisen (9) zeigen eine deutliche Reaktion mit
Con A.

4 = Antrum folliculi, 7 = Theca interna, 8 = Theca externa

SB =50um

Bild 43: Ovar Katze, Rete, Con A

Das einschichtige isoprismatische Epithel (Pfeilspitzen) des intraovariellen Rete zeigt
eine deutlich positive Reaktion nach Inkubation mit FITC-markiertem Con A.

1 = Lumen des Rete ovarii, 2 = stromales Bindegewebe

SB =100pum
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Bild 44: Ovar Katze, Gelbkorper, Con A

Die Luteinzellen (1) reagieren deutlich positiv bei Inkubation mit dem FITC-markierten
Con A. Das dazwischenliegende Bindegewebe (2) zeigt keine Reaktion.
SB = 100pum

Bild 45: Ovar Katze, Thekadriise, Con A

Im Lumen (3) der Thekadriise befinden sich fluoreszierende Zellen und fluoreszierendes
Material. Zwischen den negativen Bindegewebszellen (2) liegen einige Zellen
(Pfeilspitzen), die stark positiv reagieren.

1 = Thekazellen

SB =50um
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1.2.2. Wheat germ Agglutinin (WGA)

Die Bindungsstellen fiir WGA sind im Ovar der Katze zahlreich vorhanden.
Bereits in einigen der Primordialfollikel ist eine schwache granuldre Fluoreszenz
in den Eizellen zu detektieren. Die Reaktion im Ooplasma nimmt mit
zunehmender Follikelgrofe ab, wohingegen die Fluoreszenz der Granulosazellen
bei zunehmender GroBe zunimmt. Die Tunica albuginea fluoresziert stark, das
dariiberliegende Keimdriisenepithel nur schwach oder kaum. Die stirkste positive
Reaktion fiir WGA ist an der Zona pellucida nachweisbar sowie in den Resten der
atretischen Follikel und im Lumen der Thekadriisen. Bereits in den
Primirfollikeln kann man eine beginnende Zonabildung erkennen. Im Zytoplasma
einiger Granulosazellen sind auch schwache bis deutliche Reaktionen mit WGA

wahrnehmbar. Diese sind in der Corona radiata deutlich stirker ausgeprégt.

Bild 46: Ovar Katze, Sekundirfollikel, WGA

Im Ooplasma (1) des Sekundirfollikels ist keine Fluoreszenz zu detektieren, im
Gegensatz zu den Granulosazellen (2), bei denen im Zytoplasma deutliche granulére
Reaktionen nachweisbar sind. Die Zona pellucida (Pfeil) reagiert sehr stark positiv.
3 =Dbeginnende Thekaschichten, 4 = Thekazellen

Das Ooplasma ist vakuolisiert und die Zona pellucida ist in Falten gelegt. Diese
Morphologie weist darauf hin, dass der Follikel bereits der Atresie verfallen ist.

SB =40um
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Bild 47: Ovar Katze, Thekadriise, WGA

Das Lumen der Thekadriise (2) zeigt eine sehr starke Fluoreszenz, wohingegen die
Thekazellen (1) keine Reaktion zeigen.

3 = Bindegewebe

SB =40 pm

Bild 48: Ovar Katze, Tertiirfollikel, WGA

In dem Tertidrfollikel reagiert nur die Zona pellucida (Pfeilspitze) stark positiv. In der
Follikelhohle (3) ist auch eine deutliche Fluoreszenz zu detektieren.

1 = Thekaschichten, 2 = Granulosazellen, 3 = Follikelhohle, 4 = Corona radiata,

5 = Eizelle

SB = 100um
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1.2.3. Wheat germ Agglutinin succinyliert (WGAs)

Das succinylierte WGA (WGAs) reagiert im Ovar der Katze insgesamt etwas
schwicher als das Lektin WGA. Die Zona pellucida zeigt meist eine starke
Fluoreszenz und ist bereits ab dem Stadium des Primairfollikels zu erkennen. Die
Granulosazellen reagieren hiufig nur schwach oder nicht. Lediglich in der Corona
radiata ist in einigen Schnitten eine stirkere Fluoreszenz zu detektieren. In der
Tunica albuginea sind ebenso Bindungsstellen fiir WGAs vorhanden, wie auch in
einigen Bereichen des Keimdriisenepithels. Die Reste der atretischen Follikel
reagieren stark positiv und in vereinzelten Follikeln ist im Ooplasma eine
schwache granuldre Fluoreszenz nachzuweisen. Bei einigen Tertidrfollikeln ist im

Antrum folliculi eine stark positive Reaktion zu erkennen.

Bild 49: Ovar Katze, Ovarrinde, WGAs

Das Keimdriisenepithel (Pfeil) zeigt sehr stark positive Reaktionen mit dem FITC-
markierten WGAs. Die darunterliegende Tunica albuginea (1) zeigt eine starke
Fluoreszenz.

Die Primordialfollikel (2) fluoreszieren granulér in ihrem Ooplasma.

SB =40pum
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Bild 50: Ovar Katze, Sekundirfollikel, WGAs

In dem Sekundérfollikel reagiert vor allem die Zona pellucida (Pfeilspitze). Im Ooplasma
(1) ist kaum Fluoreszenz zu erkennen. Auch die Granulosazellen (3) und die beginnende
Corona radiata (2) zeigen in diesem Follikel keine nennenswerte Fluoreszenz.

Pfeile = stark positive Reaktionen einzelner Zellen in der Thekaschicht

SB =40um
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1.24. Pisum sativum Agglutinin (PSA)

Die Behandlung mit FITC-markiertem PSA ergibt eine deutliche granuldre Fluoreszenz
im Ooplasma der Eizellen verschiedener Follikelstadien. Das Zytoplasma der
Granulosazellen zeigt nur im perinukleéren Bereich eine deutliche Fluoreszenz und zwar
ab dem Stadium des Primérfollikels. Diese Lokalisation kann dem Golgi-Feld der
Granulosazellen zugeordnet werden. Die Zona pellucida der Follikel weist auch
Bindungsstellen fiir PSA auf. Im Bindegewebe sind je nach Lokalisation Reaktionen
unterschiedlicher Stirke zu finden. In den meisten Bereichen ist eine schwache bis
deutliche Fluoreszenz zu erkennen. Die Tunica albuginea zeigt durch ihre meist starke
Reaktion das Vorhandensein vieler PSA-Bindungsstellen. Im Lumen der Gefidl3e ist eine
sehr starke Fluoreszenz zu erkennen. Die Thekaluteinzellen des Gelbkorpers weisen

erheblich mehr Bindungsstellen fiir PSA auf, als die Granulosaluteinzellen.

Bild 51: Ovar Katze, Primordialfollikel, PSA

Im Ooplasma der Primordialfollikel (2) ist deutliche granulire Fluoreszenz (Pfeile) zu
erkennen.

1 = Tunica albuginea, 3 = Bindegewebe

SB =40um
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Bild 52: Ovar Katze, Ovarrinde, PSA

Vor allem das Bindegewebe (5) reagiert deutlich positiv mit PSA-FITC. Dazwischen sind
auch stark positive Blutgefille (Pfeile), bzw. die darin enthaltenen Erythrozyten zu
erkennen.

1 = Primordialfollikel, 2 = Sekundarfollikel, 3 = Tertidrfollikel, 4 = Thekaschichten

SB = 100pum

Bild 53: Ovar Katze, Gelbkorper, PSA

Die Granulosaluteinzellen (1) zeigen kaum Reaktionen, wohingegen einige
Thekaluteinzellen (3) in ihrem Zytoplasma deutlich fluoreszieren.

2 = Bindegewebe, Pfeilspitzen = Fetttropfchen

SB = 100pum
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Bild 54: Ovar Katze, Tertidrfollikel, PSA

Im Ooplasma (1) der Eizelle ist keine nennenswerte Reaktion zu detektieren. Die Zona
pellucida (Pfeil) fluoresziert deutlich. Im Zytoplasma der Granulosazellen (4) ist
perinukledr im Bereich des Golgi-Feldes eine deutliche Fluoreszenz zu erkennen.

2 = Nukleus, 3 = Corona radiata, 5 = Follikelhohle

SB =40pum
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1.2.5. Phaseolus vulgatis Erythroagglutinin (PHAE)

Die Bindungsstellen fiir PHAE befinden sich im Ovar der Katze vorwiegend in
der Tunica albuginea und dem dariiberliegenden Keimdriisenepithel. Dort sind
meist deutliche bis starke Reaktionen wahrnehmbar, die sich jedoch an Intensitét
je nach Lokalisation und Probe unterscheiden. In den Thekazellen in der Theca
interna und in den Thekadriisen ist eine schwache bis deutliche Fluoreszenz zu
erkennen. Im Tertidrfollikel farbt sich vor allem die Zona pellucida deutlich an.
Daneben weist auch die Theca interna mit den enthaltenen Thekazellen vermehrt
PHAE-Bindungsstellen auf. Auch in den atretischen Follikeln, die Reste der Zona
pellucida beinhalten, fluoresziert diese deutlich. Schwache Reaktionen sind in

vielen Strukturen im felinen Ovar zu detektieren.

Bild 55: Ovar Katze, Ovarrinde, PHAE

Das Keimdriisenepithel (Pfeil) zeigt eine starke Fluoreszenz. Die darunterliegende Tunica
albuginea (1) fluoresziert deutlich.

2 = Primordialfollikel, 3 = Sekundérfollikel, 4 = Follikelhohle eines Tertidrfollikels,

5 = Thekazellen

SB = 100pum
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Bild 56: Ovar Katze, Tertidrfollikel, PHAE

Bei diesem Tertidrfollikel zeigt die Zona pellucida (Pfeil) eine starke Fluoreszenz.
1 = Eizelle, 2 = Corona radiata, 3 = Follikelhohle
SB =40um

Bild 57: Ovar Katze, atretische Follikel, PHAE

Bei den Uberresten der atretischen Follikel (1) reagieren nur die Reste der Zona pellucida
(Pfeile) deutlich.
SB =40um
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1.2.6. Viscum album Agglutinin (VAA)

Das Lektin VAA zeigt deutliche Reaktionen bei den Thekazellen in der Theca
interna von Tertidrfollikeln oder in Thekadriisen. Im Gelbkorper ist auch bei den
Granulosaluteinzellen eine deutliche Bindung von VAA zu detektieren. Die
Granulosazellen reagieren lediglich in den Tertidrfollikeln schwach. Das restliche

Gewebe zeigt keine Reaktion bei Behandlung mit VAA.

Bild 58: Ovar Katze, Wand eines degenerierenden Follikels, VAA

In das ehemalige Lumen (1) des degenerierenden Follikels sind Zellen eingewandert. Die
Thekazellen (2) der Theca interna hypertrophieren und zeigen in ihrem Zytoplasma eine
schwache bis deutliche Reaktion mit VAA.

3 = Bindegewebe mit Gefdlen (vereinzelt im Lumen starke Reaktionen)

SB = 50um
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1.2.7. Sambucus nigra Agglutinin (SNA)

Die glykohistochemischen Untersuchungen der felinen Ovarien zeigen eine
Bindung von SNA in vielen Strukturen des Ovars. Bereits in den
Primordialfollikeln sind im Ooplasma vereinzelt schwache, granulire Reaktionen
zu detektieren. Die Primarfollikel zeigen in ihrem Zytoplasma in einigen
Bereichen granulire Fluoreszenz. In den Sekundir- und Tertidrfollikeln weist die
innere Schicht der Zona pellucida deutlich mehr Bindungsstellen fiir SNA auf als
die duBere. In den Tertidrfollikeln reagieren einzelne Zellen der Corona radiata
oder Granulosazellschicht in ihrem Zytoplasma stark positiv neben anderen, deren
Zytoplasma keine Reaktion zeigt. Im Gelbkorper wird vor allem in den
Granulosaluteinzellen eine starke zytoplasmatische, granuldre Fluoreszenz
beobachtet. Die Tunica albuginea reagiert meist stark positiv, das dariiberliegende

Keimdriisenepithel in einigen Bereichen sogar sehr stark positiv.

Bild 59: Ovar Katze, Ovarrinde, SNA

Unter dem Keimdriisenepithel (Pfeil) befindet sich die Tunica albuginea (1). Die
Primordialfollikel (2) zeigen keine Reaktion mit SNA. Das dazwischenliegende
Bindegewebe (Pfeilspitzen) fluoresziert stark positiv.

3 = Primérfollikel

SB =50um
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Bild 60: Ovar Katze, Ubersicht, SNA

Die Thekazellen (1) der Thekadriisen zeigen keine Reaktion, das dazwischenliegende
Bindegewebe hingegen fluoresziert stark. Auch in der Follikelhohle (2) ist eine starke
Fluoreszenz zu erkennen. Die Granulosazellen (3) sind vorwiegend negativ, aber einzelne
Zellen in den mittleren oder antralen Schichten (Pfeilspitzen) reagieren in ihrem
Zytoplasma stark positiv mit SNA.

4 = Thekaschichten

SB = 100pum

Bild 61: Ovar Katze, Tertidrfollikel, SNA

Die Zona pellucida (2) reagiert stark mit SNA. Die an die Zona pellucida angrenzenden
Corona radiata Zellen (3) sind vorwiegend negativ, dazwischen reagieren aber auch
einzelne Zellen (Pfeile) stark in ihrem Zytoplasma.

1 = Ooplasma, 4 = Follikelhohle

SB =40pm
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Bild 62: Ovar Katze, Ovarrinde, SNA

Das Keimdriisenepithel (Pfeil) reagiert stark positiv, auch die direkt darunterliegende
Schicht der Tunica albuginea fluoresziert. Im Ooplasma einiger Primordialfollikel (1) ist
eine granulédre Fluoreszenz zu detektieren. Im perinukledren Bereich der Granulosazellen
des Tertidrfollikels (2) ist eine leicht positive Reaktion zu erkennen. In dem gréBeren
Tertidrfollikel (4) sind bei einigen vorwiegend antralen Granulosazellen (Pfeilspitzen)
starke zytoplasmatische Reaktionen erkennbar.

3 = atretischer Follikel

SB =100pum

1.2.8. GSAI,MAAIL RCA, SJA, PHA L

Die Lektine Griffonia simplicifolia Agglutinin I (GSA I), Maackia amurensis
Agglutinin I (MAA 1), Sophora japonica Agglutinin (SJA) und

Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (PHA L) zeigten keine positive Reaktion im
Ovargewebe der Katze.

Lediglich bei Ricinus communis Agglutinin (RCA) waren in den Granulosazellen

der Sekundir- und Tertidrfollikel schwache Reaktionen nachzuweisen.
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1.3. Immunhistochemische Untersuchungen
1.3.1. Pancytokeratin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundér- | Tertidr- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - (wenige ++) | - - - -
Oo - - - - -
GZ - - - - -
(wenige +++)
ZK - - - - -
VA Y - - -
Fh - - -
Ti -
Te -
CR -
GK TL GL BG BGW
Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE
Gewebe
- - - +++ +++
Tabelle 8: Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratinen
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefifle, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
= Granulosaluteinzellen,

Fh =
Gz =

Follikelhohle,
Granulosazellen,

GK =
KDE

Gelbkorper,
Keimdriisenepithel,

GL

Oo

Ooplasma,

TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida
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Bei allen untersuchten Schnitten ist das Keimdriisenepithel deutlich positiv,
ebenso wie das Rete ovarii und Anschnitte des Eileiters, die auf einigen der
untersuchten Schnitte vorhanden waren. Das restliche Ovargewebe mit den
enthaltenen Funktionsgebilden ist negativ. Nur vereinzelte Primordialfollikel sind
von stark positivem Follikelepithel umgeben. Bei diesen farben sich sowohl
Granulosazellen, als auch Basalmembran dunkelbraun an. Die meisten jedoch

sind negativ und zeigen keine immunhistochemische Reaktion.
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Bild 63: Ovar Katze, Ovarrinde,
immunhistochemischer Nachweis von
Zytokeratinen

Das isoprismatische Keimdriisenepithel
(Pfeil) reagiert stark positiv, wohingegen alle
anderen Strukturen in der Ovarrinde negativ
sind.

1 = Tunica albuginea, 2 = Primordialfollikel,
3 = Fibrozyten

SB=100um

a | )
Bild 65: Ovar Katze, intraovarielles Rete,
immunhistochemischer Nachweis von
Zytokeratinen

Das in dem abgebildeten Bereich
isoprismatische, einschichtige Epithel (Pfeil)
des Rete ovarii zeigt eine starke Reaktion.

1 = Lumen, 2 = Bindegewebe

SB =100 pm

Bild 64: Ovar Katze, Primordialfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Zytokeratinen

Vereinzelte Primordialfollikel in der
Ovarrinde zeigen ein deutlich positives
Follikelepithel (Pfeile) neben einer groflen
Anzahl Primordialfollikel (1), die keine
Reaktionen der Granulosazellen aufweisen.
2 = Tunica albuginea, 3 = Fibrozyten

SB= 40pum

Bild 66: Ovar Katze, atretischer Primir-
/Primordialfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Zytokeratinen

Um einen der Atresie verfallenen Follikel (3)
reagiert das verbleibende Follikelepithel
(Pfeil) deutlich positiv. (Das
Keimdriisenepithel ist in diesem Bereich
fixationsbedingt nicht vollstindig erhalten.)

1 = Primordialfollikel, 2 = Tunica albuginea

SB = 40um
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1.3.2. Vimentin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundéar- | Tertiar- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM +- - - - -
Oo +- - - - -
GZ + ++ + + (v.a. basal) +-
/K - - - - -
ZP - - -
Fh - -
Ti +
Te ++
CR ++ (v.a. Zyto-
plasmaauslaufer

GK TL GL BG BGW

- ++ - +-

(Endothel +)

Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE
Gewebe

++ +++ ++ +- -

(Zytoplasma)

Tabelle 9: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = BlutgefiBle, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
= Granulosaluteinzellen,

Fh =
Gz =

Follikelhohle,

Granulosazellen,

GK =
KDE

Gelbkorper,

GL
=  Keimdriisenepithel,

Oo =

Ooplasma,

TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida
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Der immunhistochemische Nachweis von Vimentin ergibt in zahlreichen
Strukturen des Ovars eine positive Reaktion. Besonders stark reagieren die
Granulosazellen der verschiedenen  Follikelstadien, wobei sich die
Granulosazellen je nach Lage und Position im Follikel unterschiedlich verhalten.
Die an der Follikelwand basal sowie die zur Follikelhohle luminal gelegenen
Granulosazellen farben sich deutlich an, ebenso wie die, die Eizelle direkt
umschlieenden, und mit ihr in Kontakt stehenden Granulosazellen, welche die
innerste Schicht der Corona radiata bilden. Die Zytoplasmaausldufer, die von den
Follikelzellen in Richtung Zona pellucida bzw. Eizelle entlassen werden, sind
durch eine intensive Anfirbung deutlich zu erkennen. Die Reaktion der
Granulosazellen mit dem Vimentin-Antikérper nimmt jedoch mit zunehmender
FollikelgroBe ab, ebenso wie bei atretischen Follikeln.
Die groflen Luteinzellen der Gelbkorper sowie die Thekaluteinzellen der Theca
folliculi interna und der Thekadriisen zeigen ein stark positives Zytoplasma.
Auch das Bindegewebe reagiert an einigen Stellen deutlich positiv, vor allem die
Tunica  albuginea und die Theca externa der  Tertidrfollikel.
Die in atretische Follikel in die Follikelwand und ehemalige Follikelhohle

einwandernden Zellen zeigen ebenso einen positiven Vimentinnachweis.
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Bild 67: Ovar Katze, Rinde,
immunhistochemischer Nachweis von
Vimentin

Das Keimdriisenepithel (Pfeil) zeigt keine
Reaktion mit Vimentin. Die darunterliegende

Tunica albuginea (1) reagiert deutlich positiv.

Um die Primordialfollikel (2) herum farbt
sich eine diinne Basalmembran (Pfeilspitzen)
an.

SB=40pm

. R L
Bild 69: Ovar Katze, Tertiarfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Vimentin

Die Oozyte (1) ist von den Corona radiata
Zellen (2) umschlossen. Diese entlassen
Zytoplasmafortsitze (Pfeilspitzen) in
Richtung der Eizelle, die das stérkste
Anfarbeverhalten zeigen. Die
Granulosazellen (3) farben sich vor allem
basal am deutlichsten an.

Pfeil = Basalmembran

SB =40 um

Bild 68: Ovar Katze, polyoozytirer
Sekundérfollikel, immunhistochemischer
Nachweis von Vimentin

Der polyoozytdre Sekundérfollikel enthélt
zwei Eizellen (1). Die umliegenden
Granulosazellen (2) zeigen eine deutliche
Reaktion, vor allem die zwischen beiden
Eizellen gelegenen.

