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1 Einleitung 

1.1 Anatomie und Physiologie der Gonaden 

1.1.1 Testes: Anatomie und Funktion 

Die männlichen Gonaden (Testes, Hoden) haben zwei wichtige Hauptaufgaben: die Produktion 

von Spermatozoen und die Synthese des Hormons Testosteron (1). Die Testes der Maus sind 

paarig angelegte, ovale Organe, deren Größe und Gewicht zwischen verschiedenen Maus-

stämmen und abhängig von der Spermienproduktion variiert (2,3). Eine bindegewebige Kap-

sel, die Tunica albuginea, umgibt die Testes. Von ihr gehen Septen aus, die im Interstitium 

zwischen den Tubuli semniferi (Hodenkanälchen) ziehen. Die Tubuli semniferi dienen der 

Spermatidenproduktion und machen fast 90% des Hodenvolumens aus (4). Das Grundgerüst 

der Tubuli semniferi wird durch Sertolizellen gebildet. Diese treten als einzige Zellart mit den 

reifenden Keimzellen in direkten Kontakt und garantieren ihnen ein stabiles Umfeld, Nähr-

stoffversorgung und Schutz vor Zellen des Immunsystems durch Ausbildung der Blut-Hoden-

Schranke (5). Umgeben werden die einzelnen Tubuli semniferi von einer Basalmembran, so-

wie Bindegewebe, Myoid- und Endothelzellen. Das Interstitium macht insgesamt nur 10% des 

testikulären Volumens aus, wovon etwa 4% auf die Leydigzellen entfallen (4). Sie sind für die 

Synthese von Testosteron verantwortlich und unterliegen der Regulation durch das Luteinisie-

rende Hormon (LH). Die Tubuli semniferi setzen sich nach innen in das Rete testis fort, welches 

schließlich in den Epididymis (Nebenhoden) übergeht. Dieser lagert sich dem Testis seitlich an 

und wird in drei Abschnitte untergliedert: Caput und Corpus dienen der Reifung der Spermati-

den zu Spermatozoen, die anschließend im Bereich der Cauda bis zum Zeitpunkt der Ejaku-

lation (6) gelagert werden. Der muskuläre Ductus deferens verbindet die Cauda epididymidis 

schließlich mit der Urethra.  

Der Weg von der Stammzelle bis zur reifen Keimzelle führt von Spermatogonien zu Sperma-

tozyten 1. und 2. Ordnung. Aus diesen entstehen in den Tubuli semniferi Spermatiden. Diese 

reifen anschließend im Epididymis zu reifen Spermatozoen heran. Die Spermatogonien  

lassen sich in die Unterklassen As und A1 bis A4 einteilen. Die Spermatogonien As sitzen der 

Basalmembran direkt auf und stellen die Stammzellen der Spermatogenese dar (7). Aus ihnen 

gehen durch mitotische Teilungen die Spermatogonien A1-4 hervor. Die A4 Spermatogonien dif-

ferenzieren sich schließlich zu Typ B Spermatogonien. Diese bewegen sich, unterstützt von 

Sertolizellen, mit zunehmender Differenzierung lumenwärts. Sie treten als Spermatozyten 1. 

Ordnung in die Meiose I ein, die zur Haploidisierung des Chromosomensatzes führt. Sperma-

tozyten 2. Ordnung durchlaufen die Meiose II. Der sich anschließende Prozess der Spermio-

genese umfasst die Reduktion des Zytoplasmas, Zellkernkondensation, Akrosomenbildung 
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und die Orientierung des Spermienschwanzes in Richtung des Tubuluslumens. Aus den run-

den Spermatiden entstehen reife Spermatozoen, die schließlich im Epididymis ihre Motilität 

gewinnen (8,9). Für die Initiierung der Spermatogenese in pubertären Testes werden beide 

hypophysären Gonadotropine, LH und FSH (Follikelstimulierendes Hormon), benötigt. FSH 

beeinflusst hierbei die Proliferation, Reifung und Größe der Sertolizellen positiv und erhöht die 

Spermatogonien- und Spermatozytenanzahl (10,11). Eine weitere Progression zu postmeioti-

schen Spermatiden ist allerdings nur in Kombination mit Testosteron möglich (10). Dieses wird 

von den im Interstitium verteilten Leydigzellen synthetisiert. Im Gegensatz zu LH und Testos-

teron ist FSH für die Spermatogenese der reifen, postpubertären Testes nicht mehr essentiell. 