3 = Thekazellen, 4 = Primérfollikel

SB= 40um

Bild 70: OvarKatze, Thekadriise,
immunhistochemischer Nachweis von
Vimentin

Das zentral gelegene Bindegewebe (1) zeigt
keine Reaktion mit dem Vimentin-
Antikorper. Das Zytoplasma der Thekazellen
(2) zeigt eine deutliche Reaktion.

SB = 40um
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1.3.3. Laminin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundéar- | Tertidr- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM + + + ++ +
Oo - - -/+- +- ]
GZ - - +- +- -
(luminal)
/K - - - -
(Nukleolus+-) | (Nukleolus+-) (Nukleolus+-)

/P - -
Fh - -
Ti 4
Te +
CR +-
GK TL GL BG BGW

- - Endothel + |+

T. muscularis
++

Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE
Gewebe

+- 4+ +- - +- - (BSM+)
Tabelle 10: Immunhistochemischer Nachweis von Laminin
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefifie, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
Fh = Follikelhohle, GK = Gelbkoérper, GL = Granulosaluteinzellen,
GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, Oo = Ooplasma, T. = Tunica,
TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida
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Der immunhistochemische Nachweis von Laminin zeigt vorwiegend positive
Reaktionen an der, den Follikel umgebenden, Basalmembran. Auch die zwischen
dem Keimdriisenepithel und der Tunica albuginea gelegene Basalmembran
reagiert schwach positiv. An den Gefdlen sieht man am Endothel aller Gefélle
eine Anfirbung, sowie eine stidrkere Anfarbung an der Tunica muscularis von
arteriellen GefaBlen. Das Bindegewebe reagiert unterschiedlich, je nach

Lokalisation, so 1ist es beispielsweise im kortikalen Bereich um die

Primordialfollikel intensiv braun angefdrbt, wohingegen die im Lumen der

Thekadriisen befindlichen Bindegewebsfasern nicht

Vereinzelt

reagieren.

auftretende Muskelfaserbiindel zeigen auch einen positiven Nachweis.

=S

Bild 7 1 var Ke, Sekundirfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

In dem Follikel selbst siecht man nur eine
schwache Reaktion der Granulosazellen (2)
und evtl. eine geringe Anfarbung des
Oolems, welches die Eizelle (1) umgibt.
Die den Follikel umschlie3ende
Basalmembran und der daran anschlie3ende
innere Anteil der sich bildenden Theca
interna (3) farben sich deutlich braun.

SB=40um

Bild 72: Ovar Katze, Tertiarfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

Das Ooplasma (1) des Tertidrfollikels farbt
sich auch schwach braun an. Die Zona
pellucida wird nicht angeférbt, allerdings die
Zytoplasmafortsitze (Pfeilspitzen) der
Corona radiata Zellen (2). Deren Zytoplasma
farbt sich auch schwach an, wie das der
gesamten Granulosazellen (4). Die
Basalmembran (Pfeil) zeigt eine starke
Reaktion.

3 = Cumulus oophorus, 5 = Mitosefiguren

SB = 40pum
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Bild 73: Ovar Katze, Tertiéirfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

Der lumenseitige Anteil der Granulosazellen
(2) farbt sich deutlicher an als die mittleren
Schichten.

Die Thekazellen (3) zeigen keine oder nur
eine geringe Anférbbarkeit. Das
Bindegewebe (4) in der Theca externa
hingegen reagiert deutlich positiv.

1 = Follikelhohle

SB =40 um

Bild 75: Ovar Katze, Thekadriisen,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

Die Thekazellen (1) in den interstitiellen
Driisen zeigen keine Reaktion im Gegensatz
zu dem dazwischen liegenden Bindegewebe
mit enthaltenen Gefalen (Pfeile). Das im
Zentrum der Driise liegende Bindegewebe
(2) bleibt negativ.

SB=40pum

Bild 74: Ovar Katze, Ovarrinde,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

Das Keimdriisenepithel (Pfeil) ist negativ
und die darunter liegende Tunica albuginea
(3) farbt sich nur schwach an. Die
Basalmembran (Pfeilspitzen) um die
Primordialfollikel (2) férbt sich deutlich an.
1 = Bindegewebe

SB =40um

Bild 76: Oar Katz, Gelbkérper,
immunhistochemischer Nachweis von
Laminin

Die Granulosaluteinzellen (1) farben sich
nicht, oder nur kaum an. Das zwischen den
Luteinzellen liegende Bindegewebe enthélt
kleine Gefille, deren Basalmembran (Pfeile)
eine deutliche Reaktion zeigt. Das zentral
gelegene Bindegewebe (2) ist negativ. Die
darin liegenden Gefédfe (3) reagieren in der
Tunica media stark positiv.

Pfeilspitzen = Fetttropfchen

SB =40pum



IV. Ergebnisse 94
1.3.4. Desmin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundéar- | Tertiar- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo - - - - -
GZ - - - - -
/K - - - - -
ZP - - -
Fh - - -
Ti -
Te -
CR -
GK TL GL BG BGW

- - T. muscularis | -

+/-

Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE
Gewebe

- - - +/- -

glatte

Muskelzellen

+
Tabelle 11: Immunhistochemischer Nachweis von Desmin
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefifle, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
= Granulosaluteinzellen,
GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, Oo = Ooplasma, T. = Tunica,
TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida

Fh =

Follikelhohle,

GK =

Gelbkorper,

GL
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Der immunhistochemische Nachweis von Desmin zeigt nur in sehr wenigen im
Ovar der Katze vorkommenden Strukturen eine positive Reaktion. Alle im Ovar
vorkommenden Funktionsgebilde sind negativ. Sogar die in der Ovarrinde
vorkommenden Gefile fiarben sich nicht an. Lediglich vereinzelt im Ovar
vorkommende glatte Muskelfasern, sowie die im Markbereich, Mesovar und
Hilusbereich vorkommenden Gefille zeigen in der Tunica muscularis eine
schwach positive Reaktion. Die im Ovarmark und Mesovar zu Biindeln
zusammengelagerten Muskelzellen zeigen eine deutlich positive Reaktion. Ebenso

reagieren in dem stromalen Gewebe unterhalb des Rete ovarii vereinzelt Zellen.

)

Bild 77: Ovar Katze, intraovarielles Ree, Bild 78: Ovr Katze, Gefilie,

immunhistochemischer Nachweis von immunhistochemischer Nachweis von
Desmin Desmin

Unterhalb des einschichtigen Samtliche im Ovar vorkommenden
isoprismatischen Epithels (Pfeil), des Rete Strukturen reagieren negativ. Sogar die
ovarii, reagieren einzelne im stromalen Tunica media der, im Ovar befindlichen
Bindegewebe (1) befindliche Zellen Blutgefilie (Pfeile), zeigt keine Reaktion.
(Pfeilspitzen). 1 = Follikelepithel, 2 = Thekadriisen,

3 = Bindegewebe
SB=40um
SB =40pm
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Bild 79: Ovar Katze Varmar,
immunhistochemischer Nachweis von
Desmin

Die zwischen den Bindegewebszellen (2)
vorhandenen Muskelzellen (3) férben sich
deutlich positiv an.

1 = Primérfollikel, 4 = lockeres
Bindegewebe,

Pfeil = Blutgefal3

SB =40 um
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1.3.5. Synemin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundér- | Tertidr- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo + + + + +
GZ - - +- (apikal) | -/+- (apikal) | -
ZK - - - - -
7P - - -
Fh - - -
Ti -
Te -
CR -/+- (apikal)
GK TL GL BG BGW
- +- - -
Sonstiges | BGW TA D Rete KDE
Gewebe
+- +- - - o+
Tabelle 12: Immunhistochemischer Nachweis von Synemin
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefile, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
= QGranulosaluteinzellen,

Fh =
Gz =

Follikelhohle,
Granulosazellen,

GK =
KDE

Gelbkorper,

GL

Keimdriisenepithel, Oo
TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida

Ooplasma,

Theca interna,
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Die zwei beim immunhistochemischen Nachweis von Synemin deutlich
reagierenden Strukturen sind das Keimdriisenepithel und das Ooplasma der
Eizellen. Die Epithelzellen des Oberflachenepithels zeigen sowohl im Zellkern,
als auch im Zytoplasma positive Reaktionen. Die Reaktion des Ooplasmas ist bei

allen Follikelstadien nachweisbar, nimmt jedoch leicht ab in Korrelation zur

Zunahme der Follikelgrofe.

Bild Ozva ze polyoozytar Bildl: Ovar Katze, Rinde,
Sekundirfollikel, immunhistochemischer immunhistochemischer Nachweis von
Nachweis von Synemin Synemin

Das Ooplasma (1) der zwei, in dem
Sekundérfollikel enthaltenen Eizellen, farbt sich Das Keimdriisenepithel (Pfeil) zeigt eine stark
deutlich an. Die Granulosazellen (2) sowie die positive Reaktion. In der darunterliegenden

umliegenden Fibrozyten (3) und die Tunica albuginea (1) reagieren nur vereinzelte
Thekazellen (4) sind negativ. Zellen.

Auch das Ooplasma der Primordialfollikel (2)
SB=40pm farbt sich an.

3 = Thekazellen

SB = 40pum
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Bild 82: Ovar Katze, Tertiirfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Synemin

Das Ooplasma (1) der Eizelle reagiert nur
schwach, am ehesten direkt unter dem Oolemn.
Die Granulosa- (4) und Corona radiata Zellen
(3) zeigen keine Reaktion.

2 = Zona pellucida

SB =40 um
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1.3.6. Tubulin
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundéar- | Tertiar- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo - - - - -
GZ + ++ (CP) ++ (CP) ++ (CP) ++ (CP)
ZK - - - - -
ZP - - -
Fh - - +-
Ti - +
Te + +
CR ++ (CP)
GK TL GL BG BGW

+- + + (T. media) | +-
Sonstiges | BGW TA D Rete KDE
Gewebe

+- - +- (Lutt) ++ (CP) | -

hoch>iso>flach

Tabelle 13: Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefile, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CP = Zytoplasma,
CR = Corona radiata, Fh = Follikelh6hle, GK = Gelbkdrper, GL = Granulosaluteinzellen,
= Lumen, Oo = Ooplasma,

GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, Lu
Tunica, TA = Tunica albuginea, TD =

T. =

Thekadriisen, Te = Theca externa,

Ti = Theca interna, TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida
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Der immunhistochemische Nachweis von Tubulin ergibt deutlich positive
Reaktionen im Zytoplasma der Granulosazellen von Follikeln verschiedener
Stadien. Auch die Zytoplasmafortsitze sind durch ihre Reaktion mit Tubulin gut
zu erkennen. Das Bindegewebe farbt sich in einigen Bereichen deutlich an, so z.B.
in der Theca externa um den Follikel herum. Andere Regionen zeigen keine
Reaktion des Bindegewebes. In den Gefdllen reagiert vor allem die Tunica media
positiv. Die Thekazellen der Thekadriisen zeigen eine schwache Reaktion im
Zytoplasma, wohingegen das zentral gelegene Gewebe sich hiufig intensiv
anfarbt. Das zwischen den in konzentisch angeordenten Stringen von Thekazellen
gelegene Bindegewebe ist meist negativ. Beim Rete nimmt die Intensitit der
Reaktion mit der Hohe des Epithels zu, vom intraovariellen, iiber das konnektive,

bis hin zum extraovariellen Rete. Im Corpus luteum reagieren primér die

Granulosaluteinzellen und die Geféfe.

- T N ] 2 ¢ o &

Bild 83: Ovar Katze, Rete ovarii, Bild 84: Ovar Katze, Gelbkéorper,
immunhistochemischer Nachweis von immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin Tubulin

Sowohl in den Epithelzellen des Rete (2), als  Die groBen Luteinzellen oder
auch im Lumen (1) sind positive Reaktionen = Granulosaluteinzellen (1) zeigen im
zu verzeichnen. Zytoplasma Reaktionen unterschiedlicher
Vor allem die luminale Seite der Stirke. Das Zytoplasma der kleinen
Epithelzellen (Pfeil) und auch die im Lumen  Luteinzellen oder Thekaluteinzellen (2) farbt
enthaltenen Sekretionsprodukte oder Zellen sich auch schwach an. Die dazwischen
(Pfeilspitzen) zeigen eine starke Reaktion mit liegenden Bindegewebszellen (3) und Gefal3e
dem Tubulin-Antikorper. zeigen hier keine Reaktion.
3 = stromales Bindegewebe

SB =40um
SB=40um
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Bild 85: Ovar Katze, Primordialfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

Die einschichtigen Granulosazellen (Pfeil)
um die Primordialfollikel (2) zeigen eine
deutlich positive Reaktion. Die Thekazellen
(1) sind negativ.

SB =40 pum

ll 7: Ovar Kae, Thekaruse,
immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

Im Lumen der Thekadriise sind Reste eines
atretischen Follikels. Das ehemalige Lumen
(1) ist vollstédndig von Zellen ausgefiillt,
deren Zytoplasma deutlich positiv reagiert.
Das umliegende und zwischen den
Thekazellen befindliche Bindegewebe
(Pfeile) zeigt keine Reaktion.

2 = Thekazellen, 3 = Blutgefal3

SB =40um

Bild 86: Ovar Katze, Sekundirfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

Die die Eizelle (1) umgebenden
Granulosazellen (2,3) weisen in ihrem
Zytoplasma stark positive Reaktionen mit
dem Tubulin Antikdrper auf.

2 = beginnende Corona radiata,

3 = basale Schicht der Granulosazellen,
Pfeil = Basalmembran

SB=40pum

Bild 88: Ovar Katze, Tertiirfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

Die Granulosazellschicht (2) zeigt eine starke
Reaktion mit dem Tubulin-Antikorper. In der
daran anschlieBenden Theca interna (3), aus
Thekazellen und Fibrozyten reagieren nur
vereinzelt Zellen, wohingegen die Zellen und
Gefille in der Theca externa (4) eine
deutliche Anfarbung zeigen.

1 = Lumen, 5 = Thekazellen

SB =40um
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1.3.7. SMA
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundér- | Tertiar- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - + (manche) | + (manche) | +- +-
Oo - - - - -
GZ - - - - -
/K - - - - -
ZP - - -
Fh - - -
Ti +(TZ-) +
Te ++ ++
CR - -
GK TL GL BG BGW
- - 4+ +-
(Endothel-)
A>>V
Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE
Gewebe
++ - -(BG+++ & | - -
BGW +)
Tabelle 14: Immunhistochemischer Nachweis von SMA
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,
+++ = sehr stark positiv
A = Arterien, BG = Blutgefile, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran,

CR = Corona radiata, Fh = Follikelh6hle, GK = Gelbkdrper, GL = Granulosaluteinzellen,
Keimdriisenepithel, Oo
TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, TZ = Thekazellen, V = Venen, ZK = Zellkern, ZP = Zona

Gz =

pellucida

Granulosazellen,

KDE =

Ooplasma,
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Der immunhistochemische Nachweis von SMA am felinen Ovar erzielt an den die
Follikel umgebenden Basalmembranen mancher Follikel schwach positive, bis
deutlich positive Ergebnisse. Die Theca interna der Tertidrfollikel zeigt eine
deutlich positive Reaktion aller Zellen, mit Ausnahme der Thekazellen. In der
daran anschlielenden Theca externa sind noch starkere Reaktionen zu detektieren,
sowohl bei den vitalen, als auch bei den atretischen Follikeln. Daher scheinen
diese Zellen kontraktile Eigenschaften zZu besitzen.
Die stirkste Reaktion mit dem SMA-Antikorper ist in der Tunica media der
BlutgefiBle nachweisbar, wobei Arterien viel stirker als Venen reagieren.
Je nach Lokalisation sind unterschiedliche Reaktionen des Bindegewebes zu
verzeichnen.

Die in atretische Follikel eingewanderten und ihn umgebenden
Bindegewebszellen  und  Gefille sind  stark  braun  angefarbt.
Auch das unter dem Rete ovarii gelegene stromale Bindegewebe zeigt Reaktionen
einzelner Fibrozyten und der Blutgefie. Die in der Rinde befindlichen
Fibrozyten und Fibroblasten reagieren in einigen Bereichen positiv auf den SMA-
Antikdrper.

Die Tunica albuginea, die Thekazellen, Luteinzellen und die Granulosazellen
zeigen keine Reaktion mit dem SMA-Antikorper, also zeigen keinen Hinweis auf

kontraktile Elemente.
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Bild 89: Ovar Katze, Primar-
Sekundirfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
SMA

In der Ovarrinde befinden sich zwei Follikel
im Ubergangsstadium vom Primér- zum
Sekundérfollikel (1). Das den Follikel
umgebende Bindegewebe (2) reagiert
deutlich mit dem SMA-Antikorper. Die
Thekazellen (3) zeigen keine Reaktion.

SB =40 um

Bild 91: Ovar Katze, Tertiéirfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
SMA

Die Granulosazellschicht (2) sowie die
meisten Zellen der Theca interna (3) zeigen
keine Reaktion mit dem SMA-Antikorper.
Die Bindegewebszellen (4) und die Gefalle
(Pfeil) der Theca externa sind stark positiv.
Die umliegenden Ansammlungen von
Thekazellen (5) zeigen nur in den Gefdflen
sowie im sie umgebenden Bindegewebe
(Pfeilspitzen) eine positive Reaktion. Der
Grofteil des im Ovar vorhandenen
Bindegewebes (6) ist negativ.

1 = Follikelhohle

SB=40um

Follikel, immunhistochemischer
Nachweis von SMA

Die Eizellen (2) und das Follikelepithel (1)
des polyoozytéren Follikels im
Ubergangsstadium vom Sekundir- zum
Tertidrfollikel sind negativ. Das umliegende
Gewebe, welches bereits zu Thekaschichten
differenziert ist, zeigt vor allem in der Theca
externa (5) eine deutliche Reaktion.

3 = atretischer Follikel, 4 = Primérfollikel,

6 = Thekazellen

SB =100 pm

i N v o
Bild 92: Ovar Katze, atretsce Follikel,
immunhistochemischer Nachweis von
SMA

Die zur Follikelhdhle (1) gelegenen Anteile
der bereits modifizierten Follikelwand (Pfeil)
reagieren positiv. In die Follikelwand sind
bereits Thekazellen (2) eingewandert und
auch zahlreiche Blutgefile (Pfeilspitzen)
sind dort zu finden. Die umliegende,
verbreiterte Theca externa Schicht (3) zeigt
eine deutliche Reaktion mit dem SMA-
Antikdrper.

SB = 100um
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Bild 93: Ovar Katze, Gelbkérper,
immunhistochemischer Nachweis von
SMA

Die Granulosaluteinzellen (1) sind wie das
zwischen den Luteinzellen befindliche
Bindegewebe (2) vorwiegend negativ. Nur
samtliche Gefialle (Pfeile) reagieren stark
positiv.

SB = 40pum

il : Ov Katze, Rete ovarii,
immunhistochemischer Nachweis von
SMA

Das Epithel (Pfeil) des intraovariellen Rete
zeigt keine Reaktion mit dem SMA-
Antikorper. Allerdings reagieren im
darunterliegenden stromalen Bindegewebe
(2) liegende Gefdfe (Pfeilspitzen) stark
positiv.

SB =40um
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1.3.8. S100

Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundér- | Tertidr- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo -(einzelne +) | - - - -
GZ - - - - -
ZK - - - - -
Zp - +- s
Fh +- +
Ti o
Te +
CR -
GK TL GL BG BGW
+- ++ - - (Kapsel++)
Sonstiges | BGW TA D Rete KDE
Gewebe
- bis ++ -(+) +++ (Lu-) |- -

Tabelle 15: Immunhistochemischer Nachweis von S100

Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,
+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefile, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
Fh = Follikelhohle, GK = Gelbkorper, GL = Granulosaluteinzellen,
GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, Lu = Lumen, Oo = Ooplasma,
TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida
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Der S100 Antikorper konnte nur bei wenigen Primordialfollikeln im Ooplasma binden.
Die deutlichste Reaktion erfolgte an der Theca interna, den Granulosaluteinzellen und
den Thekadriisen. Die Reaktionen des Bindegewebes waren je nach Lokalisation stark
unterschiedlich. Die Tunica albuginea war in den meisten Féllen negativ, in manchen
Bereichen konnte jedoch eine schwache Reaktion im Bereich unterhalb des
Keimdriisenepithels detektiert werden. Das die Primordialfollikel umgebende
spinozelluldre Bindegewebe zeigt héufig eine positive Reaktion mit dem S100
Antikorper. Die zwischen den Thekadriisen und in deren Lumen gelegenen
Bindegewebsstrange sind negativ, wie auch das zwischen den Luteinzellen im Gelbkdrper
befindliche Bindegewebe. Lediglich die Kapsel um das Corpus luteum zeigt deutlich
positive Reaktionen. Die BlutgefaBe reagieren nicht mit dem S100 Antikorper, jedoch
sind bei einigen im Lumen starke Reaktionen zu verzeichnen. Das Epithel des Rete ovarii
ist im intraovariellen und konnektiven Teil negativ. Bei zunehmender Epithelhéhe und
Dichte sind auch vereinzelt positiv reagierende Zellen zu erkennen. Im darunterliegenden

stromalen Bindegewebe farben sich vereinzelte Fibrozyten an.
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Bild 95: Ovar atze, varrine
immunhistochemischer Nachweis von
S100

Unter dem Keimdriisenepithel (Pfeil) liegt
die Tunica albuginea (1), von der einige
Zellen mit dem S100-Antikorper reagieren.
Das zwischen den Primordialfollikeln (2)
liegende spinozelluldre Bindegewebe (3)
farbt sich deutlich an. Im Zytoplasma der
Thekazellen (4) sieht man deutlich positive
Reaktionen. Auch einzelne Zellkerne
(Pfeilspitze) farben sich deutlich an.

SB=40um

Bild 97: vr Katze, hekause,
immunhistochemischer Nachweis von
S100

Das im Zentrum der Thekadriisen gelegene
Bindegewebe (2) zeigt keine Reaktion mit
dem S100-Antikdrper. Das Zytoplasma der
Thekazellen (1) reagiert stark positiv.

SB =40um

Bild 9: Ovar Katze, Sekundﬁrfollikel '
immunhistochemischer Nachweis von
S100

Die um den Sekundérfollikel gelegenen
Thekazellen (3) zeigen eine stark positive
Reaktion des Zytoplasmas. Die umliegenden
Bindegewebszellen (4) reagieren nur
schwach.

1 = Oozyte, 2 = Granulosazellschicht

SB =40um

Bild 98: Ovar Katze, Gelbkorper,
immunhistochemischer Nachweis von
S100

Die Granulosaluteinzellen (1) reagieren in
ihrem Zytoplasma positiv. Zwischen diesen
sind auch einige groBe Luteinzellen, die sich
stark positiv anfarben (Pfeile). Die
Thekaluteinzellen (2) farben sich deutlich
schwécher an. Auch das dazwischen liegende
Bindegewebe und die Gefalle (3) reagieren
nicht mit dem S100-Antikorper.

SB =40um
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Bild 99: Ovar Katze, Tertidirfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
S100

In samtlichen Wandschichten des
Tertidrfollikels ist keine Reaktion
nachzuweisen, auller in den Thekazellen der
Theca interna (3), oder der an den Follikel
anschlieBenden Schichten von Thekazellen
(5). Lediglich in der Theca externa (4) kann
man evtl. eine schwache Reaktion erahnen.
1 = Follikelhohle, 2 = Granulosazellschicht
Pfeil = Blutgefal3

SB=40um

- T R {
Bild 100: Ovar Katze, Rete ovarii,
immunhistochemischer Nachweis von
S100

Das Epithel (3) des intraovariellen Rete zeigt
keine Reaktion mit dem S100-Antikorper. Im
stromalen Bindegewebe (1) reagieren
vereinzelte Zellkerne (Pfeile).

2 = Lumen

SB = 40pum
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1.3.9. Connexin 43
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundéar- | Tertiar- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo - - - - -
GZ - + ++ ++ (gr. Follikel | +-
(vereinzelt+) z.T.-)
ZK - - - - -
ZP - - -
Fh - - -
Ti ++ ++
Te - -
CR ++
GK TL GL BG BGW
+- + (ZM+++) | - -
Sonstiges BGW TA TD Rete KDE
Gewebe
R - 4t - -
Tabelle 16: Immunhistochemischer Nachweis von Connexin 43
Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefifle, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,

Fh = Follikelhohle, GK = Gelbkorper, GL = Granulosaluteinzellen, gr. =

grofe,

GZ = Granulosazellen, KDE = Keimdriisenepithel, Oo = Ooplasma, TA = Tunica
albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna, TL =
Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZM = Zellmembran, ZP = Zona pellucida
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Der immunhistochemische Nachweis von Connexin 43 zeigt eine Reaktion in den
Granulosazellen der Follikel, die mit fortschreitendem Wachstum des Follikels auch an
Intensitdt zunimmt. Die Zellkerne zeigen keine Reaktion, nur das Zytoplasma farbt sich
deutlich braun an. Im Zytoplasma selbst sind auch Bereiche, die sehr stark positiv
reagieren, zu finden. Diese Bereiche sind héufig perinukledr lokalisiert oder befinden sich
entlang der Plasmamembran. Neben den Granulosazellen bindet der Connexin 43
Antikorper auch an die Thekazellen, welche im Ovar in der Theca interna Schicht als
einzelne Zellen im Ovargewebe oder in Form von Thekadriisen organisiert vorkommen.
Deren Reaktion ist dhnlich der, der Granulosazellen in den Tertidrfollikeln. Eine starke
Reaktion ist im Zytoplasma in Form stark positiver punktférmiger Areale zu sehen. Auch
im Gelbkorper lisst sich eine Reaktion des Zytoplasmas der Granulosaluteinzellen
detektieren, die jedoch etwas schwicher als bei den beiden oben genannten ausfillt. An
einigen der Granulosaluteinzellen werden im Bereich der Zellmembran bzw. der Zell-

Zell-Kontakte sehr starke Reaktionen sichtbar.

Bild 101: Ovar Katze, Primordialfollikel,  Bild 102: Ovar Katze, Primir-/

immunhistochemischer Nachweis von Sekundirfollikel, immunhistochemischer
Connexin 43 Nachweis von Connexin 43
In der Ovarrinde sind zahlreiche Die Granulosazellen (3) des Follikels weisen

Primordialfollikel (1), deren Follikelepithel in ihrem Zytoplasma eine deutliche Reaktion

(Pfeile) schwache Reaktionen zeigt. In dem mit dem Connexin 43 Antikorper auf.

umliegenden Bindegewebe und der Tunica Punktformige Bereiche im Zytoplasma
albuginea (3) ist keine Reaktion nachweisbar.  (Pfeile) farben sich stark an.
2 = Nukleus mit Nukleolus 1 = Oozyte, 2 = Zona pellucida,

4 = Thekazellen, Pfeilspitze = Nukleolus
SB =40um
SB =40pm
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Bild 103: Ovar Katze, Sekundirfollikel,
immunhistochemischer Nachweis von
Connexin 43

Das Zytoplasma der Granulosazellschicht (3)
reagiert deutlich mit dem Connexin 43
Antikorper. Die Anfarbung erscheint
besonders intensiv, in Form von
punktférmigen perinukledren Bereichen im
Zytoplasma. Das Zytoplasma der Corona
radiata Zellen (2) zeigt ebenso dieses
Anfarbeverhalten.

1 = Oozyte, 4 = beginnendes Antrum
folliculi, 5 = Zona pellucida,

Pfeile = Kerne der basalen Schicht der
Granulosazellen, 6 = Thekazellen
SB=40um

Bild 105: Ovar tze, headriisen,
immunhistochemischer Nachweis von
Connexin 43

Das im Zentrum der Thekadriisen gelegene
Bindegewebe (1) zeigt keine Reaktion mit
dem Connexin 43 Antikorper. Das
Zytoplasma der Thekazellen (2) reagiert stark
positiv. Punktférmige Bereiche im
Zytoplasma farben sich deutlich stirker als
der Rest.

SB = 40pm

Bild 104: Ovar Katze, Tertiédrfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
Connexin 43

Die Granulosazellschicht (2) des
Tertidrfollikels zeigt ein stark positives
Zytoplasma mit sehr stark positiven
punktformigen Einschliissen. Das
Anfarbeverhalten der Thekazellen (4) ist
analog zu dem der Granulosazellen.

1 = Antrum folliculi, 3 = Theca interna mit
einzelnen positiven Thekazellen,

5 = Bindegewebe, Pfeile = Basalmembran

SB = 40um

Bld 10 Va Kat, Gelkﬁrper,
immunhistochemischer Nachweis von
Connexin 43

Die Granulosaluteinzellen (1) zeigen eine
schwach positive Reaktion im Zytoplasma.
Deutlicher féllt die Reaktion direkt entlang
der Zellmembran (Pfeil) der Luteinzellen aus,
an den Zell-Zell-Verbindungen. Die
Thekaluteinzellen (2) zeigen keine oder nur
schwache Reaktionen. Die Gefdfie und das sie
umgebende Bindegewebe (3) sind negativ.
SB =40um
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1.3.10.  Progesteron-Rezeptor
Zellart/ Primordial- | Primér- Sekundér- | Tertidr- Atretischer
Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel
BSM - - - - -
Oo - - - - -
GZ - - - - -
ZK - - - - -
YAy - - -
Fh - - -
Ti -
Te ++
CR -
GK TL GL BG BGW

+- (ZK) +- (CP) - + (ZK)
Sonstiges | BGW TA D Rete KDE
Gewebe

- (ZK+) - - - (vereinzelt | -

ZK+)

Tabelle 17: Immunhistochemischer Nachweis von Progesteron-Rezeptoren

Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,
+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefile, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CP = Zytoplasma,
CR = Corona radiata, Fh = Follikelh6hle, GK = Gelbkdrper, GL = Granulosaluteinzellen,

Gz =

Granulosazellen,

KDE

= Keimdriisenepithel,

TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti =
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida

Oo =

Ooplasma,
Theca interna,
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Die stirkste Reaktion bei den immunhistochemischen Untersuchungen mit dem
Progesteron-Rezeptor-Antikdrper wurde in der Theca externa Schicht detektiert. Die in
den duflersten Wandschichten des Tertiérfollikels befindlichen Fibrozyten zeigen eine
deutliche Braunfarbung ihrer Zellkerne. Das umliegende spinozelluldre Bindegewebe
zeigt auch eine positive nukledre immunhistochemische Reaktion. Auch im Corpus
luteum zeigt sich eine schwache Reaktion des Zytoplasmas der Granulosaluteinzellen.
Deutlich stérker farben sich die Zellkerne einzelner Thekaluteinzellen und
Bindegewebszellen an. Auch im Zentrum der Thekadriisen ist eine deutliche Reaktion der
meisten Fibrozytenkerne zu verzeichnen. Das Rete ovarii weist einige Epithelzellen auf,
an deren Nuklei der Progesteron-Rezeptor-Antikorper bindet. Es reagieren nicht alle,

sondern nur vereinzelte Epithelzellkerne.
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Bild 107: Ovar Katze, Tertidrfollikelwand,
immunhistochemischer Nachweis von
Progesteron-Rezeptoren

In der Tertidrfollikelwand reagieren priméar
die Zellen der Thekaschichten. Die
Thekazellen (2) der Theca interna sind
negativ, die dazwischen liegenden Fibrozyten
(3) zeigen eine deutliche nukledre Reaktion.
Auch die Bindegewebszellen der Theca
externa (4) zeigen im Nukleus eine deutlich
positive Reaktion.

1 = Granulosazellschicht, 5 = Thekazellen,

SB=40um

Bild 109: Ovar Katze, Thekadriisen,
immunhistochemischer Nachweis von
Progesteron-Rezeptoren

Die Thekazellen (2) zeigen keine Reaktion,
weder im Zytoplasma, noch im Nukleus. Das
im Zentrum der Driise angeordnete
Bindegewebe (3) zeigt in den Nuklei deutlich
positive Reaktionen.

1 = GefiB}, 4 = Blutgefal,

Pfeil = Basalmembran

SB =40pm

Bild 108: Ovar Katze, Gelbkérper,
immunhistochemischer Nachweis von
Progesteron-Rezeptoren

Das Zytoplasma der Granulosaluteinzellen
(1) zeigt eine schwache Reaktion. Die
Zellkerne (2) reagieren nicht mit dem
Antikorper gegen den Progesteron-Rezeptor.
Die Zellkerne einzelner Thekaluteinzellen (5)
reagieren deutlich positiv. Die den
Gelbkorper umgebende bindegewebige
Kapsel (3) zeigt keine oder nur schwache
Reaktionen.

4 = Blutgefil3, Pfeilspitzen = Vakuolen

SB =40um

Bild 110: Ovar Ktz, Rete ovall, B
immunhistochemischer Nachweis von
Progesteron-Rezeptoren

Das Epithel (2) des Rete ovarii zeigt einzelne
Zellen, deren Zellkerne deutlich mit dem
Progesteron-Rezeptor-Antikorper reagieren
(Pfeile), neben anderen, die keinerlei
Reaktion zeigen.

1 = Lumen, 3 = Stroma

SB =40um
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1.3.11.  Ostrogen-Rezeptor (ERa)

Zellart/ Primordial- | Primar- Sekundar- | Tertidr- Atretischer

Gewebe follikel follikel follikel follikel Follikel

BSM - - - - -

Oo - - - - -

GZ - (wenige++) | - - - -

/K - - - - -

(vereinzelt+) (vereinzelt+) (vereinzelt+)

7P - - -

Fh - -

Ti -

Te -

CR -

GK TL GL BG BGW

Sonstiges | BGW TA TD Rete KDE

Gewebe

- - - - +-

(Ubergang
zZum
Mesovar++)

Tabelle 18: Immunhistochemischer Nachweis von ERa

Legende: - = negativ, -/+ = schwach positiv, + = deutlich positiv, ++ = stark positiv,

+++ = sehr stark positiv

BG = Blutgefifle, BGW = Bindegewebe, BSM = Basalmembran, CR = Corona radiata,
= Granulosaluteinzellen,

Fh =
Gz =

Follikelhohle,
Granulosazellen,

GK =
KDE

Gelbkorper, GL
=  Keimdriisenepithel,

Oo

Ooplasma,

TA = Tunica albuginea, TD = Thekadriisen, Te = Theca externa, Ti = Theca interna,
TL = Thekaluteinzellen, ZK = Zellkern, ZP = Zona pellucida

Die Untersuchungen mit dem ERa-Antikorper ergaben eine positive Reaktion in
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den Zellkernen des Keimdriisenepithels, vor allem am Ubergang zum Mesovar.
Die Reaktion am Keimdriisenepithel war je nach Lokalisation unterschiedlich
stark. In der Ovarrinde reagierte das Follikelepithel vereinzelter
Primordialfollikel. Die Zellkerne der Granulosazellen zeigten eine deutliche
Braunfiarbung. Die meisten Follikel jedoch zeigten keine Reaktion mit dem
Ostrogen-Rezeptor-Antikdrper. In einzelnen Eizellen war eine positive Reaktion
im Zellkern zu erkennen. Bei den meisten Oozyten wurde jedoch keine Reaktion
nachgewiesen. Im Rete ovarii war auch ein Ansprechen des Epithels auf den
ERa-Antikorper zu beobachten. Es reagierten nur die Zellkerne einiger
Epithelzellen. Die Anzahl der positiven Nuklei nahm vom flachen zum

hochprismatischen Epithel zu.

Bild 111: Ovar Katze, Ovarrinde, Bild 112: Ovar Katze, Rete ovarii,
immunhistochemischer Nachweis von ERe. immunhistochemischer Nachweis von ERa
Das Keimdriisenepithel (Pfeil) zeigt in den In dem ein- bis mehrschichtigen iso- bis
Zellkernen eine deutlich positive Reaktion hochprismatischen Epithel (2) des Rete ovarii
mit dem ERa-Antikorper. Simtliche andere reagieren einige Zellkerne (Pfeile) mit dem
Strukturen in der Ovarrinde sind negativ. ERa-Antikorper. Andere Zellkerne des

1 = Keimdriisenepithel, Epithels zeigen keine Reaktion.

2 = Primordialfollikel, 1 = Lumen, 3 = Stroma

3 = Thekazellen
SB =40pm
SB=40pm
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Bild 113: Ovar Katze, Ovarrinde,
immunhistochemischer Nachweis von ERa

Neben der positiven Reaktion im
Keimdriisenepithel (Pfeile) ldsst sich auch
eine stark positive Reaktion in den Nuklei
(Pfeilspitzen) der Granulosazellen der
Primordialfollikel (1) detektieren. Andere
Follikelepithelzellen sind negativ.

2 = Tunica albuginea

SB =40um
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2. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

2.1. Ultrastruktur der Primordial- und der Primérfollikel

Die zahlreich in der Ovarrinde vorkommenden Primordialfollikel haben einen
Durchmesser von 20-30um. In den meisten Anschnitten erscheinen sie leicht
lingsoval. Sie werden von einer 300-500nm starken elektronendichten
Basalmembran zum umliegenden Gewebe abgegrenzt.
Der Primordialfollikel besteht zum einen aus der Eizelle selbst und den
umliegenden flachen (1-3um dicken), zytoplasmaarmen Granulosazellen. Diese
nehmen beim Ubergang zum Primirfollikel eine isoprismatische Gestalt an.
Die Oozyten besitzen ein meist homogenes Zytoplasma von geringer
Elektronendichte, in dem =zahlreiche Zellorganellen enthalten sind.
Héaufig vorkommende paraplasmatische Einschliisse sind die Fettvakuolen, deren
Grofe von etwa 1-5pum variiert. Sie weisen eine sehr geringe Elektronendichte auf
und sind in groBer Anzahl in allen untersuchten Eizellen zu finden. Lipidtropfen,
die zwischen 500 und 1000nm Durchmesser aufweisen kommen deutlich seltener
im Ooplasma der Primordialfollikel vor.
Ebenso finden sich im Zytoplasma zahlreiche Mitochondrien vom Crista-Typ,
deren GroBe im Querschnitt etwa 200-400nm betrdgt. Die meisten
Mitochondrienanschnitte stellen sich rund oder ldngsoval dar, daneben sind
vereinzelt langgezogene Anschnitte zu erkennen. AufBerdem befinden sich
zahlreiche Vakuolen mit relativ elektronendichtem Inhalt im Ooplasma. Deren
Durchmesser betrigt etwa 500-1000nm.
Direkt unter dem Oolemn kann man etwa 100nm dicke runde,
»electrondensebodies™ erkennen. Auch Glykogengranula und gelegentlich auch
multivesikuldre Korperchen sind im Ooplasma zu finden. Der Nukleus besteht
vorwiegend aus Euchromatin und die ausgebildeten Kernporen ermoglichen einen
intensiven Austausch von Stoffen zwischen Karyoplasma und Zytoplasma.
Die Granulosazellen sind mit der Oozyte in den meisten Bereichen eng durch
Interdigitationen und ,liningbodies® (Transosomen) verzahnt. Bei den im
Wachstum befindlichen Follikeln sind ferner vermehrt ,,gapjunctions® zu
erkennen. Das Zytoplasma der flachen Granulosazellen ist meist von geringerer
Elektronendichte, als das Ooplasma. Selten finden sich auch dunkle
Granulosazellen, deren Zytoplasma deutlich elektronendichter als das Ooplasma

ist. Der Nukleus ist euchromatinreich und in diesem Follikelstadium von
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langgezogener Gestalt. In einigen Granulosazellen ist ein Nukleolus von etwa
lum Durchmesser zu erkennen. Im Zytoplasma befinden sich Mitochondrien vom
Crista-Typ, vereinzelte Lipidtropfen, Vakuolen und Lysosomen sowie ein in
diesem Stadium schwach ausgeprégtes endoplasmatisches Retikulum und Golgi-
Komplexe. Selten findet man auch multilamelldre Korperchen im Zytoplasma

vereinzelter Granulosazellen.

Die ultrastrukturelle Analyse der Primirfollikel zeigt im Vergleich zu den
Primordialfollikeln deutlich aktivere Granulosazellen, die zwischenzeitlich eine
isoprismatische Form angenommen haben und einen runden Zellkern besitzen.
Auch die Zellorganellen haben sich vermehrt und es sind nun deutlich mehr
Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum zu finden. Zwischen den
Granulosazellen und dem Oolemn ist bereits eine noch diinne etwa 3-4um breite
Schicht aus Glykoproteinen zu erkennen, welche die beginnende Bildung der
Zona pellucida anzeigt. Auch die Oozyte vergréBert sich und im Ooplasma sind
vorwiegend Vakuolen, Mitochondrien vom Crista-Typ und Anteile des
endoplasmatischen  Retikulums zu erkennen. Im Vergleich zu den
Primordialfollikeln ist der Golgi-Apparat bedeutend prominenter ausgebildet und
es sind hdufig mehrere Dictyosomen zu erkennen. Die Granulosazellen
untereinander sind auch durch Interdigitationen und Transosomen sowie durch
»gapjunctions® verbunden. Daneben finden sich bei den Primérfollikeln
Projektionen der Granulosazellen in den subkortikalen Bereichen der Oozyte,
sowie in den Granulosazellen ebenso Fortsdtze der Oozyte zu erahnen sind. Das
an die Basalmembran angrenzende Gewebe besteht vorwiegend aus Fibroblasten,

Fibrozyten und Thekazellen.

Die Fibroblasten besitzen einen langgezogenen Nukleus mit einem oder zwei gut
erkennbaren Nukleoli von etwa 800-1600nm Durchmesser. Diese besitzen meist
zentral ein helles fibrilldres Zentrum, welches von einem Ring elektonendichteren
Materials umgeben wird. Das Heterochromatin ist meist entlang der inneren
Kernlamina angeordnet und wird von zahlreichen Kernporen durchbrochen. Das
Zytoplasma enthélt vorwiegend raues endoplasmatisches Retikulum, Vakuolen

und wenige Mitochondrien.