Für die kontinuierliche Spermienproduktion beginnen humane Stammzellen etwa alle neun 

Tage einen neuen mitotischen Zyklus. Bis zur Entstehung reifer Spermatozoen vergehen beim 

Menschen ungefähr vierunddreißig Tage. Im Alter nehmen dann sowohl die Testosteronsyn-

these als auch die Spermienproduktion ab. Im Gegensatz zur Follikulogenese setzt sich diese 

jedoch über die gesamte Lebensspanne fort (12).  

1.1.2 Ovarien: Anatomie und Funktion 

Die Ovarien sind die weiblichen Gonaden, sie sind paarig angelegt und oval geformt (13). Über 

Ligamente sind sie mit ihrer Umgebung verankert und werden von der bindegewebigen Tunica 

albuginea umhüllt (12). Ein Ovar besteht aus einer äußeren Rinde und einem innen liegenden 

Mark. Die Rinde macht den größten Anteil des Ovars aus. Hier liegen die Follikel in ihren ver-

schiedenen Entwicklungsstadien. Das Mark besteht aus Stromazellen sowie aus Gefäßen und 

Nerven. Diese treten über den Hilus in das Organ ein bzw. aus. Umgeben werden die Ovarien 

von einer kubischen Epithelschicht, dem Keimepithel (14). Die zwei Hauptaufgaben der Ova-

rien sind, analog zu denen der Testes, die Gametogenese und die Steroidsynthese. Die hierfür 

verantwortlichen Zellen sind im Stroma und in den Follikeln enthalten: Oozyten, Granulosa- 

und Thekazellen (15). Die Bildung der Primordialfollikel erfolgt bei Primaten in utero. Zum Zeit-

punkt der Geburt bestehen die Ovarien von Mäusen hauptsächlich aus kleinen, dicht gepack-

ten Oozyten, die von Stroma umgeben werden (15). Die Oozyten reifen dann innerhalb der 

ersten sieben Tage post partum zu Primordialfollikeln heran (16). Zu diesem Zeitpunkt befin-

den sich die Oozyten im Arrest der Prophase der ersten meiotischen Teilung (Meiose I) und 

werden primäre Oozyten genannt. Wenn die primären Oozyten von einer flachen Follikele-

pithelschicht umgeben werden entstehen Primordialfollikel. Ist die umgebende Epithelschicht 

kubisch und wird von einer Basalmembran umgeben ist ein Primärfollikel entstanden. Aus der 

Gesamtheit dieser Primärfollikel tritt mit jedem Zyklus eine Kohorte von Follikeln in den Rei-

fungsprozess zum sprungreifen Follikel ein (14). Primaten und Nager ovulieren spontan. Das 

heißt, dass kein sexueller Stimulus für die Initiierung der Ovulation benötigt wird (17). Der Zyk-

lus von Primaten gliedert sich in eine Follikelphase, die Ovulation und die anschließende 



 9 

Lutealphase. Der durchschnittliche Zyklus dauert beim Menschen achtundzwanzig Tage und 

führt zur Selektion und Ovulation einer Eizelle. Im Gegensatz dazu dauert der Zyklus weibli-

cher Mäuse vier bis fünf Tage und führt zum Sprung mehrerer Oozyten (16). Der Zyklus der 

Maus gliedert sich in vier Phasen: Diöstrus, Proöstrus, Östrus und Metöstrus. Analog zur Fol-

likelphase von Primaten reifen die Follikel während des Proöstrus und Östrus zu sprungreifen 

Follikeln. Die Ovulation erfolgt am Ende des Östrus. Im Metöstrus finden sich frisch gebildete 

Gelbkörper und atresierende Follikel. Diese bilden sich während des Diöstrus weiter zurück 

(17). Aufgrund der kurzen Zyklusdauer gibt es bei Nagetieren keine Lutealphase wie bei den 

Primaten. In der Follikelphase weisen Nager im Vergleich zu Primaten ein hohes FSH-zu-

Östradiol-Verhältnis auf. So konnten bei Ratten Spitzenkonzentrationen von FSH mit 500 

ng/ml und Östradiol <50 pg/ml gemessen werden. Im Gegensatz dazu liegen die Werte von 

Makaken bei <160 ng/ml für FSH und 300 pg/ml für Östradiol. Bei Nagetieren liegt ein „Niedrig-

Östrogen“-Zyklus vor (18,19). Das von den Follikeln produzierte Östradiol erfüllt dabei mehrere 

Aufgaben: Es fördert die Proliferation und senkt die Apoptose von Granulosazellen, es erhält 

die Reaktionsfähigkeit der Granulosazellen gegenüber FSH und führt zur Expression von LH-

Rezeptoren (14). Sowohl Primaten als auch Nagetiere benötigen FSH für die Follikelreifung: 

Während bei Primaten die Follikelreifung erst unter FSH-Einfluss einsetzt, stellt das Follikel-

wachstum von Nagetieren ein Kontinuum dar (20). Unabhängig vom Zyklus beginnen bei Na-

gern jeden Tag Follikel zu reifen. Dies geschieht zunächst ohne den Einfluss von FSH, das 

erst ab einer gewissen Follikelgröße benötigt wird um eine Atresie zu verhindern und 

sprungreife Follikel zu generieren (21) (siehe Abb. 1).  