Die Thekazellen besitzen einen deutlich groeren Nukleus mit wenig
Heterochromatin und einem héufig zu erkennenden elektronendichten Nukleolus,

der in manchen Zellen auch ein helles Zentrum aufweist. Im Zytoplasma befindet
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sich raues endoplasmatisches Retikulum und der Golgi-Apparat ist meist gut

ausgepragt.

Bild 114: Ovar Katze, Primordialfollikel in der Ovarrinde, EM

Die zwei Primordialfollikel besitzen in ihrem Ooplasma (1) zahlreiche Mitochondrien (3),
Fettvakuolen (2) und Vakuolen (6). Die Eizelle ist mit den Granulosazellen (4) durch
zahlreiche Interdigitationen verzahnt. Die Basalmembran (5) grenzt den Follikel vom
umliegenden Gewebe ab.

1 = Ooplasma, 2 = Fettvakuolen, 3 = Mitochondrien, 4 = Granulosazellen, 5 =
Basalmembran, 6 = Vakuole, 7 = Thekazellen, 8 = Fibroblasten

SB=5um
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Bild 115: Ovar Katze, Primordial- und beginnender Primérfollikel, EM

Im Ooplasma des Primordialfollikels sind einige Fettvakuolen (1) und Vakuolen (2) zu
erkennen. Die Oozyte ist mit dem Zytoplasma der Granulosazelle durch Interdigitationen
(3) verbunden. Die Basalmembran (5) grenzt den Follikel zum umliegenden Gewebe ab.
Der daran anschlieBende Follikel beginnt sich weiter zu differenzieren und die ihn
umgebenden Granulosazellen (6) wandeln sich von flachen zu isoprismatischen Zellen
um.

1 = Fettvakuolen, 2 = Vakuolen, 3 = Interdigitationen, 4 = Zytoplasma einer
Granulosazelle, 5 = Basalmembran, 6 = Granulosazelle des beginnenden Primérfollikels

SB=2,5pm
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Bild 116: Ovar Katze, Primordialfollikelwand, EM

Die Eizelle enthélt in ihrem Ooplasma (1) zahlreiche Fettvakuolen (2) und unter dem
Oolemn, das mit der Granulosazelle (4) durch zahlreiche Interdigitationen (3) verbunden
ist befinden sich entlang der Zellmembran ,,electrondensebodies* (Pfeile).

1 = Ooplasma, 2 = Fettvakuole, 3 = Interdigitationen, 4 = Granulosazelle,
5 = Basalmembran, 6 = Fibroblast, Pfeile = ,,electrondensebodies*

SB=1um
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Bild 117: Ovar Katze, Primordialfollikel, EM

Im Ooplasma befinden sich zahlreiche Fettvakuolen (1), Mitochondrien (4),
Glykogengranula (2) und auch Anteile des Golgi-Apparates (3). Die in Falten gelegt
Basalmembran (6) umschliefit den gesamten Follikel mit den Granulosazellen (5).

1 = Fettvakuole, 2 = Glykogengranula, 3 = Golgi Komplex, 4 = Mitochondrien vom
Crista-Typ, 5 = Zytoplasma der Granulosazelle, 6 = Basalmembran, Pfeile =
Interdigitationen zwischen Oozyte und Granulosazelle, Pfeilspitze = Interdigitationen
zwischen zwei Granulosazellen

SB =2,5um
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Bild 118: Ovar Katze, Primordialfollikel, I"Jbergang zum Primiérfollikel, EM

Die Oozyte besitzt in ihrem Ooplasma (2) zahlreiche Mitochondrien (7) und Fettvakuolen
(6). Der runde zentral gelegene Nukleus (1) ist reich an Euchromatin und besitzt einen
kleinen Nukleolus.

Die Granulosazellen (3), die nach auflen an die Oozyte anschlieen beginnen sich weiter
zu differenzieren und der Zellkern (4) ist nicht mehr so langgezogen wie in den
vorherigen Primordialfollikeln.

An die Basalmembran (5) schlieBt die Basalmembran des néchsten Follikels an.

1 = Nukleus, 2 = Ooplasma, 3 = Zytoplasma der Granulosazelle, 4 = Nukleus der
Granulosazelle, 5 = Basalmembran, 6 = Fettvakuole, 7 = Mitochondrien, 8 = dunkle
Granulosazelle

SB =2um
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Bild 119: Ovar Katze, Vergroflerung aus Bild 118, EM

In dem euchromatinreichen Nukleus (1) ist nur wenig Heterochromatin (2) zu erkennen.
Die Kernmembran (5) aus innerer und duflerer Kernmembran mit dem
dazwischenliegenden perinukledren Raum ist durch mehrere Kernporen (Pfeilspitzen)
unterbrochen, die eine Verbindung zum Ooplasma (3) gewéhrleisten.

1 = Euchromatin, 2 = Heterochromatin, 3 = Ooplasma, 4 = Fettvakuole,
5 = Kernmembran, Pfeilspitzen = Kernporen

SB = 500nm
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Bild 120: Ovar Katze, Vergroflerung aus Bild 118, EM

Zwischen der Oozyte und den Granulosazellen (1) sind neben Interdigitationen auch
zahlreiche ,,gapjunctions® (Pfeil) zu erkennen. Der Golgi-Apparat (4) ist sehr deutlich
unter dem Oolemn ausgebildet. Auch zahlreiche Fettvakuolen (3) und Mitochondrien (5)
befinden sich im Ooplasma (2).

1 = Zytoplasma der Granulosazellen, 2 = Ooplasma, 3 = Fettvakuole, 4 = Golgi-Apparat,
5 = Mitochondrien, Pfeil = ,,gapjunction‘

SB = 500nm
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Bild 121: Ovar Katze, Vergroflerung aus Bild 118, EM

Zwischen der Granulosazelle (1) und der Oozyte (2) sind deutliche Verzahnungen (4) von
Mikrovilli der Oozyte und Projektionen der Granulosazelle zu erkennen. In diesem
Bereich wird im Laufe der weiteren Differenzierung des Follikels die Zona pellucida
gebildet. Auch im Ooplasma sind noch Fortsdtze der Granulosazellen (Pfeile) unter dem
Oolemn wahrnehmbar.

1 = Zytoplasma der Granulosazellen, 2 = Ooplasma, 3 = Mitochondrium,
4 = Interdigitationen, Pfeile = Projektionen der Granulosazellen

SB = 500nm
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2.2, Ultrastruktur antraler Follikel
Mit Wachstum und Differenzierung der Follikel veréndert sich auch die
Morphologie, Grofle und Zellorganellenverteilung in den Oozyten und

Granulosazellen.

Die Zahl der Follikelepithelzellen nimmt im Laufe der Follikelentwicklung immer
weiter zu, genau wie deren Groéfe. Daher sind hédufig auch Mitosen in den
Granulosazellen zu erkennen. Das Follikelepithel wird iso- bis hochprismatisch
und ist durch eine etwa 500nm starke Basalmembran vom umliegenden
Ovargewebe abgegrenzt. Das Zytoplasma erscheint homogen und enthélt
Lipidtropfen mit einem Durchmesser von 400-1000nm, die hiufig in kleineren
Ansammlungen vorkommen. Daneben sind auch zahlreiche runde Mitochondrien
vom Crista Typ zu finden, wie auch einige elongierte Exemplare. Es liegt
vorwiegend raues endoplasmatisches Retikulum vor und der Golgi-Apparat ist
sehr gut ausgebildet. Die Granulosazellen untereinander zeigen nur noch wenige
Interdigitationen und ,liningbodies” und sind héufig iiber ,,gapjunctions*

miteinander verbunden.

An die Granulosazellschicht schlieBt nach auf3en die Theca interna, die zahlreiche
Thekazellen beinhaltet an. Daran folgt die Theca externa, welche sowohl
Fibrozyten und Fibroblasten, als auch Gefille enthélt.
Die Fibroblasten besitzen einen langgezogenen Zellkern in dem meist ein oder
zwei Nukleoli zu erkennen sind. Diese bestehen aus einem dulleren ringformigen
elektronendichten Anteil und einem hellen fibrilliren Zentrum. An der inneren
Kernlamina ist das Heterochromatin um die zahlreich vorliegenden Kernporen
angeordnet. Die prominentesten Zellorganellen sind das gut ausgeprigte raue

endoplasmatische Retikulum.

Sobald die Thekazellen sich zu differenzieren beginnen, sind zahlreiche ins
Zytoplasma eingelagerte Fettansammlungen zu erkennen. Auch die Anzahl der
Mitochondrien vom Crista-Typ nimmt erheblich zu. Der Golgi-Apparat ist gut
ausgebildet und befindet sich meist im perinukledren Bereich. Auch Vakuolen

und Anteile des rauen endoplasmatischen Retikulums sind zu erkennen.
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Bild 122: Ovar Katze,
Follikelwand eines
antralen Follikels, EM

Das mehrschichtige
iso- bis
hochprismatische
Follikelepithel weist
regelmiBig geformte
Nuklei (2) auf, die
manchmal auch einen
erkennbaren Nukleolus
(3) enthalten. Das
endoplasmatische
Retikulum (4) ist sehr
gut ausgeprigt und die
Mitochondrien (5)
liegen haufig in
Ansammlungen im
Zytoplasma vor.
Unterhalb der basalen
Granulosazellschicht
(6) befindet sich die
Basalmembran (Pfeil),
die den Follikel vom
umliegenden Gewebe
abgrenzt.

1 = Antrum folliculi,
2 = Nukleus einer
Granulosazelle,

3 = Nukleolus,

4 = raues
endoplasmatisches
Retikulum,

5 = Mitochondrien,

6 = Nukleus einer
basalen Granulosazelle,
Pfeil = Basalmembran

SB =2,5um
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Bild 123: Ovar Katze, Granulosazellschicht eines antralen Follikels, EM

Die Basalmembran (3) grenzt den Follikel von den darunterliegenden Thekazellen (4) ab.
In manchen der Granulosazell-Nuklei (1) ist ein prominenter Nukleolus (2) mit hellem
fibrilldren Zentrum zu erkennen. In den Granulosazellen, die keinen Anschnitt des
Nukleus enthalten ist die radidre Ausrichtung des rauen endoplasmatischen Retikulums
(5) gut zu erkennen.

1 = Nukleus einer Granulosazelle, 2 = Nukleolus, 3 = Basalmembran, 4 = Nukleus einer
Thekazelle, 5 = raues endoplasmatisches Retikulum.

SB=2,5um
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Bild 124: Ovar Katze, Follikelwand, EM

Die Follikelepithelzellen sind durch eine Basalmembran (6) von den darunterliegenden
Thekazellen (7) und Fibrozyten abgegrenzt. Die Follikelepithelzellen besitzen einen
prominenten meist regelmifBig geformten Nukleus (1) mit hdufig erkennbarem Nukleolus
(2). Es sind zahlreiche ovale Anschnitte von Mitochondrien vom Crista-Typ (4) zu
erkennen. Der Golgi-Apparat (3) ist in den Follikelepithelzellen meist im perinukledren
Bereich sehr gut ausgebildet, neben zahlreichen Anschnitten des rauen
endoplasmatischen Retikulums (8).

1 = Nukleus einer Granulosazelle, 2 = Nukleolus, 3 = Golgi-Apparat, 4 = Mitochondrium,
5 = Nerv, 6 = Basalmembran, 7= Nukleus einer Thekazelle, 8 = raues endoplasmatisches
Retikulum

SB =2,5um
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Bild 125: Ovar Katze, Follikelepithel, EM

Entlang der Basalmembran (5) reihen sich mehrschichtig angeordnete iso- bis
hochprismatische Follikelepithelzellen (2). Sie enthalten einen groen Nukleus (1) mit
einem nicht immer deutlich zu erkennendem Nukleolus (7). Im Zytoplasma dieser Zellen
befinden sich vor allem Lipidtropfen (3) und Mitochondrien (4). Im darunterliegenden
Ovarstroma befinden sich Fibroblasten (6), mit einem oder zwei Nukleoli (7). Das
Heterochromatin ist vorwiegend an der inneren Kernlamina angeordnet und dazwischen
sind einzelne Kernporen zu erkennen. Unter der dicken Basalmembran (5) befindet sich
ein Blutgefall mit einer diinnen Basalmembran (Pfeile), in dem ein Erythrozyt (8)
enthalten ist.

1 = Nukleus einer Follikelepithelzelle, 2 = Zytoplasma, 3 = Lipidtropfen, 4 =
Mitochondrien, 5 = Basalmembran, 6 = Fibroblasten, 7 = Nukleoli, 8 = Erythrozyt,
Pfeile = diinne Basalmembran eines Blutgefifles

SB=2,5pm
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Bild 126: Ovar Katze, Metaphase der Mitose einer Follikelepithelzelle, EM

In der Metaphase der Mitose ist die Kernmembran aufgeldst und das Chromatin liegt
kondensiert in Form einer Metaphasenplatte (3) zentral im Zytoplasma (5). Das Zentriol
(1) ist deutlich zu erkennen und liegt in Form eines Diplosoms vor. Im Zytoplasma sind
vorwiegend Lipidtropfen (2) und Mitochondrien (4) vom Crista-Typ enthalten. An den
Zell-Zell-Grenzen sind ,,gapjunctions* (Pfeile) und Digitationen (Pfeilspitze) zu finden.

1 = Zentriol, 2 = Lipidtropfen, 3 = kondensierte Chromosomen,
4 = Mitochondrien, 5 = Zytoplasma, Pfeile = ,,gapjunctions®, Pfeilspitze = Interdigitation

SB=2,5pm
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Bild 127: Ovar Katze, Vergroflerung aus Bild 117, EM

Vom Zentriol (1) aus ziehen Mikrotubuli durch das Zytoplasma (2). Sie sind sowohl im
Langsschnitt (Pfeile), als auch im Querschnitt (3) zu erkennen.

1 = Zentriol, 2 = Zytoplasma, 3 = Mikrotubuli-Querschnitt, Pfeile = Mikrotubuli-
Léangsschnitt

SB=500nm
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2.3. Keimdriisenepithel

Das Keimdriisenepithel besteht in den meisten Bereichen aus flachen
Epithelzellen, die immer auf einer Basalmembran angeordnet sind. Darunter folgt
die bindegewebige Tunica albuginea aus kollagenen Fasern, Fibrozyten und
extrazelluldiren Komponenten. Die Keimdriisenepithelzellen besitzen meist einen
flachen mehr oder weniger verzweigten Nukleus, der sowohl Eu-, als auch
Heterochromatin enthélt. Letzteres ist vorwiegend in einem schmalen Saum an
der inneren Kernlamina angeordnet und durch einige Kernporen unterbrochen.
Ein oder zwei Nukleoli sind in manchen Zellkernen zu erkennen. Das Zytoplasma
ist wenig elektronendicht, erscheint etwas aufgelockert und enthélt vorwiegend
runde Mitochondrien vom Crista-Typ sowie einige Vakuolen und raues
endoplasmatisches Retikulum. Als Zell-Zell Verbindungen sind unter anderem

auch ,tightjunctions* zu erkennen.
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Bild 128: Ovar Katze, Keimdriisenepithel, EM

Unter dem flachen einschichtigen Keimdriisenepithel befindet sich die teils in Falten
gelegte Basalmembran (6). Der Nukleus (1) der Epithelzellen ist langgezogen und enthélt
vor allem an der inneren Kernmembran angelagertes Heterochromatin und manchmal ein
bis zwei Nukleoli (weille Pfeilspitze). Das Zytoplasma (2) erscheint aufgelockert und
enthélt zahlreiche Mitochondrien (3) und Vakuolen (4). Die Keimdriisenepithelzellen
sind untereinander durch ,.tightjunctions® (5) verbunden.

1 = Nukleus, 2 = Zytoplasma der Keimdriisenepithelzelle, 3 = Mitochondrium, 4 =
Vakuole, 5 =, tightjunction®, 6 = Basalmembran, 7 = Kollagenfibrillen, 8 = Fibrozyt,
weille Pfeilspitze = Nukleolus

SB=2,5um
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24. Ultrastruktur der Thekadriisen

Im Ovar der Katze sind hdufig Thekadriisen zu finden. Sie bestehen aus den
Thekazellen, die in Verbdnden zusammengelagert sind und zentral héufig
Bindegewebe und Gefdlle oder Reste von Zona pellucida dhnlichem Material
enthalten.

Die Thekazellen selbst haben meist eine runde Form und einen haufig auch
runden prominenten Nukleus. Dieser enthélt vorwiegend Euchromatin und in den
meisten Zellkernen ist auch ein elektronendichter Nukleolus von ca. 600-1200nm
Durchmesser zu erkennen. Manchmal ldsst sich im zentralen Bereich des
Nukleolus ein hellerer Bereich erkennen. Die in Driisenverbidnden angeordneten
Thekazellen besitzen Ansammlungen von rauem endoplasmatischen Retikulum
bei dem hiufig eine konzentrische Anordnung zu erkennen ist und zahlreiche
Mitochondrien vom Crista-Typ, deren Anschnitte sowohl langsoval, als auch
elongiert sind. Der Golgi-Apparat ist vorwiegend im perinukledren Bereich gut
ausgebildet. Vereinzelt befinden sich auch Lipidtropfen und Lysosomen im
Zytoplasma. Diese Zellorganellenverteilung und der heterochromatinarme
Zellkern sind fiir stoffwechselaktive Zellen typisch.
An der Zelloberflache befinden sich héaufig Zytoplasmafortsitze, in denen auch

Filamente zu erkennen sind.

Sobald die Thekazellen sich zu differenzieren beginnen, sind zahlreiche ins
Zytoplasma eingelagerte Fettansammlungen zu erkennen. Auch die Anzahl der
Mitochondrien vom Crista-Typ nimmt erheblich zu. Der Golgi-Apparat ist gut
ausgebildet und befindet sich meist im perinukledren Bereich. Auch Vakuolen
und Anteile des rauen endoplasmatischen Retikulums sind zu erkennen. Diese

Zellorganellen sind fiir die Steroidhormonsynthese essentiell.
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Bild 129: Ovar Katze, Thekadriise, EM

Die Thekazellen besitzen einen grof8en Nukleus (2), der euchromatinreich ist und
meist einen elektronendichten Nukleolus (3) enthilt. Die vorherrschenden
Zellorganellen sind Mitochondrien vom Crista-Typ (4) und raues
endoplasmatisches Retikulum (1). Daneben finden sich auch Lipidtropfen (6) und
vereinzelte Lysosomen.

1 = raues endoplasmatisches Retikulum, 2 = Nukleus, 3 = Nukleolus, 4 =
Mitochondrien, 5 = konzentrisch angeordnetes endoplasmatisches Retikulum,
6 = Lipidtropfen, Pfeile = elektronendichte Granula

SB = 5um
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Bild 130: Ovar Katze, Thekadriisen, EM

Die Thekazellen enthalten einen prominenten heterochromatinarmen Nukleus (1)
der haufig einen elektronendichten Nukleolus (2) enthélt. Im perinukledren
Bereich ist der gut ausgebildete Golgi Apparat (6) zu erkennen. Neben runden
Mitochondrien (7) finden sich auch Ansammlungen rauen endoplasmatischen
Retikulums (4).

1 = Nukleus mit Euchromatin, 2 = Nukleolus, 3 = Lysosom, 4 = raues
endoplasmatisches Retikulum, 5 = Kernlamina, 6 = Golgi Apparat, 7 =
Mitochondrien, 8 = Plasmalemn, Pfeile = Filamente im Zytoplasma

SB =1um
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Bild 131: Ovar Katze, differenzierte Thekazellen, EM

In den differenzierten Thekazellen sind neben zahlreichen Mitochondrien (3) viele gro3e
Fetttropfen (4) im Zytoplasma zu erkennen. Die Zellorganellen im Zytoplasma haben
deutlich zugenommen. Nach auBen grenzen einige Kollagenfibrillen (5) an die
Thekazellen an.

1 = Nukleus, 2 = Nukleolus, 3 = Mitochondrien, 4 = Fettansammlung,
5 = Kollagenfibrillen

SB = 1pum
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Bild 132: Ovar Katze, perinukleirer Bereich einer Thekazelle, EM

Im Nukleus (1) der differenzierten Thekazelle ist die Verteilung des Heterochromatins (2)
entlang der Kernlamina (wei3er Pfeil) gut erkennbar. Diese wird durch zahlreiche
Kernporen (Pfeile) unterbrochen. Im Zytoplasma sind die Mitochondrien (3) im
perinukledren Bereich regelmiBig entlang der Kernmembran aufgereiht. Der Golgi-
Apparat (5) ist gut ausgebildet und auch Glykogengranula (4) ist im Zytoplasma zu
erkennen.

1 = Nukleus, 2 = Heterochromatin, 3 = Mitochondrium, 4 = Glykogengranula, 5 = Golgi-
Apparat, weiller Pfeil = Kernlamina, schwarze Pfeile = Kernporen

SB = 500nm
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Bild 133: Ovar Katze, Kapillaren im Ovarstroma, EM

Die linke Kapillare ist im Querschnitt getroffen und beinhaltet einen Erythrozyt (1). An
die Endothelzellen schlieBt eine durchgingige diinne Basalmembran (Pfeil) zum
umliegenden Gewebe an. Die rechte, im Langsschnitt getroffene Kapillare ist analog
aufgebaut und enthilt ebenso Erythrozyten (1).

1 = Erythrozyt, 2 = Endothelzelle, 3 = Vesikel und Mitochondrien, Pfeil = Basalmembran
SB = 5um
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ovarien von 21 weiblichen Katzen
lichtmikroskopisch und von vier Katzen elektronenmikroskopisch untersucht.
Zur Charakterisierung der verschiedenen Strukturen des felinen Ovars wurden
verschiedene konventionelle und substrathistochemische Féarbungen wie HE,
Goldner, van Gieson-Resorcinfuchsin, Alzianblau bei pH 1 und pH 2,5 sowie
PAS-Fiarbung durchgefiihrt. Daneben wurden die felinen Ovarien auch
umfangreichen immunhistochemischen und glykohistochemischen

Untersuchungen unterzogen.

Das Alter der Katzen lag zwischen sieben Monaten und neun Jahren. Die Ovarien
wurden wihrend einer routineméfBigen Ovariektomie in einer tierdrztlichen Praxis
entnommen. Dabei wurden die kaudal der Nieren gelegenen Eierstocke mit Hilfe
eines Kastrationshakens vorgelagert und sowohl nach kranial, als auch nach

kaudal eine Ligatur angelegt.

Die folgende Diskussion bezieht sich auf die unterschiedlichen Funktionsgebilde

im Ovar, sowie auf das Keimdriisenepithel, das Rete ovarii und die Thekadriisen.

1.1. Primordialfollikel

Die Primordialfollikel sind in groBer Anzahl in der Ovarrinde zu finden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte bei morphologischer Betrachtung der Ovarien ein
Riickgang der Follikel festgestellt werden, der sich besonders deutlich durch die
Abnahme der Ansammlungen an Primordialfollikeln in der Ovarrinde
manifestierte. Dies war vor allem bei den Katzen iiber fiinf Jahre zu erkennen.
Meine Untersuchung bestitigt somit die bereits mehrfach beschriebene Abnahme

der Ovarreserve (KOHATA et al. 2007).

Bei den glykohistochemischen Untersuchungen konnte eine granuldre Reaktion
im Ooplasma bei den Lektinen Con A, WGA, PSA und SNA nachgewiesen
werden. Diese spricht fiir Mannose und/oder Glukose, Sialinsdure und evtl.
Glukosamin-haltige und Galaktosamin-haltige Zuckerstrukturen, die im
Zytoplasma der Eizellen enthalten sind. Die Basalmembran und Granulosazellen
zeigen lediglich eine schwache Reaktion mit Con A und lassen das dortige

Vorliegen von Glukose und/oder Mannose vermuten. Dabei reagieren die in der
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Basalmembran enthaltenen Glykoproteine, wie z.B. Laminin (TIMPL et al. 1979).
Skutelsky hingegen konnte neben Con A auch bei WGA positive Reaktionen in
den Granulosazellen nachweisen (SKUTELSKY et al. 1994).

Bei den immunzytochemischen Untersuchungen sind in vereinzelten Follikeln
positive Reaktionen mit dem Antikdrper gegen Panzytokeratin (der sowohl mit
basischen als auch mit sauren Zytokeratinen reagiert) in den Follikelepithelzellen
und der Basalmembran zu erkennen. Auch in einem atretischen Follikel reagierte
das degenerierende Follikelepithel stark positiv. Dies fiihrt zu der Annahme, dass
einzelne Follikel eine verdnderte Struktur des Zytoskeletts aufweisen und eine
Bindung mit dem Panzytokeratin-Antikorper stattfinden kann, wahrend bei den
meisten Follikeln keine Bindungsstellen vorliegen. Wendl et al. erkannten dieses
Phianomen auch in verschiedenen Follikelstadien boviner Ovarien und fiihrten es
auf Anpassungsvorginge des Zytoskeletts in den wachsenden Follikel zuriick
(WENDL et al. 2012). Die bei meiner Untersuchung reagierenden
Primordialfollikel weisen im Vergleich zu den negativen Primordialfollikeln ein
kubisches Follikelepithel auf. Also scheinen sie sich nicht mehr im Ruhestadium
zu befinden, sondern begonnen haben, sich weiter zum Primérfollikel zu
entwickeln. Allerdings war in sdmtlichen spéteren Follikelstadien keine Reaktion

des Follikelepithels zu verzeichnen.

Wie auch in den anderen Follikelstadien ldsst sich das Vorkommen von Laminin,
als Bestandteil der Basalmembran der Primordialfollikel, durch eine starke

immunhistochemische Fiarbung nachweisen.

Mit dem Synemin-Antikérper konnte eine deutlich positive Reaktion im
Ooplasma einiger Primordialfollikel beobachtet und das Vorkommen dieses
Intermediérfilaments im Ooplasma nachgewiesen werden. Die Reaktion mit
Synemin ist bei den Primordialfollikeln am deutlichsten ausgebildet und nimmt
mit zunehmender Follikelgroe wieder ab. Haufig besteht eine Colokalisation von
Synemin mit anderen Intermediédrfilamenten, wie Vimentin oder Desmin
(GRANGER & LAZARIDES 1980). In meiner Untersuchung war nur Vimentin
im Ooplasma der Primordialfollikel immunhistochemisch nachweisbar, wobei die
Reaktionsstirke deutlich schwécher, als beim Nachweis von Synemin war. Die
Reaktion der Granulosazellen beim Nachweis von Synemin verhdlt sich
gegenldufig zur Reaktion mit dem Vimentin-Antikorper. Die Reaktionsstéirke

beim immunhistochemischen Nachweis von Synemin nimmt mit zunehmender
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FollikelgrofBe zu.

Die Anwendung des S100 Antikorpers ergab lediglich in vereinzelten Oozyten
eine schwach positive Reaktion. Im Gegensatz dazu wurden von Mirecka et al. am
porcinen Ovar positive Reaktionen der Follikelepithelzellen detektiert und beim
Rind zeigte auch das Ooplasma deutlich positive Reaktionen (KAMIYA et al.
1989; MIRECKA et al. 1994). Die Funktionen von S100 sind vielfdltig, lassen
aber keinen Riickschluss auf die genaue regulatorische Funktion in den Oozyten
zu (DONATO et al. 2013). Das Reaktionsmuster im Ovar der Katze unterscheidet

sich jedoch deutlich von dem bei anderen Tierarten.

Der Connexin 43-Antikorper zeigt schwache Reaktionen in umgrenzten Bereichen
einzelner Granulosazellen, was auf das Vorliegen von ,,gapjunctions™ hinweist.
Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen der Elektronenmikroskopie,
bei der ,,gapjunctions neben Interdigitationen zwischen den Granulosazellen
detektiert wurden. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von Resultaten
immunhistochemischer Untersuchungen mit dem Connexin 43 Antikdrper beim
Rind und beim Schwein. Bei diesen konnten im Unterschied zur Katze in den
Primordialfollikeln noch keine ,,gapjunctions* beobachtet werden (JOHNSON et
al. 1999; CHENG et al. 2005). Die ,,gapjunctions* werden anscheinend bei der
Katze friither ausgebildet als dies bei anderen Tierarten der Fall ist. Die Ergebnisse
meiner Untersuchung stimmen aber mit den Resultaten von Korfsmeier und
Jewgenow iiberein, die in ihren elektronenmikroskopischen Untersuchungen
bereits im Primordialfollikel der Hauskatze und anderer Feliden ,,gapjunctions*
und Desmosomen erkannten (KORFSMEIER 1983; JEWGENOW & STOLTE
1996). Somit konnten diese ultrastrukturellen Ergebnisse durch die Anwendung

des Connexin 43 Antikorpers bestétigt werden.

Progesteron- und Ostrogen-Rezeptoren wurden bei fritheren Untersuchungen des
Ovars der Haussdugetiere in den meisten Fillen in den Primordialfollikeln nicht
nachgewiesen. Der ERa-Antikorper band jedoch in meinen Untersuchungen bei
einigen Primordialfollikeln deutlich an die Zellkerne der Follikelepithelzellen.
Diese Beobachtung kann so interpretiert werden, dass einzelne Primordialfollikel
aus dem groBen Pool ruhender Follikel bereits auf eine Ostrogene Stimulation
reagieren konnen. Weiter deutet dies darauf hin, dass die Expression von
Ostrogen-Rezeptoren zyklusabhiingig ist und vom Funktionszustand des Ovars

abhingt. Die positiven Reaktionen fiir ERa im Follikelepithel waren
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ausschlieflich in Ovarien ohne Gelbkorper zu detektieren. Die Corpora lutea sind
bei der Katze nur wihrend eines pseudograviden Zykluses oder wihrend der
Trachtigkeit aufzufinden, da bei der Katze eine induzierte Ovulation ablauft. Ist
kein Gelbkorper vorhanden, steht das Ovar nicht unter Progesteroneinfluss,
sondern der Ostrogenspiegel steigt im Laufe des Zyklus bis zum Ostrus an.
Niswender erkannte schon eine Reduktion der Ostrogen-Rezeptoren unter

Progesteron Einfluss (NISWENDER et al. 2000).

Die -elektronenmikroskopische Betrachtung der Primordialfollikel zeigt im
Ooplasma eine groBe Anzahl an Fettvakuolen, runde Mitochondrien vom Crista-
Typ und Vakuolen. Diese Beobachtungen decken sich weitgehend mit fritheren
Untersuchungen verschiedener Autoren (GURAYA 1979; KORFSMEIER 1983;
JEWENGENOW 1996; CARRIJO et al. 2010). Diese beobachteten eher
vereinzelte Lipidtropfen, im Gegensatz zu den bei meinen Untersuchungen
gefundenen Fettansammlungen. Die ,electrondensebodies* sind in der Oozyte
sporadisch entlang des Oolemns aufgereiht und wurden in den bisher

durchgefiihrten Untersuchungen nicht erwéhnt.

1.2. Primérfollikel

Die Primirfollikel befinden sich im Wachstum. Sie zeigen neben einer
GroBenzunahme der Oozyte auch eine Vermehrung der Granulosazellen sowie das
Auftreten von Mitosefiguren im Follikelepithel. Auch die Verteilung der

Zellorganellen in den Granulosazellen dndert sich.

Die glykohistochemischen Untersuchungen der Primérfollikel erbrachten dhnliche
Reaktionen wie in den Primordialfollikeln. Die Basalmembran weist ebenso
Bindungsstellen fiir WGA und WGAs auf, welche fiir das dortige Vorliegen von
N-Acetyl-D-Glukosamin und Sialinsdure sprechen. Die granuldren Reaktionen
sind im Ooplasma bei den Lektinen Con A, WGA und PSA nur noch schwach
ausgepragt, im Vergleich zu den Primordialfollikeln. Im Gegensatz dazu sind in
den Granulosazellen stirkere Reaktionen zu verzeichen. Bei Con A zeigen alle
Granulosazellen eine gleichformige starke Fluoreszenz, wohingegen die
Inkubation von SNA zu deutlichen granuldren Reaktionen im Zytoplasma
einzelner Granulosazellen fiihrt. Schwache Reaktionen waren bei WGA, WGAs
und PSA zu verzeichnen. Dieses Bindungsmuster der Lektine spricht fiir das

Vorliegen von Mannose und/oder Glukose, sowie Sialinsdure und/oder N-Acetyl-
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D-Galaktosamin  und  N-Acetyl-D-Glukosamin im  Zytoplasma  der
Granulosazellen. Die Ausstattung mit Glykanen der Primérfollikel diirfte sich
somit deutlich von dem der Primordialfollikel unterscheiden. Sutelsky et al.
konnten bei ihren glykohistochemischen Untersuchungen in den Granulosazellen
neben Con A und WGA auch positive Reaktionen mit RCA erzielen, jedoch
WGASs nicht nachweisen (SKUTELSKY et al. 1994). Die Ergebnisse meiner
glykohistochemischen Untersuchungen weichen teilweise von den Erkenntnissen
anderer Autoren ab, wie auch eine Diskrepanz zwischen den verschiedenen
lektinologischen Untersuchungen in der Literatur erkennbar ist. Dies kann durch
die unterschiedliche Fixation, Einbettung, Lektinkonzentration, Einwirkzeit und
Lektinmarkierung begriindet werden. Skutelsky et al. fixierten die Ovarien in
Glutaraldehyd und verwendeten deutlich hohere Lektinkonzentrationen (WGA:
50pum/ml, WGAs: 10pm/ml), als in meiner Untersuchung. Die Lektine wurden bei
Skutelsky et al. und Parillo & Verini-Supplizi indirekt mit Hilfe der Meerettich-
Peroxidase nachgewiesen, wohingegen Bordasch wie in meiner Studie FITC-
markiert Lektine verwendete (SKUTELSKY et al. 1994; BORDASCH 1998;
PARILLO &VERINI-SUPPLIZI 1999). Roth konnte nachweisen, dass die Art der
Fixation, Einbettung und Lektinmarkierung erheblichen Einfluss auf die Intensitit
der Lektinreaktion hat. So eignet sich Bouin oder Glutaraldehyd fixiertes Gewebe
besser zum Lektinnachweis, als Formol fixiertes Gewebe (ROTH 2011).

Das Intermedidrfilament Vimentin ist in allen Granulosazellen vorhanden und
zeigt durch intensive Bindung des Antikorpers ein dichtes, Netz aus
Vimentinfilamenten an. Diese Beobachtung zeigt, dass die Verteilung der
vorwiegend in mesenchymalen Zellen vorkommenden Vimentinfilamente in den
Granulosazellen der Katze dhnlich wie bei anderen bereits untersuchten Spezies
ist (RODLER 2009; MADEKUROZWA 2012; RODLER & SINOWATZ 2013).
Allerdings wurden in meiner Untersuchung Vimentinfilamente bereits in den
Primordialfollikeln nachgewiesen, wohingegen Wendl et al. in den bovinen
Ovarien erst ab dem Stadium des Primarfollikels eine positive Reaktion feststellen

konnten (WENDL et al. 2012).

Tubulin ldsst sich vor allem im Zytoplasma der einschichtigen isoprismatischen
Granulosazellen nachweisen. Die Intensitit der Reaktion nimmt mit
zunehmendem Wachstum der Follikel zu und ist auch schon in den

Primordialfollikeln nachweisbar. Die Primaérfollikel befinden sich in der
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Wachstumsphase und die Zellteilung lauft unter Ausbildung der Mikrotubuli ab.
Des Weiteren sind die Mikrofilamente auch bei verschieden intrazelluldren
Transportvorgdngen beteiligt. Auch bei vorhergehenden Untersuchungen
verschiedener Autoren bei anderen Tierarten wie z.B. der Eidechse wurde eine
starke Reaktionen des Follikelepithels sdmtlicher Stadien detektiert (MAURIZII
et al. 2004 & 2012).

Der Connexin 43-Antikorper erzielt schwache bis deutlich positive Reaktionen in
den Granulosazellen der Follikel. Die starken punktférmigen Reaktionen
erscheinen nicht nur entlang der Zellmembran, wo sich die ,,gapjunctions®
befinden. Es sind auch starke Expressionen im perinukledren Bereich der meisten
Zellen zu verzeichnen. Diese konnten Hinweise auf die vermehrte Bildung der
Connexine im rauen endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat sein
(GERHART et al. 2012), die durch die Zunahme der Connexin 43 Produktion im
Laufe der Follikulogenese erklart werden kann. Bei vergleichbaren Studien am
Schwein und am Rind wurde lediglich beim Rind eine Expression in den
Follikelepithelzellen detektiert (JOHNSON et al. 1999; CHENG et al. 2005). Die
»gapjunctions® in den Granulosazellen scheinen bei der Katze im Vergleich zum
Schwein schon frither ausgeprigt zu sein. Im Gegensatz dazu konnte im Ovar der
Wachtel Connexin 43 in den Granulosazellen bei sdmtlichen Follikelstadien nicht

nachgewiesen werden (RODLER 2009).

Die Ergebnisse der ultrastrukturellen Analyse decken sich weitgehend mit den
Erkenntnissen verschiedener Autoren, die bereits elektronenmikroskopische
Untersuchungen mit Berlicksichtigung der Primérfollikel am Ovar der Katze
durchgefiihrt haben (GURAYA 1979; CARRIJO et al. 2010). Im Unterschied zu
vielen anderen Sadugetieren ist die beginnende Bildung der Zona pellucida bereits

im Primérfollikel zu erkennen (GURAYA 1979; CARRIJO et al. 2010).

1.3. Sekundirfollikel

Die Sekundirfollikel, welche sich durch das Vorhandensein eines
mehrschichtigen Follikelepithels auszeichnen, besitzen im Vergleich zu den
Primérfollikeln eine deutlich dickere Zona pellucida, die eine Dicke von bis zu
10um erreicht. Die PAS- und Alzianblaureaktion im Antrum folliculi korreliert
mit der bekannten Zusammensetzung des Liquor folliculi, der Hyaluronsidure und

Proteine enthdlt (GURAYA 1979).
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Die glykohistochemischen Untersuchungen ergaben bei den Sekundirfollikeln
eine starke Reaktion mit den Lektinen Con A, WGA, WGAs, deutliche
Reaktionen mit SNA und schwache Reaktionen mit PHAE, PSA und RCA.
Die Basalmembran reagierte mit den Lektinen &hnlich wie bei den
Primérfollikeln. Neben WGA und WGAs war bei PHAE und Con A auch eine
schwache Fluoreszenz zu verzeichnen. Das Ooplasma weist zahlreiche
Lektinbindungsstellen fiir Con A auf, daneben sind schwache granulére
Reaktionen mit PSA zu verzeichnen. Dies weist auf das Vorkommen von
Mannose und/oder Glukose hin. Die Granulosazellen reagieren stark mit Con A,
deutlich mit WGA und SNA. Schwache Reaktionen sind bei WGAs, PSA, PHAE
und RCA zu detektieren. Die zahlreichen Bindungsstellen fiir die verschiedenen
Lektine weisen auf das Vorhandensein vielfdltiger Zuckerreste hin, wie Mannose
und/oder Glukose, N-Acetyl-D-Glukosamin, N-Acetyl-D-Galaktosamin, N-
Acetyl-D-Neuraminsdure und Galaktose. Auch wenn zwei Lektine die gleiche
Monosaccharid-Spezifitit aufweisen wie Con A und PSA, miissen die Reaktionen
nicht gleich ausfallen, da neben dem Zuckerrest (in diesem Fall Mannose oder
Glukose) auch hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen bei der
Lektin-Glykan Bindung eine Rolle spielen (ROTH 2011). Die
glykohistochemische Untersuchung der Zona pellucida wird in einem eigenen
Kapitel diskutiert. Meine Ergebnisse unterscheiden sich in einigen Punkten von
dem Lektinbindungsmuster, das Sutelsky et al. bei ihren Untersuchungen der
felinen Ovarien 1994 erzielt hatten. Dabei wurden in den Granulosazellen und in
der Follikelhohle positive Reaktionen mit Con A, WGA und RCA detektiert,
wohingegen WGAs negativ war (SKUTELSKY et al. 1994). In meiner
Untersuchung reagierte RCA deutlich schwicher als bei Skutelsky und im
Vergleich zu seinen Ergebnissen erzielte ich auch positive Ergebnisse mit WGAs.
Dennoch zeigen beide Untersuchungen fiir andere Lektine eine weitgehende
Ubereinstimmung. Die Reaktion mit Con A deutet auf das Vorhandensein von
Glukose oder Mannoseresten hin, wie auch bei Skutelsky et al.. SNA und WGA
lassen das Vorkommen von Sialinsdure vermuten (und evtl. Glukosamin und
Galaktosamin). RCA bindet an D-Galaktose und PSA ist wie Con A fiir
Glukose/Mannose spezifisch. Die Intensitit der Reaktionen kann sich auch
aufgrund unterschiedlicher angewandter Lektinverdiinnungen und
Fixationsmethoden zwischen verschiedenen Autoren unterscheiden. In meiner

Arbeit wurden Schnitte mit Bouin oder Formol fixiert, wiahrend Skutelsky et al.
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Glutaraldehyd verwendeten. Weiter lagen die Verdiinnungen der verwendeten
Lektine bei Skutelsky zwischen 10 und 50pg/ml, wihrend in meiner
Untersuchung mit Konzentrationen von 2,5 bis 5Sug/ml gearbeitet wurde.
AuBlerdem beweist eine negative Reaktion nicht das Fehlen eines speziellen
Zuckers. Dieser kann auch durch einen anderen Zucker maskiert sein und ist

deshalb glykohistochemisch nicht nachweisbar.