Wenn eine Kohorte von Primärfollikeln in den Reifungsprozess eintritt kommt es zur Prolifera-

tion der Epithelzellen. Die Oozyte wird dann von mehreren Schichten Epithel umgeben. Direkt 

um die Oozyte differenziert sich das Epithel zu Granulosazellen, die von der Basalmembran 

umschlossen werden. Um diese herum differenzieren sich die Thekazellen aus. In diesem Sta-

dium wird der Follikel als Sekundärfollikel bezeichnet (14). Die Granulosazellen proliferieren 

weiter und ihr Zellverbund wird aufgelockert, so dass eine flüssigkeitsgefüllte Aussparung um 

die Oozyte herum entsteht, die Antrum genannt wird. Die Antrumflüssigkeit enthält in hohen 

Konzentrationen Steroidhormone und Wachstumsfaktoren (14). In diesem Stadium werden die 

Follikel als Tertiär- oder antrale Follikel bezeichnet (siehe Tab. 1). Die Oozyte bleibt von einigen 

Granulosazellen umgeben, die den Cumulus oophorus bilden (14). In die Thekazellschichten 

sprießen anschließend Kapillare von außen ein. Diese überschreiten die Basalmembran nicht, 

so dass die Granulosazellschichten gefäßfrei sind. Die antralen Follikel wachsen weiter und 

werden schließlich Graaf-Follikel genannt. In der zweiten Hälfte der Follikelphase erfolgt bei 

Primaten die Selektion eines dominanten Follikels, der bis zur Sprungreife weiter wächst. Bei 

Nagern entstehen gleichzeitig mehrere, sprungreife Follikel. Zu diesem Zeitpunkt der Follikel-

phase, kurz vor der Ovulation, erreicht die Oozyte ihren größten Durchmesser. Sie vollendet 



 10 

die Meiose I zum Zeitpunkt der Ovulation und beginnt die zweite meiotische Teilung, die nur 

im Falle einer Befruchtung abgeschlossen wird (14).  

Ovulation, Reifung der Oozyte, Luteinisierung und Vaskularisierung der Follikelzellen werden 

in der Zyklusmitte durch einen LH-Anstieg initiiert (22). Hierdurch kommt es im Follikel zur 

verstärkten Produktion von Antrumflüssigkeit und die Zellverbände werden zunehmend  

gelockert. Schließlich wird die Follikelwand so dünn, dass sie reißt und die Oozyte, umgeben 

vom Cumulus oophorus, freisetzt. An diesem Prozess sind unter anderem Prostaglandine und 

Proteasen beteiligt (14). Nach dem Ovulationsstimulus erfolgt der Follikelsprung bei Mäusen 

etwa elf bis vierzehn Stunden und bei Menschen im Durchschnitt achtunddreißig Stunden spä-

ter (23). Die Oozyte wird dann im Fimbrientrichter der Tube aufgefangen (14).  

 

 

Abbildung 1: Gonadotropin-unabhängige und Gonadotropin-abhängige Stadien der Follikel-
reifung (13). 

 

Erfolgt keine Befruchtung der gesprungenen Eizelle, werden die Gelbkörper von Mäusen nur 

für einen Zeitraum von vierundzwanzig Stunden erhalten. So kann im Anschluss an diese ver-

kürzte Lutealphase ein neuer Zyklus beginnen. Bei der Frau bleibt das Corpus luteum bis zu 

zwölf Tage funktionsfähig und produziert Progesteron. Erst dann bildet sich der Gelbkörper 

zurück (24). Bei Primaten wird das FSH während der Lutealphase niedrig gehalten, so dass in 

dieser Zeit keine Follikelreifung stattfindet. Die Granulosazellen des Gelbkörpers produzieren 

hierzu das Peptid Inhibin, welches FSH, nicht aber LH, hemmt. Bei Nagetieren wird die Pro-

duktion von Inhibin durch die LH-Spitze gehemmt wodurch ein erneuter FSH-Anstieg ermög-