Der Laminin-Antikrper reagiert wie in allen Follikelstadien primér mit der den
Follikel umgebenden Basalmembran. Daneben wurden auch schwache
Reaktionen in den Granulosazellen und sehr schwache Reaktionen im Ooplasma
detektiert. Das Ooplasma zeigt nur eine sehr geringe Reaktion direkt unter dem
Oolemn, bzw. vom Oolemn selber. In dem Follikelepithel reagiert vorwiegend das
Zytoplasma. In vereinzelten Oozyten ist eine schwache Reaktion des Nukleolus
zu erkennen, die wahrscheinlich als Artefakt zu interpretieren ist. In der von mir
durchgefiihrten Untersuchung waren primir die den Follikel umgebenden
Basalmembranen positiv, wie bereits bei Rind, Schwein, Kaninchen, Maus und
Ratte beobachtet (WORDINGER et al. 1983; LEE et al. 1996; VAN WEZEL
1998; BERKHOLTZ et al. 2006; IRVING-RODGERS et al. 2010). Schwache
Reaktionen in den Granulosazellen wurden bereits von Bordasch in den
Follikelstadien vom Primir- bis zum Tertidrfollikel der Katze beobachtet
(BORDASCH 1998). Die Bindung des Laminin-Antikdrpers in den
Granulosazellen kann ein Hinweis auf enthaltenes Laminin sein, welches zur
Bildung der Basalmembran beitrdgt und unter anderem aus den Granulosazellen
stammt. Im Vergleich dazu zeigte eine Untersuchung an den noch nicht zu
Primordialfollikeln formierten Keimzellansammlungen beim Kaninchen und beim
Schwein, dass die Basalmembran bereits vor der Follikelformation besteht (LEE
et al. 1996). Bei diesen Spezies scheint im Gegensatz zur Katze die Bildung nicht
ausschlieBlich mit den differenzierten Granulosa- oder Stromazellen
zusammenzuhdngen. Der schwache Nachweis von Laminin im Ooplasma
bestdtigt ebenso die Ergebnisse von Bordasch, die bei der Katze bereits eine
Lokalisation von Laminin in den Eizellen vermutete (BORDASCH 1998). Im
Laufe der Differenzierung des umliegenden stromalen Gewebes zu den
Thekaschichten beginnen auch einzelne Bindegewebsfasern sowie die in der
Theca externa lokalisierten Blutgefille positiv auf den Laminin-Antikorper zu

reagieren.
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Der SMA-Nachweis zeigt eine schwache Expression in der Basalmembran, die als
Artefakt aufzufassen ist. Um die Primérfollikel sind kaum kontraktile Elemente
vorhanden, im Sekundirfollikel nehmen sie bereits zu. Morphologische
Untersuchungen zur Verteilung der glatten Muskelfasern im Ovar der Katze und
bei anderen Sdugetieren zeigten keine glatten Muskelfasern im Bereich der
Follikel (BURDEN 1972 & 1973). Erst ab der Differenzierung der
Thekaschichten konnten in der Theca externa glatte Muskelzellen nachgewiesen

werden.

14. Tertiirfollikel

Die Morphologie des Tertidrfollikels zeigt keine Abweichungen von den
Ergebnissen anderer Autoren (BURDEN 1972; ALBERTINI et al. 1975;
KOHATA et al. 2007).

Die glykohistochemische Untersuchung der Tertidrfollikel erbrachte in den
meisten Strukturen &hnliche Ergebnisse wie in den Sekundéirfollikel. Deshalb
werden nur die Strukturen, die im Sekundarfollikel nicht vorhanden sind,
diskutiert. Im Vergleich zu den Granulosazellen weist die Corona radiata eine
deutlich stirkere Fluoreszenz mit den FITC-markierten Lektinen WGA, WGAs
und SNA auf. In der Corona radiata scheinen im Bezug zu den iibrigen
Granulosazellen vermehrt Sialinsdure-Reste, N-Acety-D-Glukosamin und
eventuell auch N-Acetyl-D-Galaktosamin vorzuliegen. Skutelsky et al. konnten
keine WGAs-Bindungsstellen in den Follikeln nachweisen. Allerdings waren die
Reaktionen mit RCA bei Skutelsky et al. stirker ausgeprigt, als bei meiner
Untersuchung, in der nur eine schwache Reaktion der Granulosazellen zu
verzeichnen war (SKUTELSKY et al. 1994).
Die Theca interna weist Bindungsstellen fiir Con A, WGA, VAA und PHAE auf,
sowie schwache Reaktionen mit WGAs, PSA und SNA auf. Die Theca externa
fluoresziert stark nach Inkubation mit WGA-FITC. Schwache Reaktionen sind mit
Con A, WGAs, PSA und SNA zu erkennen.

Die Untersuchung mit dem Vimentin-Antikorper zeigt vor allem positive
Reaktionen der Granulosazellen. Die unterschiedliche Intensitit des
Vimentinnachweises im Zytoplasma der Granulosazellen, zugunsten der
Zytoplasmaausldufer in Richtung der Zona pellucida, spricht dafiir, dass der aus

Vimentin bestehende Anteil des Zytoskeletts in diesem Bereich stirker ausgepragt
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ist und moglicherweise seinen Beitrag zur mechanischen Festigkeit dieser
Projektionen leistet. In Untersuchungen anderer Autoren konnte bei
verschiedenen Sdugetieren und bei der Wachtel gleichfalls Vimentin in den
Granulosazellen detektiert werden (AKIHARA et al. 2007; MADEKUROZWA
2012; RODLER & SINOWATZ 2011; WENDL et al. 2012). Besonders fillt die
Abnahme der Intensitit der Reaktion mit dem Vimentin-Antikorper in den
Granulosazellen mit fortschreitendem Follikelwachstum auf. Diese Entwicklung
wurde auch von anderen Autoren z.B. am Ovar der Wachtel von Rodler und
Sinowatz beobachtet und auf die Umorganisation des Zytoskeletts wéihrend der
Differenzierung zu Steroidhormon-synthetisierenden Zellen zuriickgefiihrt (SHEN

etal. 2012; RODLER & SINOWATZ 2013), die auch bei der Katze stattfindet.

Der smooth-muscle-actin-Antikdrper (SMA) als Marker fiir kontraktile Zellen
zeigt in den Tertidrfollikeln schwache Reaktionen an der Basalmembran sowie in
der Theca interna zwischen den Thekazellen und stirker in der Theca externa und
in der Tunica media der dort vorhandenen GefdBe. In einer Studie des
Rinderovars wurden ebenso in der Theca externa und in der Tunica media der im
Ovar befindlichen Gefiae kontraktile Elemente nachgewiesen. Die Theca interna
hingegen zeigte beim Rind keine positive SMA-Reaktion (HIRSCHBERG et al.
2012). Dies kann darin begriindet sein, dass die Thekaschichten bei der Katze in
manchen Bereichen im Vergleich zum Rind nur undeutlich voneinander
abgegrenzt sind. Bei den in den Thekaschichten angefirbten Zellen handelt es sich
um Myofibroblasten, die sich im Laufe der Follikelentwicklung differenzieren.
Eine funktionell gesehen ,.kontraktile Follikelkapsel* wurde von Rodler schon am

Ovar der Wachtel beobachtet (RODLER 2009).

Der S100-Antikorper zeigt in den Tertidrfollikeln sehr stark positive Reaktionen
in den Thekazellen der Theca interna. Bei Untersuchungen mit dem S100-
Antikorper am Ovargewebe anderer Tierarten, wurden nur bei porzinen Ovarien
schwache Reaktionen in den Thekazellen detektiert. Daneben waren beim
Schwein auch Reaktionen an den Follikelepithelzellen zu erkennen (MIRECKA et
al. 1994). Die Reaktionsmuster mit dem S100-Antikorper bei Rind, Ente und
Mensch unterschieden sich deutlich von dem der Katze (KAMIYA et al. 1989;
SUGIMURA et al. 1989; WOOLNOUGH et al. 2000). Eine starke Reaktion in
den Thekazellen ist somit bisher nur bei der Katze zu erkennen, deren

immunhistochemisches Reaktionsmuster der Verteilung von S100 sich deutlich
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von den Ergebnissen der bei anderen Tierarten durchgefiihrten Untersuchungen

unterscheidet.

Die Reaktion des Connexin 43 Antikorpers in den Granulosazellen entspricht der
in den Sekundérfollikeln. In den sehr groBlen Tertidrfollikeln nimmt die Intensitat
der Reaktion ab. Das kann darin begriindet sein, dass die ,,gapjunctions® vor der
Ovulation vermindert werden, da sich die Fortsdtze der Granulosazellen, welche
die Zona pellucida durchqueren, zuriickziehen. Dies wurde z.B. schon von
Berisha am Ovar des Rindes festgestellt (BERISHA et al. 2009). Des Weiteren ist
auch eine starke Reaktion in den Thekazellen der Theca interna zu verzeichnen.
Die zytoplasmatische Verteilung des Connexin 43 ist analog zu der in den
Follikelepithelzellen. Das Zytoplasma reagiert stark und im Bereich des Golgi-
Feldes ist eine starke Immunfirbung zu verzeichnen. In einer Studie zur
Verteilung verschiedener Connexine wurde in pridovulatorischen Follikeln in den
Granulosazellen deutlich mehr Connexin 43 detektiert als in den Thekazellen
(BOROWCZYK et al. 2006). In den von mir untersuchten Tertidrfollikeln konnte
ich mit der hierbei angewandten immunhistochemischen Methode keinen
Unterschied in der Reaktionsstirke zwischen den Granulosa- und Thekazellen
feststellen. Vielmehr nahm die Intensitét der Reaktion in den Granulosazellen der
kurz vor der Ovulation befindlichen Follikel deutlich ab, wohingegen die in den
Thekazellen gleich blieb. Die Thekazellen bleiben in ihrer Position wéhrend der
Ovulation selbst unveridndert und wandeln sich im Anschluss zu den Luteinzellen

um.

Der Progesteron-Rezeptor-Antikorper zeigt starke bis deutliche Reaktionen in den
Kernen der Fibrozyten der Theca externa. Auch in der Theca interna reagieren
einzelne Zellkerne der zwischen den Thekazellen gelegenen Fibrozyten. Diese
Beobachtung spricht fiir das Vorhandensein von Progesteron-Rezeptoren in
beiden Thekaschichten. Die den Follikel umgebenden Thekaschichten
differenzieren sich aus dem spinozelluldren Bindegewebe und exprimieren in den
Tertidrfollikeln Progesteronrezeptoren in deren Nuklei. In der Literatur werden
vor allem Progesteronrezeptoren in den Granulosazellschichten beschrieben
(NATRAJ & RICHARDS 1993). Diese konnte ich in meinen Untersuchungen in
keinem Follikelstadium nachweisen. Im caninen Ovar konnte eine Expression
nukleédrer Progesteronrezeptoren im Follikelepithel samtlicher Follikelstadien mit

zunechmender Intensitdt wiahrend des Follikelwachstums beobachtet werden
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(VERMEIRSCH 2001). In der gleichen Untersuchung wurden auch moderate
Reaktionen in den Thekaschichten detektiert, wie sie auch bei meiner Studie der
felinen Ovarien zu verzeichen war (VERMEIRSCH 2001). Diese waren bei den
Ovarien ohne Gelbkorper stirker ausgeprigt, also scheinen Progesteronrezeptoren
unter Progesteroneinfluss weniger exprimiert zu werden. Bei der Katze sind die
Progesteronrezeptoren je nach Zyklusstadium und hormonellen Einfliissen
bevorzugt in der Theca externa Schicht lokalisiert. Clemens et al. postulierten bei
der Ratte einen Zusammenhang zwischen dem erhohten LH-Spiegel und der
vermehrten Ausbildung von Progesteronrezeptoren bei der Ratte (CLEMENS et
al. 1998). Der LH-Peak wird bei Katzen als induziert ovulierende Spezies nur

nach einem entsprechenden vaginalen Stimulus ausgelost.

1.5. Zona pellucida

Die Zona pellucida ist bei der Katze bereits ab dem Stadium des Primarfollikels
licht- und elektronenmikroskopisch zu erkennen, wie schon Cariijo festgestellt hat
(CARRIJO et al. 2010). Da sie aus Glykoproteinen besteht ist sie besonders
deutlich mit der PAS-Reaktion darstellbar. Ab dem Stadium des Sekundérfollikels
sind bereits lichtmikroskopisch zwei Schichten zu unterscheiden. Eine innere,
kompakt erscheinende diinnere Schicht, die direkt an das Oolemn der Eizelle
anschlieft, sowie eine dullere lockerer erscheinende dickere Schicht, die sich auch
zwischen den Corona radiata Zellen fortsetzt. Die Zona pellucida wurde bereits
von anderen Autoren in mindestens zwei verschiedene Schichten eingeteilt
(JEWGENOW & RUDOLPH 2001). Die Alzianblau-Farbung zeigt bei pH 2,5
eine deutliche Blaufiarbung der Zona pellucida. Bei pH 1 ist nur eine schwache
Blaufirbung zu erkennen. Das zeigt das Vorhandensein verschiedener saurer
sulfatierter und karboxylierter Mukosubstanzen. Bereits 1989 wurde die
Zusammensetzung der Zona pellucida mit substrathistochemischen und
glykohistochemischen Methoden von Kimura et al. analysiert (KIMURA et al.

1989), wobei sie gleichfalls eine Schichtung nachweisen konnten.

Da sich die lektinologischen Untersuchungen besonders zur Darstellung der
Zuckerstrukturen der Zona pellucida eignen, wurden bereits von verschiedenen
Autoren die Bindungsstellen unterschiedlicher Lektine in der Zona pellucida
analysiert. Parillo & Verini-Supplizi konnten zeigen, dass bei der Katze die
Lektine SBA, PNA, RCA I, GSA I und WGA die deutlichste Reaktion an der ZP

anzeigten, was auf das Vorkommen von N-Acetyl-D-Galaktosamin, D-Galaktose
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und N-Acetyl-D-Glukosamin Reste schlieBen ldsst. Allerdings erzielte er nur bei
WGA eine Reaktion mit der Zona pellucida ohne vorhergehende Desulfatierung,
Deacetylierung oder Neuraminsdure Vorbehandlung, da sulfatierte Gruppen in
Esterverbindungen die Anfdarbbarkeit mit Lektinen verhindern konnen
(PARILLO & VERINI-SUPPLIZI 1999).
Von Bordasch wurden mit den Lektinen Con A, GSA II, GSA I, UEA I, ECA,
WGA, VAA, DBA, UDA, PNA, MPA, SBA und LTA die Zusammensetzung der
Zona pellucida der Katze untersucht. Eine starke Reaktion wurde fiir Con A,
GSA I, WGA, ECA, MPA und SBA beobachtet (BORDASCH 1998).
Auch Kimura et al. fiihrten glykohistochemische Untersuchungen an der Zona
pellucida der Katze durch. Sie benutzten die Lektine UEA, PNA, MPA, GSA 1,
SBA, DBA, BPA, GSA II, WGA und Con A verglichen die Lektinbindung der
Zona pellucida von Eizellen im Ovar mit jener, von ovulierten Eizellen im
Eileiter. Die Eizellen im Follikel reagierten deutlich positiv mit WGA. BPA und
GSA 1I reagierten schwach positiv. Alle anderen Lektine zeigten keine Reaktion

mit der Zona pellucida (KIMURA et al. 1989).

In meiner eigenen Arbeit wurden die Lektine Con A, WGA, WGAs, PSA, PHAE,
PHAL, VAA, SNA, MAA I, GSL I, RCA und SJA ohne weitere Vorbehandlung,
wie Desulfatierung, Deacetylierung oder Neuraminidase-Vorbehandlung
durchgefiihrt. Die stirksten Reaktionen mit der Zona pellucida waren bei WGA zu
verzeichnen. Bei WGAs fielen die Reaktionen bereits deutlich schwicher aus.
Con A und PSA zeigten eine schwache Bindung, ebenso wie PHAE. SNA zeigt
deutliche Reaktionen an der inneren Schicht der Zona pellucida, die der Oozyte
zugewandt ist. WGA bindet sowohl N-Acetyl-D-Glukosamin, als auch N-Acetyl-
D-Neuraminsiure, deren Konfiguration dhnlich ist. Das Lektin WGAs ist im
Gegensatz zu WGA, auf Grund des unterschiedlichen isoelektrischen Punkts, im
Gewebe negativ geladen und bindet nicht an Zelloberflichen, die Glykokonjugate
mit Sialinsdure-Resten enthalten. Somit ist eine Unterscheidung von Sialinsiure
und N-Acetyl-D-Glukosamin im Gewebe moglich (MONSIGNY et al. 1980). Die
Lektine Con A und PSA detektieren die Zuckerstrukturen Glukose und/oder
Mannose. SNA-Bindungsstellen in der inneren Schicht der Zona pellucida zeigen
das dortige Vorkommen von a-2,6 verkniipften Sialinsdureresten oder terminalen
N-Acetyl-Galaktosamin-Resten an. Die Ergebnisse decken sich nur teilweise mit

fritheren Untersuchungen anderer Autoren. Alle Autoren mit Ausnahme von
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Skutelsky et al. konnten zahlreiche WGA-Bindungsstellen an der Zona pellucida
feststellen. Die Ergebnisse von Parillo & Verini-Supplizi konnen nicht direkt mit
meinen Resultaten verglichen werden, da sie verschiedene Vorbehandlungen vor
der Lektinfarbung einsetzten. Dies war notwendig, da in ihren Untersuchungen
ohne Vorbehandlung nur WGA an die Zona pellucida band. Nur drei der von
Kimura et al. verwendeten Lektine wurden auch in meiner Arbeit untersucht: Con
A, WGA und GSA 1. Auch Kimura et al. konnten nur bei WGA starke Reaktionen
in der Zona pellucida nachweisen. Bordasch erzielte im Gegensatz zu meinen
Untersuchungen neben WGA und Con A auch bei GSA I positive Reaktionen in
der Zona pellucida (KIMURA et al. 1989; SKUTELSKY et al. 1994;
BORDASCH 1998; PARILLO & VERINI-SUPPLIZI 1999). Bei den
Untersuchungen von Skutelsky wurde im Gegensatz zu meiner eigenen Arbeit
und den oben genannten Studien nur bei RCA eine Bindung an die innere und
duBlere Schicht der Zona pellucida erzielt, nicht aber bei WGA (SKUTELSKY et
al. 1994). Diese Diskrepanz kann durch Verwendung unterschiedlicher Verfahren
zur Fixation, Lektinverdiinnung und -markierung erkldrt werden. Skutelsky et al.
verwendeten Glutaraldehyd zur Fixierung und applizierten die Lektine in der
zehnfachen Konzentration, wie sie in meiner Arbeit angewendet wurden. Im
Gegensatz zu den bei meiner Untersuchung verwendeten direkt FITC-markierten
Lektinen wiesen Skutelsky et al. indirekt durch die Meerettich-Peroxidase nach

(SKUTELSKY et al. 1994).

1.6. Atretische Follikel
Follikel jeden Stadiums konnen atretisch werden und somit eine verdnderte
Morphologie von Oozyte und/oder Follikel aufweisen. Je nach Follikelstadium

sind unterschiedliche Anzeichen fiir eine Atresie zu erkennen.

Beim Abbau priantraler Follikel mit ausgebildeter Zona pellucida bleibt diese am
langsten bestehen und deren eingefaltete Reste sind hdufig in der Ovarrinde zu
erkennen. Die substrathistochemischen Untersuchungen zeigen &hnliche
Ergebnisse wie an der Zona pellucida vitaler Follikel. Lediglich bei SNA ist eine
deutlich stirkere Reaktionen zu verzeichnen, was auf einen erhohten Sialinsdure-
oder N-Acetyl-D-Galaktosamin-Gehalt der Zona pellucida von atretischen

Follikeln hinweisen kann.

Die atretischen Primordialfollikel, bzw. Ubergangsstadien zu den Primérfollikeln
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zeigen vereinzelt starke Reaktionen mit dem Panzytokeratin-Antikorper im
Follikelepithel. Moglicherweise fiihrt die Atresie der Follikel zu Veranderungen

im Zytoskelett der Granulosazellen.

Bei den antralen Follikeln wandern im Verlauf der Atresie Zellen in die
Follikelwand ein und obliterieren auch die Follikelhdhle. Zwischen diesen ist z.T.
Alzianblau- und PAS-positives Material zu erkennen. Diese sind auch nach
Methylierung und Amylasevorbehandlung weiterhin zu erkennen. In der
Alzianblaufarbung sind auch bei pH 1 noch Reaktionen zu detektieren. Diese
fallen jedoch bei pH 2,5 deutlich stirker aus. Das spricht fiir Polysaccharide in
Form saurer Mukosubstanzen und Glykane, die kein Glykogen enthalten. Wie
bereits bekannt ist, wandern vorwiegend Fibroblasten ein und sezernieren
Kollagen und verschiedene andere Glykoproteine, welche zum positiven Ausfall
der PAS-Reaktion und der Alzianblau-Farbung fiihren (KAIPIA & HSUEH 1997;
RODGERS & IRVING-RODGERS 2010; WANG et al. 2010).
Das Glykosilierungsmuster der atretischen antralen Follikel verhilt sich dhnlich
wie in den Sekundidr- und Tertidrfollikeln. Zum Teil sind eingewanderte
Makrophagen zu erkennen, die eine sehr deutliche Bindung der Lektine Con A,

WGA, WGASs und SNA aufweisen.

Bei Vimentin fillt die Reaktion in den Granulosazellen atretischer Follikel
deutlich schwicher aus, was fiir einen durch die Atresie verursachten Abbau
einzelner Zytoskelettanteile spricht. Weiter wandern auch Vimentin-positive
Zellen, also aus dem umgebenden Stroma, in die verbliebene Follikelhdhle und

Follikelwand ein.

Der Laminin-Nachweis féllt in den atretischen antralen Follikeln schwécher aus
als in den vitalen Follikeln gleicher Grofle. Dies kann durch den beginnenden

Abbau der den Follikel umgebenden Basalmembran verursacht sein.

Die Wand atretischer Follikel wird deutlich von SMA-positiven, also kontraktilen
Zellen infiltriert. Auch die in der Follikelwand gebildeten Gefédle sind teilweise
SMA positiv. Dies kann als Hinweis dafiir gewertet werden, dass im weiteren
Verlauf der Atresie kontraktile Zellen (wahrscheinlich Myofibroblasten) am
Umbau bzw. Abbau beteiligt sind.

In den Granulosazellen ist ein starker Riickgang der Expression von Connexin 43

zu verzeichnen. Diese Beobachtung wurde bereits von Cheng et al. an den
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Granulosazellen porziner Follikel gemacht (CHENG et al. 2005). Dies kann durch
den Abbau von ,,gapjunctions in atretischen Follikeln begriindet werden. Die
positiven Reaktionen in den Theca interna Zellen sind weitgehend unverandert,
was darauf hinweist, dass deren ,gapjunction“ im Vergleich zu den
Granulosazellen nicht abgebaut werden. Es ist eine Korrelation mit den
morphologischen Beobachtungen der Follikel im Verlaufe der Atresie
festzustellen, da die Zahl der Thekazellen um die Follikelreste eher zu, als

abnimmt und der Zellverband nicht aufgelost wird.

1.7. Gelbkorper

Die Gelbkdrper, die nur in einem Teil der untersuchten Ovarien zu finden waren,
konnten in ihrem ,,Bliitestadium® aufgrund ihrer Grofe bereits makroskopisch
erkannt werden. Histologisch bestehen sie aus den Granulosaluteinzellen, die
einen groflen, héufig durch Fetttropfchen vakuolisiert erscheinenden
Zytoplasmaanteil aufweisen und den deutlich kleineren und in geringerer Anzahl
vorkommenden Thekaluteinzellen. Daneben sind auch Fibrozyten und Gefifle
enthalten und eine vorwiegend kollagene bindegewebige Kapsel grenzt den
Gelbkorper zum umliegenden Gewebe ab. In den Thekaluteinzellen sowie in den
Fibrozyten = befinden  sich  PAS-positive = Substanzen, die  durch
Amylasevorbehandlung deutlich abgeschwécht werden, also auch  Glykogen

enthalten.

Die glykohistochemischen Untersuchungen zeigen in den Granulosaluteinzellen
eine starke Bindung von Con A und schwache Reaktionen mit PSA, welche an
dort vorliegende Glukose und/oder Mannose-Reste binden. Die starke
Fluoreszenz bei SNA sowie die deutliche Reaktion bei VAA und die schwache
Anfirbung mit WGA bei fehlender Reaktion mit WGAs lassen auf das
Vorkommen von Sialinsdure und evtl. Galaktose bzw. N-Acetyl-D-Galaktosamin
schlieBen. Mit den Lektinen RCA und PHAE sind nur sehr schwache Reaktionen
zu erkennen. Die RCA-Bindungsstellen lassen auf das Vorkommen Galaktose-
haltiger Reste schlieBen. Die Thekaluteinzellen weisen ein dhnliches
Glykosilierungsmuster wie die zwischen den Luteinzellen gelegenen Fibrozyten
auf. Beide zeigen positive Reaktionen mit Con A und PSA, die an Glukose
und/oder Mannose binden. Die Fluoreszenz ist bei den Thekaluteinzellen deutlich
starker. Beide reagieren schwach mit WGA, WGAs und SNA, was fiir das
Vorliegen von N-Acety-D-Glukosamin, Sialinsdure und evtl. N-Acetyl-D-
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Galaktosamin spricht. Nur in den Fibrozyten ist eine undeutliche Reaktion mit
dem PHAE-Lektin zu erkennen. Die im Gelbkdrper enthaltenen Gefille zeigen
nach Inkubation mit PSA eine stark positive Reaktion, was das Vorhandensein

von Glukose und/oder Mannose anzeigt.

Nach Inkubation mit dem Vimentin-Antikdrper ist eine stark positive Reaktion im
Zytoplasma der Granulosaluteinzellen zu beobachten. Die Thekaluteinzellen
hingegen sind negativ und in den Fibrozyten sind nur in manchen Bereichen
schwache Reaktionen wahrnehmbar. Das Endothel der im Corpus luteum
enthaltenen GefiBe zeigt eine deutliche Anfarbung. Im Ovar der Ratte wurde
ebenfalls Vimentin im Corpus luteum nachgewiesen, allerdings unterschieden die
Autoren nicht, welche Zellarten im besonderen reagierten (NILSON et al. 1995).
Die starke immunhistochemische Farbung der Granulosaluteinzellen, die auch
deutlich stirker als in den Granulosazellen der Tertidrfollikel ausfallt, beweist eine
deutliche Umwandlung des Zytoskeletts zu Steroidhormon-synthetisierenden

Zellen wéhrend der Luteinisierung.

Der Nachweis von Tubulin im Corpus luteum zeigt in den Granulosaluteinzellen
eine deutliche, homogene Anfirbung des Zytoplasmas. Die Thekaluteinzellen
reagieren deutlich schwicher und zeigen eher punktférmige Reaktionen im
perinukledren Bereich. In den grofen GefdBlen sind auch positive Reaktionen zu
detektieren, wohingegen in den kleineren Geféllen oft kein Nachweis des Tubulin-
Antikorpers erbracht werden konnte. Sowohl Vimentin, als auch Tubulin sind in
Steroidhormon-synthetisiernden Zellen wichtig fiir den intrazelluldren Transport

der Substrate und synthetisierter Steroide (SHEN et al. 2012).

Auch das S100 Protein konnte im Zytoplasma der Granulosaluteinzellen
nachgewiesen werden. Das Reaktionsmuster zeigt ausschlieBlich eine
zytoplasmatische Lokalisation, die sich in ihrer Intensitdt unterscheidet.
Vereinzelte Granulosaluteinzellen reagierten deutlich stirker als ihre benachbarten
Zellen. Dies konnte z.B. durch die unterschiedliche Entwicklung oder
Syntheseleistung der einzelnen Zellen zustandekommen. Auch in den
Thekaluteinzellen waren Reaktionen mit dem S100 Antikérper zu erkennen, die
deutlich schwécher als bei den gréferen Granulosaluteinzellen ausfallen. Das
Bindegewebe zeigt nur im Bereich der den Gelbkdrper umschlieBenden Kapsel
nennenswerte Reaktionen. Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen stellten Mirecka

et al. bei der Untersuchung porziner Corpora lutea lediglich schwache Reaktionen
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in jungen Thekaluteinzellen fest, wohingegen die Granulosaluteinzellen negativ
waren (MIRECKA et al. 1994). Die Verteilung von S100 in den felinen Corpora

lutea unterscheidet sich deutlich von der anderer Tierarten.

Mit dem Connexin 43-Antikorper zeigen die Granulosaluteinzellen ein typisches
immunhistochemisches Anfarbungsmuster. Im Zytoplasma ist nur eine sehr
schwache Reaktion zu erkennen, wohingegen die Zell-Zell-Verbindungen
zwischen den Granulosaluteinzellen fokal punktférmige, intensiv angefirbte
Areale entlang der Zellmembran zeigen. Dieses Verteilungsmuster verdeutlicht
die Lokalisation von Connexin 43 in den ,,gapjunctions® zwischen den einzelnen
Granulosaluteinzellen. Diese scheinen dort sehr ausgeprdgt zu sein und
ermoglichen den Austausch kleiner Molekiile. In einer Studie am Gelbkdrper des
Schweines wurde bereits festgestellt, dass ,.gapjunctions® essentiell fiir die
Funktion  Steroidhormon-synthetisierender  Zellen sind und in den
Granulosaluteinzellen je nach Differenzierungsgrad des Gelbkorpers
unterschiedlich ausgebildet sind (BOROWCZYK et al. 2006 & 2007). Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Borowcyk et al. war in meiner Untersuchung

die Reaktion der Thekaluteinzellen deutlich schwécher ausgepragt.

Der Antikorper gegen den Progesteron-Rezeptor zeigt eine positive Reaktion in
den Zellkernen einiger Fibrozyten und Fibroblasten, die zwischen den
Granulosaluteinzellen gelegen sind. Auch einige Thekaluteinzellen zeigen eine
Anfarbung ihres Nukleus, wohingegen in den Granulosaluteinzellen keine
Reaktion erkennbar ist. In Studien zur Verteilung der Progesteron-Rezeptoren im
Corpus luteum des Menschen wurden sowohl in beiden Luteinzelltypen, als auch
in den Fibroblasten positive Ergebnisse verzeichnet (MAYBIN & DUNCAN
2004). Auch im caninen Ovar sind schwache Reaktionen in den Luteinzellen zu
beobachten (VERMEIRSCH 2001). Ist ein Gelbkdrper auf dem Ovar vorhanden,
liegt eine Pseudograviditit vor (da keines der untersuchten Tiere trachtig war) und
das Ovar steht vor allem unter Progesteron-Einfluss. Im Gegensatz zu den
Untersuchungen an der Hiindin und der Frau weisen die Granulosaluteinzellen der
Katze keine Progesteron-Rezeptoren auf (VERMEIRSCH 2001; MAYBIN &
DUNCAN 2004).

Immunhistochemisch unterscheiden sich die Granulosaluteinzellen deutlich von
den Thekaluteinzellen. Bei ersteren fallen die Reaktionen mit den Vimentin,

Tubulin, S100 und Connexin 43 Antikdrpern deutlich stirker aus. Im Gegensatz
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dazu fillt der Nachweis von Progesteron-Rezeptoren in den Granulosaluteinzellen
negativ aus wihrend die Thekaluteinzellen kernstéindige Progesteron-Rezeptoren

aufweisen.

1.8. Rete ovarii

Das Rete ovarii war nur in einigen der untersuchten Ovarien zu finden. Das ein-
bis mehrschichtige iso- bis hochprismatische Epithel enthdlt mit zunehmender
Hohe deutlich PAS-positive Glykokalix, die auch nach Amylasevorbehandlung
und Methylierung weiterhin erkennbar bleiben. Gelberg et al. konnten bereits bei
ithren Untersuchungen PAS-positive Substanzen im konnektiven und
extraovariellen Rete nachweisen (GELBERG et al. 1984). Vor allem die im
Lumen des tubuldren Netzwerks befindlichen PAS-positiven Substanzen weisen

auf sekretorische Funktionen des Rete ovarii hin.

Die glykohistochemischen Untersuchungen mittels Lektinen zeigen eine starke
Bindung des FITC-markierten Con A. Dieses bindet an Glukose und/oder
Mannose, die somit in den epithelartigen Zellen vorliegen. Auch SNA zeigt
deutliche Reaktionen mit vereinzelten Zellen, wohingegen andere negativ sind.
Das Lektin SNA zeigt das Vorhandensein von a2,6-Sialinsdure oder N-Acetyl-D-
Galaktosamin auf, das allerdings nur in einzelnen Zellen nachgewiesen werden

konnte.

Die immunhistochemischen Nachweise zeigen sehr starke Reaktionen mit dem
Panzytokeratin-Antikorper, der auf das Vorhandensein zahlreicher Zytokeratin-
Intermediérfilamente hinweist. Die bereits bei anderen Tierarten und auch bei der
Katze durchgefiihrten Untersuchungen erbrachten bei Katze, Hund, Wachtel und
Rind ebenso positive Nachweise von Zytokeratinen im Rete ovarii (ESPINOSA
DE LOS MONTEROS et al. 1999; AKIHARA et al. 2007; RODLER &
SINOWATZ 2011; WENDL et al. 2012).

Der Tubulin-Antikoérper zeigt im Zytoplasma der Rete-Epithel-Zellen eine
deutliche bis starke Reaktion. Diese nimmt mit Hohe des Epithels zu; also vom
intraovariellen iiber das konnektive zum extraovariellen Rete verstirkt sich die
Reaktion. Diese sind vor allem auf der luminalen Seite der Epithelzellen und in
dem zilidren Besatz lokalisiert. Dieses Verteilungsmuster spricht moglicherweise
fiir die Bedeutung von Tubulin in Form der Mikrotubuli fiir die sekretorischen

Funktionen des Rete ovarii, die mit zunechmender Epithelhohe steigen. Die
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sekretorischen Eigenschaften des Rete ovarii wurden bereits 1975 von Byskov

beschrieben (BYSKOV 1975).

In einzelnen Zellen des Rete ovarii sind nukledre Progesteron-Rezeptoren
nachweisbar. Sie liegen in der Regel zwischen vielen negativen Rete-
Epithelzellen. Vermeirsch konnte bei der Untersuchung caniner Ovarien keinen
Nachweis von Progesteron-Rezeptoren im Rete ovarii erzielen (VERMEIRSCH
2001). Im humanen Rete ovarii hingegen konnte die Expression von Progesteron-
Rezeptoren abhingig vom Zyklusstand beobachtet werden (KHAN et al. 1999).
Auch bei meiner Studie waren Progesteron-Rezeptoren nachweisbar, allerdings in
unterschiedlicher Konzentration in den einzelnen Zellen. Dies ist damit zu
erkldren, dass feline Ovarien verschiedener Funktionszustinde studiert wurden,

die unter EinfluB} eines unterschiedlichen Hormonprofils standen.

Die Ostrogen-Rezeptoren konnten mit Hilfe immunhistochemischer Methoden in
vielen Rete-Epithelzellen nachgewiesen werden. Die Inkubation der Schnitte mit
dem ERa-Antikorper fiihrte in zahlreichen Zellen des Rete ovarii zu einer
deutlichen Reaktion des Kerns. Wie im humanen Rete ovarii konnte ich in meiner
Untersuchung das Vorkommen von Ostrogen-Rezeptoren im Rete-Epithel
nachweisen (KHAN et al. 1999). Die Reaktion fiel deutlich stirker als bei den
Progesteron-Rezeptoren aus. Diese Beobachtung belegt, dass die Zellen des Rete
ovarii mehr Ostrogen- als Progesteron-Rezeptoren besitzen und somit vermutlich
sensitiver auf Ostrogen, als auf Progesteron reagieren. Diese Beobachtung muss
auch in Bezug zum Zyklusstadium betrachtet werden, da die Einwirkung

verschiedener Hormone die Expression spezifischer Hormonrezeptoren veriandert.

1.9. Thekadriisen

Die Thekadriisen sind in allen untersuchten Ovarien zu erkennen. Im Zentrum der
in Form einer Driise angeordneten Thekazellen befinden sich hdufig zwischen
dem Bindegewebe gelegene PAS- und Alzianblau-positive Substanzen. Die
Morphologie einiger dieser Ansammlungen von Thekazellen dhnelt der antraler,
atretischer Follikel. Es sind auch Ubergangsstadien zu erkennen, die eine
Entwicklung der Driisen aus atretischen Follikeln vermuten lassen, wie schon

bereits von anderen Autoren beobachtet (GURAYA 1979; PEREZ et al. 1999).

Die glykohistochemischen Untersuchungen zeigen in den Thekadriisen eine

positive Reaktion nach Inkubation mit FITC-markiertem Con A, VAA und
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PHAE. Das Lumen zeigt eine deutliche Fluoreszenz bei WGA, WGAs und SNA
sowie schwache Reaktionen bei PHAE. Dieses Ergebnis beweist das Vorkommen
von Glukose und/oder Mannose sowie Sialinsdure und evtl. Galaktose in den
Thekazellen sowie Sialinsdure, N-Acetyl-D-Glukosamin und evtl. N-Acetyl-D-

Galaktosamin im Zentrum der Driisen.

Der immunhistochemische Nachweis von Vimentin zeigt stark positive
Reaktionen im Zytoplasma der Thekazellen. Diese fallen dhnlich wie in den
Granulosaluteinzellen im Gelbkorper aus. Da sowohl die Thekazellen, als auch
die Luteinzellen zur Steroidhormonsynthese befdhigt sind konnte Vimentin eine
Rolle bei der im Zytoplasma stattfindenden Steroidhormonsynthese spielen

(SHEN et al. 2012).

Der Nachweis von Tubulin in den Thekadriisen brachte in den Thekazellen selbst
nur schwache Reaktionen im Zytoplasma. Lediglich das im Zentrum der Driise
befindliche Material, welches Reste von atretischen Follikeln sein diirften, zeigte
starke Reaktionen. Die sich im Zytoplasma stark anfirbenden Zellen sind
morphologisch den Follikelepithelzellen sehr &dhnlich. Tubulin erfiillt als
Bestandteil der Mikrotubuli auch in den Thekazellen zahlreiche Aufgaben, ist aber

mit Hilfe des Tubulin-Antikoérpers nicht in jeder Konformation nachweisbar.

Die immunhistochemische Farbung mit dem S100-Antikorper zeigt starke
Reaktionen im Zytoplasma der Thekazellen. S100 interagiert mit den Mikrotubuli
(DONATO 1986) und hat mdglicherweise wie diese auch, Einfluss auf die
Steroidhormonsynthese. Die Reaktion ist dhnlich wie in den Thekazellen der

Theca interna und den Luteinzellen, die auch zur Hormonsynthese befdhigt sind.

Connexin 43 erzielt starke Reaktionen im Zytoplasma der Thekazellen, deren
Intensitit vergleichbar mit der Anférbung der Thekazellen aus der Theca interna
ist. Neben der positiven Reaktion im Zytoplasma ist auch eine sehr starke
Reaktion im Bereich des Golgi-Feldes zu detektieren, welche auf vermehrte
Synthese von Connexinen hinweisen kann. Ebenso ist eine granuldre positive
Reaktion im Zytoplasma zu beobachten. Diese deutet darauf hin, dass die

Synthese von Connexin fiir die Bildung von ,,gapjunctions* noch abliuft.
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1.10. Keimdriisenepithel

In den meisten Bereichen ist das Keimdriisenepithel als flaches einschichtiges
Epithel ausgebildet. Die Zellkerne sind queroval und im Zytoplasma sind
zahlreiche Mitochondrien, Vesikel und Vakuolen zu erkennen, wie sie

stoffwechselaktive oder sekretorisch aktive Zellen zeigen.

Die glykohistochemischen Untersuchungen zeigen sehr starke Reaktionen mit
SNA und deutliche Reaktionen mit Con A, WGA, PHAE und schwache
Reaktionen mit WGAs und PSA. Dies spricht fiir das Vorliegen von Sialinséure,
Glukose und/oder Mannose sowie N-Acetyl-D-Glukosamin und evtl. auch N-
Acetyl-D-Galaktosamin. Eine neuere Untersuchung an avidren Ovarien erbrachte
am Keimdriisenepithel dhnliche Ergebnisse, allerdings wurde dort zusdtzlich noch

Galaktose nachgewiesen (RODLER & SINOWATZ).

Der immunhistochemische Nachweis von Zytokeratinen mit dem Panzytokeratin-
Antikorper zeigt eine sehr stark positive Reaktion in allen Bereichen des
Keimdriisenepithels. Bei sdmtlichen untersuchten Ovarien anderer Tierarten
wurden ebenso Reaktionen verschiedener Zytokeratine detektiert (KHAN-
DAWOOD et al. 1996; GILES et al. 2006; RICCARDI et al. 2007; AKIHARA et
al. 2007; RODLER & SINOWATZ 2011; WENDL et al. 2012). Die Katze weist
ebenso wie viele andere Spezies (Affen, Hithnern, Hunden, Wachteln und
Rindern)  aus  Zytokeratinen  aufgebaute  Intermedidrfilamente  im

Keimdriisenepithel auf.

Das Oberflachenepithel des Ovars ist weiter stark positiv fiir Synemin. Dieses ist
Bestandteil des Zytoskeletts und kommt hédufig zusammen mit Desmin oder
Vimentin vor. In meiner Untersuchung konnte im Ovar der Katze weder Desmin,
noch Vimentin nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde im Ovar der
Wachtel eine positive Reaktion fiir Vimentin verzeichnet (RODLER &
SINOWATZ 2011) und beim Hund sowohl Desmin als auch Vimentin detektiert
(AKIHARA et al. 2007). Allerdings wurde in diesen Studien Synemin nicht
berticksichtigt.

ERa wurde in den Zellkernen des Keimdriisenepithels nachgewiesen. Die
Expression der Rezeptoren unterschied sich in den einzelnen Schnitten. Dieses
Phinomen deutet darauf hin, dass die Ausbildung der Ostrogen-Rezeptoren (ERa)

abhingig vom Zyklusstadium ist, in dem sich das entsprechende Ovar befindet.
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Ebenso reagierten Randbereiche des Ovars am Ubergang zum Mesovar deutlicher,
als das dazwischenliegende Epithel. Das Vorhandensein von nukleiren Ostrogen-
Rezeptoren im Keimdriisenepithel zeigt auch, dass es sich um ein Gewebe
handelt, welches vom Ostrogenspiegel, der wihrend des Zyklus stark variiert,
beeinflusst wird. So werden vermutlich die Auf- und Abbauvorgénge oder
sekretorischen Prozesse dieses variablen Epithels (BJERSING & CAJANDER
1975; VIGNE et al. 1994) unter anderem von Ostrogen gesteuert.

Die Verteilung der Steroidhormonrezeptoren sowie sidmtlicher zytoskelettaler
Bestandteile spiegelt die aktuell im Ovar vorliegende Situation wieder. Sowohl
die Rezeptoren, als auch das Zytoskelett unterliegen stindigen Auf- und
Abbauvorgédngen, um die jeweiligen Zellen anpassen zu kdnnen. Somit kénnen
sich die Ergebnisse innerhalb meiner Arbeit auch dadurch unterscheiden, dass die

Eierstocke in unterschiedlichen Zyklusstadien entnommen wurden.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen meiner Arbeit wurde mittels moderner morphologischer Methoden
das Ovar der Hauskatze (Felis catus) untersucht. Dabei wurden ausgewéihlte
Ovarien von 25 Katzen im Alter von sieben Monaten bis neun Jahren zur
histologischen, histochemischen, glykohistochemischen und ultrastrukturellen

Untersuchung verwendet.

Zur glykohistochemischen Untersuchung der ovarspezifischen Strukturen wurde
eine Auswahl geeigneter Lektine getroffen. Hierfiir wurden Concanavalin
Agglutinin (Con A), Wheat germ Agglutinin (WGA), Wheat germ Agglutinin
succinyliert (WGAs), Sambucus nigra Agglutinin (SNA), Pisum sativum
Agglutinin (PSA), Ricinus communis Agglutinin (RCA), Viscum album
Agglutinin (VAA), Phaseolus vulgatis Erythroagglutinin (PHA E), Maackia
amurensis Agglutinin I (MAA 1), Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (PHA L),
Sophora japonica Agglutinin (SJA) und Griffonia simplicifolia Agglutinin I (GSA
I) eingesetzt und die jeweiligen Ergebnisse mit Lektinstudien anderer Autoren
verglichen. Besonders auffallend war die starke Reaktion von WGA in der Zona
pellucida und in der Corona radiata, die deutlich stirker als die {ibrigen
Granulosazellen reagierte. Auch WGAs zeigte Reaktionen in der Zona pellucida
und in der Corona radiata, die deutlich schwéicher als bei WGA ausfielen. SNA
reagierte nur in der inneren Schicht der Zona pellucida. Diese Reaktionen zeigen
das Vorkommen von N-Acetyl-D-Glukosamin, N-Acetyl-D-Galaktosamin und N-
Acetyl-D-Neuraminsdure an, die in der Zona pellucida enthalten sind, die sich in

Fortsédtzen zwischen den Corona radiata Zellen verzweigt.

Die immunhistochemischen  Untersuchungen mit Antikdrpern  gegen
Panzytokeratin, Vimentin, Laminin, Desmin, Synemin, Tubulin, SMA, S100,
Connexin 43, Ostrogen-Rezeptoren (ERa), sowie Progesteron-Rezeptoren
erbrachten neue Erkenntnisse zum Aufbau des Zytoskeletts und zur Verteilung
von Steroidhormonrezeptoren in den felinen Ovarien. Das Keimdriisenepithel
enthiilt neben Zytokeratinen und Synemin auch nukleire Ostrogen-Rezeptoren,
deren Expression zyklusabhidngig zu sein scheint. Die Thekazellen der
Thekadriisen reagieren stark mit Antikdrpern gegen Vimentin, S100 und

Connexin 43, dhnlich wie die Thekazellen der Theca interna von Tertidrfollikeln.
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Das Zytoskelett dieser beiden Zelltypen ist analog aufgebaut, da beide
Steroidhormone synthetisieren und diese Zellfunktionen unter Beteiligung des
Zytoskeletts ablaufen. Die Granulosaluteinzellen des Gelbkorpers, in denen
ebenso Steroide synthetisiert werden, zeigen ein dhnliches Reaktionsmuster.
Zusétzlich wurde auch Tubulin im Zytoplasma der Granulosaluteinzellen
nachgewiesen, welches fiir den Transport der Substrate und Steroide eine
entscheidende Rolle spielt. Die immunhistochemische Anfarbbarkeit der
Thekaluteinzellen unterscheidet sich deutlich von der, der Granulosaluteinzellen.
In den Thekaluteinzellen waren nur schwache Reaktionen auf den S100- und
Tubulin-Antikérper zu erkennen, wohingegen dort vereinzelt nukledre
Progesteron-Rezeptoren nachgewiesen werden konnten. Auch in den zwischen
den Luteinzellen gelegenen Fibrozyten konnten Progesteronrezeptoren detektiert
werden. Das Rete ovarii reagierte mit Antikdrpern gegen Zytokeratine, Tubulin,
Progesteron- und  Ostrogen-Rezeptoren. In  den  Follikeln  war
immunhistochemisch nur mit Antikdrpern gegen Synemin eine deutliche Reaktion
in den Oozyten zu erkennen. Die Granulosazellen zeigten bei allen Follikelstadien
mit dem Tubulin-Antikérper eine stark positive Reaktion. Der Connexin-
Antikorper zeigt in den Follikelepithelzellen eine steigende Reaktionsstédrke, bei
zunehmender FollikelgroBe, bedingt durch die Zunahme der ,,gapjunctions®. Im
Gegensatz dazu nimmt die Reaktion des Vimentin-Antikdrpers vom Primordial-

zum Tertidrfollikel in den Granulosazellen ab.

Die Ausbildung der kernstindigen ERa und Progesteron-Rezeptoren variiert je
nach Zyklusstadium und hormonellen Einwirkungen auf das Ovar. Ostrogen-
Rezeptoren sind in den Follikelepithelzellen weniger Primérfollikel zu finden
sowie im Epithel des Rete ovarii und dem Keimdriisenepithel. Die Progesteron-
Rezeptoren konnten in den Thekaschichten von Tertidrfollikeln nachgewiesen
werden sowie im Gelbkorper in den Thekaluteinzellen und in einigen Fibrozyten.
Auch das Rete ovarii zeigte in manchen Bereichen nukledr lokalisierte

Progesteron-Rezeptoren.

Insgesamt weist das Ovar der Katze im Vergleich zu anderen Tierarten eine
frithere Differenzierung zytoskelettaler Elemente und glykanhaltiger Strukturen
im Follikel auf. Neben der bereits im Primérfollikel ausgebildeten Zona pellucida
fallt vor allem die frithe Ausbildung von ,,gapjunctions* und Vimentinfilamenten

in den Granulosazellen auf. Bei der Katze ist die Verteilung des sauren S100
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Proteins im Ovar grundlegend anders als bei verschiedenen bisher untersuchten
Tierarten. Im Bereich der Steroidhormon-synthetisierenden Zellen war es
besonders deutlich nachweisbar, was dafiir spricht, dass S100 in die

Synthesevorgidnge gemeinsam mit Vimentin und Connexin involviert ist.
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VII. SUMMARY

Immunhistochemical, glycohistochemical and ultrastructural studies of the

feline ovary (Felis catus)

In my thesis 25 feline ovaries (Felis catus) were studied using histological,
glycohistochemical, = immunhistochemical and  ultrastructural  methods.
Additionally to the different follicle stages, the ovarian stroma and the thecal

glands were also evaluated.

For the glycohistochemical investigations, an appropriate panel of lectins was
used, including Concanavalin Agglutinin (Con A), Wheat germ Agglutinin
(WGA), Wheat germ Agglutinin succinylated (WGAs), Sambucus nigra
Agglutinin (SNA) , Pisum sativum Agglutinin (PSA), Ricinus communis
Agglutinin (RCA), Viscum album Agglutinin (VAA), Phaseolus vulgatis
Erythroagglutinin (PHA E), Maackia amurensis Agglutinin I (MAA I), Phaseolus
vulgaris Leukoagglutinin (PHA L), Sophora japonica Agglutinin (SJA) and
Griffonia simplicifolia Agglutinin I (GSA 1I). The most interesting
glycohistochemical staining was the strong reaction of WGA in the zona pellucida
and the surrounding corona radiata cells. The staining with WGA-FITC
demonstrates N-acetylglucosamine and sialic acids in the zona pellucida and the

surrounding corona radiata.

The immunhistochemical examination using antibodies against cytokeratins,
vimentin, laminin, desmin, synemin, tubulin, SMA, S100, connexin 43, ERa and
progesterone receptors showed the localization of cytoskeletal components within
the different compartments of the feline ovary and the distribution of steroid
hormone receptors. The ovarian surface epithelium contains not only cytokeratins
but also synemin and nuclear estrogen receptors. The interstitial gland cells show
a strong immunohistochemical staining with antibodies against vimentin, S100
and connexin 43. A similar immunohistochemical staining pattern was also
observed in cells of the theca interna of tertiary follicles. The
immunohistochemical staining pattern differs between the luteal cells derived
from granulosa cells (granulosa lutein cells) or from thecal cells (theca lutein
cells). The small theca cells only showed a distinct reaction with tubulin and S100

antibodies, in contrast to the large luteal cells which reacted much more strongly.
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In the rete ovarii the expression of cytokeratins, tubulin, progesterone receptors
and ERa could be immunohistochemically demonstrated. Oocytes of the follicles
of different developmental stages only showed a positive reaction with the
synemin antibody. At all developmental stages, the follicle cells showed a strong
immunohistochemical staining with the tubulin antibody. The intensity of
connexin immunostaining increased during follicular development within the
follicular epithelium from primordial to tertiary follicles. This proves the increase
in the number of gap junctions in the follicular epithelium during follicle growth.
In contrast the staining intensity with the vimentin antibody decreased in
granulosa cells from primordial to tertiary follicles. This may indicate the
remodelling of the cytoskeleton of the granulosa cells in growing follicles to

obtain steroidogenic potential.

The formation of nuclear ERo and progesterone receptors varies under the
influence of different hormones, depending on the ovarian cycle. The rete ovarii is
the only structure in which both receptor types are expressed. ERa can be detected
in granulosa cells of some primary follicles, as well as in the ovarian surface
epithelium. Progesterone receptors are localized in the theca interna of tertiary

follicles and in small luteal cells and fibrocytes of the corpus luteum.

In conclusion the feline ovary shows, in comparison to other mammals, an early
differentiation of cytoskeletal and glykan containing elements. The zona pellucida
is already formed in primary follicles and the granulosa cells contain vimentin
filaments and gap junctions, which can already be observed in the stage of
primordial follicle. The distribution of the S100 protein in the ovary of the cat
differs fundamentally from all other species investigated so far. S100 was
predominantly found in steroidogenic cells and may indicate its involvement in

steroidogenesis, in conjunction with the expression of vimentin and connexin.
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XI.  ANHANG

1. Methodik - Lichtmikroskopie
1.1. Fixierungslosungen
Bouin

e 750ml gesittigte wissrige Pikrinsdure (Firma Merck, Darmstadt)
e 250ml Formaldehyd 37 % (Firma Merck, Darmstadt)
e 50ml Eisessig (Firma Merck, Darmstadt)

Formalin

e Formaldehyd 37 % im Verhéltnis 1:10 mit PBS Puffer verdiinnen

1.2. Puffer
PBS Puffer pH 7.4
e 42 50g NaCl (Natriumchlorid) (Firma Merck, Darmstadt)
e 6,35g Na,HPO4x2H,0 (Di-Na-hydrogenphosphat-dihydrat)
(Firma Merck, Darmstadt)
e 1,95g NaH,PO4xH;,0 (Na-dihydrogenphosphat-1-hydrat)
(Firma Merck, Darmstadt)
e Aquadest. ad 51
Citratpuffer pH 6,0
Stammlosung A:
o 21,01g CeHgO7xH,0 (Citrat)
(Firma Merck, Darmstadt)
e Aquadest. ad 11
Stamml6sung B:
o 29.42¢g Na3;C¢Hs07x2H,0 (Natriumcitrat)
(Firma Sigma-Aldrich, Steinheim)
e Aquadest. ad 11
Gebrauchslésung:
e 9ml Losung A
e 41ml Losung B
e Aqua dest. ad 500ml
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1.3. Firbelosungen
1.3.1. H.E.
Himalaun

e 2.0g Hamatoxylin
e 0,4g NaJOs (Natriumjodat)
e 100g AIK(SO4)x12H,0 (Aluminiumkaliumsulfat)
e 100g C,H;3Cl50; (Chloralhydrat)
e 2.0g kristalline Zitronenséure
e Aqua dest. ad 21
Eosin
Stammlosung:
e 2,0g Eosin
e 198ml Aqua dest.
e cinige Tropfen Formol (zur Haltbarkeitsteigerung)
Gebrauchslésung:
e 60ml Stammldsung
e 8 Tropfen Eisessig
e 600ml Aqua dest.

1.3.2. PAS
Schiff’sches Reagenz (Firma Roth, Karlsruhe)

0,5 % wiassrige Losung von Perjodsiure
e 0,5g HsIO¢ (Perjodsédure) (Firma Merck, Darmstadt)
e 100ml Aqua dest.
SO; (Schwefeldioxid) -Wasser
e 200ml Leitungswasser
e 10ml Na,S,0s (Natrium-Pyrosulfit)-Lésung
e 10ml n—HCI (900ml Aqua dest. und 100ml HCI konzentriert)
Essigsaure-Pyridin-Losung
e 16ml C4HOs5 (Essigsdureanhydrid)
e 24ml CsHsN (Pyridin)
0,1 n-Salzsidure-Methanol (absolut)-Losung:

e n-HCI
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e CH4O (Methanol) im Verhiltnis 1:10

0,5% a-Amylase
e o-Amylase (Firma Merck, Darmstadt) 10mg
e Aqua dest. 2ml

1.3.3. Goldner
Eisenhimatoxylin nach Weigert
Losung A:
e 1,0g Himatoxylin
e 100ml 96% Alkohol
Losung B:
o 2.48g FeCl; (Eisen(Ill)chlorid)
e 100ml Aqua dest.
e 1ml konzentrierte HCI 37 % (Salzséure)
Gebrauchslésung:
e Losung A und Losung B im Verhéltnis 1:1
Azophloxin
e 0,5g Azophloxin
e 100ml Aqua dest.
e 0,2ml Eisessig
Phosphormolybdinsiure-Orange
e 3-5g Phosphormolybdénsédure oder Phosphorwolframsiure
e 100ml Aqua dest.
e 2,0g Orange G
Lichtgriin
e 0,1-0,2g Lichtgriin
e 100ml Aqua dest.
Essigsidure 1 % /3 %
e 10/30ml Eisessig
e 11 Aqua dest.

1.3.4.  Alzianblau

Alzianblau pH 1,0
e g Alcianblau 8 GX (Firma Merck, Darmstadt)
e 100ml 0,IN-HCI
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e pH 1,0 einstellen
e Thymolkristall
Alzianblau pH 2,5
e g Alcianblau 8 GX
e 100ml 3 % Essigséure
e pH 2.5 einstellen
e Thymolkristall
Kernechtrot:
e Aluminiumsulfat (Firma Merck, Darmstadt) 5g
e In 100ml Aqua dest. 16sen und Losung erhitzen

e 0,1g Kernechtrot (Firma Merck, Darmstadt)

1.3.5. Glykohistochemie

FITC markierte Lektine (Firma Vector, Burlingame, USA)

MAA 1, SNA, VAA (Lehrstuhl fiir physiologische Chemie,
Veterindrwissenschaftliches Department, LMU Miinchen)
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (Firma
Vector, Burlingame, USA)

Protein Block Serum-Free (Firma Dako, Hamburg)

Streptavidin-FITC (Firma Dako, Hamburg)

1.3.6. Immunhistochemie
DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)-Hydrogenperoxid-
Losung
Stammldsung:
e 5ml PBS-Puffer
o 15ul 30% H,0;
Gebrauchslosung:
e 6 DAB-Tabletten (Firma Dako, Hamburg)
e 60ml Aqua dest. auflosen

e 400ul Stammlosung

Antibody-Diluent (Firma Dako, Hamburg)
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Protein Block Serum-Free (Firma Dako, Hamburg)

VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (Firma
Vector, Burlingame, USA)

Rabbit anti-mouse-IgG-FITC (Firma Dako, Hamburg)

Fluorescein Anti-Rabbit IgG (vom Schwein) (Firma Vector, Burlingame, USA)

2. Methodik - Elektronenmikroskopie

2.1. Fixierungslosung nach Karnovsky
10% Paraformaldehyd-Losung:

e 10g Paraformaldehyd (Firma Merck, Darmstadt)

e 100ml Aqua dest.

e 1-2 Tropfen 1N NaOH (Firma Carl Roth, Karlsruhe)
Karnovsky-Stammlosung:

e 20ml Paraformaldehyd-Ldsung (10%)

e 50ml 0,2M-Cacodylat-Puffer

e 0,05g CaCl, (Kalziumchlorid) (Firma Merck, Darmstadt)
Karnovsky-Gebrauchslosung:

e 10ml Stammlosung

e 1,37ml 25% Glutaraldehyd (Firma Polysciences, Warrington, USA)

2.2. Cacodylat-Puffer
Stammlosung:
o 8,56g Na(CH3),As0,x3H,0 (Natriumcacodylat)
(Firma Polysciences, Warrington, USA)
e 200ml Aqua dest.
0,2M-Losung:
e 50ml Stammldsung
e tropfenweise 0,2M HCI bis pH 7,2 (Firma Merck, Darmstadt)
e Aqua dest. ad 100ml
0,1M-Losung:
e 50ml 0,2M-Losung
e 50ml Aqua dest.
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2.3. Losungen
Kontrastierungslosung
2% Os0O4 (Osmiumtetroxid)-Losung:
e 2ml 4% OsO4 (Firma Polysciences, Warrington, USA)
e 2ml 0,1M Cacodylat-Puffer
3% C¢FeKuNg (Kaliumferrocyanid)-Ldosung:
e 0,3g CcFeKyNg (Firma Sigma-Aldrich, Steinheim)
e 0,1M-Cacodylat-Puffer ad 10ml
Osmiumtetroxid(1%)-Kaliumferrocyanid(1,5%) in 0,1M-Cacodylatpuffer:
o 4ml 2% OsO4-Losung
o 4ml 3% CgFeK4Ng-Losung
Bleicitrat-Losung nach Reynolds (pH ~ 12)
e 0,266g Pb(NOs), (Bleinitrat)
(Firma Sigma-Aldrich, Steinheim)
o 0,352g Na3(CsHs0O7)x2H,0 (Natriumcitrat)
(Firma Sigma-Aldrich, Steinheim)
e 6ml Aqua dest.
e ca. 1,6ml IN NaOH fiir pH-Wert
Uranylacetat
e Uranylacetat (Firma Scientific LTD, Essex, UK)

e Aqua dest. bis zur gesittigten Losung
24. Methylenblau nach Richardson
Stammlosung:

¢ 1% Methylenblau (Firma Merck, Darmstadt)

e 1% Borax Na,;B4O;x10H,0 (Natriumtetraboratdecahydrat)
(Firma Serva, Heidelberg)

e im Verhiltnis 1:1

Gebrauchslésung:
o 1% Azur II (Firma Waldeck, Miinster)
e Stammlosung

e im Verhiltnis 1:1
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2.5. Polyembed-Einbettung
e 20ml Poly/Bed® 812 (Firma Polysciences, Warrington, USA)
e 16ml DDSA (Firma Polysciences, Warrington, USA)
e 10ml NMA (Firma Polysciences, Warrington, USA)
e 1,4ml BDMA (Firma Polysciences, Warrington, USA)
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