licht wird (16,25). Activin, der Gegenspieler des Inhibins, wird ebenfalls in Follikeln produziert 

und fördert die Freisetzung von FSH. Activin kann durch Follistatin gebunden und damit biolo-

gisch inaktiviert werden. Diese ovariellen Peptidhormone haben einen wesentlichen Anteil an 

der Zyklusregulation (14). Am Ende der Lutealphase beginnt der Gelbkörperabbau zum Cor-

pus albicans. Doch nicht nur Gelbkörper werden atretisch. Ein Großteil der Oozyten geht be-
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reits vor der Bildung von Primordialfollikeln in Apoptose. Auch im Verlauf des Reifungsprozes-

ses zum Graaf-Follikel kann ein Follikel jeder Zeit atresieren. Dabei treten hauptsächlich Gra-

nulosazellen in den Zelltod ein, während Luteinzellen zum Pool der interstitiellen Zellen zu-

rückkehren. Die atretischen Follikel werden bindegewebig umgebaut und werden zu 

avaskulären Narben. Um dies zu verhindern stellt FSH den wichtigsten anti-apoptotischen Ef-

fekt dar. So wird die Fortsetzung des Reifungsprozesses derjenigen Follikel ermöglicht, die die 

günstigste FSH-Rezeptorausstattung besitzen (14).  

 

Klassifika-
tion der Folli-

kel 

Beschreibung 

Typ 1 Die Oozyte ist klein (<20 μm) ohne umgebende Zellen. 

Typ 2 Die Oozyte (<20μm) wird von wenigen Zellen umgeben wird. 

Typ 3a Die Oozyte hat einen Durchmesser <70 μm und wird von einem Ring Gra-
nulosazellen umgeben (weniger als 20 Zellen auf dem größten Querschnitt 
durch den Follikel). 

Typ 3b Die Oozyte (<70 μm) wird von einem Ring aus 20 bis 60 Granulosazellen 
umgeben. 

Typ 4 Die Oozyte (<70 μm) wird von 2 Schichten Granulosazellen umgeben (60 
bis 100 Zellen auf dem größten Querschnitt durch den Follikel). 

Typ 5a Die Oozyte kann nun bis zu 70 μm groß sein und wird von der Zona pellu-
cida und 3 Schichten Granulosazellen umgeben (100 bis 200 Zellen auf 
dem größten Querschnitt durch den Follikel). Stromazellen umgeben als 
Thekazellen die Granulosazellen des Follikels, von der sie durch eine Ba-
salmembran getrennt sind. 

Typ 5b Die Oozyte hat eine Größe von 70 μm und wird von mehreren Schichten 
Granulosazellen umgeben (200 bis 400 Zellen auf dem größten Quer-
schnitt durch den Follikel). Es ist keine Follikelhöhle abgrenzbar. 

Typ 6 Die Oozyte hat eine Größe von 70 μm und wird von mehreren Schichten 
Granulosazellen umgeben (400 bis 600 Zellen auf dem größten Quer-
schnitt durch den Follikel). Zwischen den Zellen sind Areale mit Liquor fol-
liculi abgrenzbar. Die Thekazellen differenzieren sich in Theca interna und 
externa. 

Typ 7 Der Follikel weist eine einzelne Follikelhöhle mit Liquor folliculi auf, das An-
trum folliculi. Der Cumulus oopherus ist abgrenzbar. 

Typ 8 Der Follikel besitzt ein großes Antrum folliculi, der Cumulus oopherus ist 
vollständig ausgebildet. 

 
Tabelle 1: Klassifikation der Follikel.  
Modifiziert nach Pedersen und Peters (26). 



 12 

1.1.3 Gonadale Sexualhormonsynthese 

In den Gonaden beider Geschlechter werden Androgene und Östrogene produziert. In den 

Ovarien sind Gestagene ein weiteres Endprodukt der Sexualhormonsynthese. Diese Steroid-

hormone regulieren die Ausbildung der Geschlechtsmerkmale und die Fortpflanzung (27). Die 

Sexualhormonsynthese besteht aus einer Abfolge zahlreicher Reaktionsschritte (siehe Abb. 

4). Die Regulation erfolgt dabei sowohl durch das Expressionsniveau der beteiligten Enzyme 

als auch durch die Konzentrationen von Edukten und Produkten. Die Enzyme der Sexualhor-

monsynthese gehören im Wesentlichen entweder den Cytochromen P450 (Cyp) oder den Hyd-

roxysteroid-Dehydrogenasen (Hsd) an. Alle Steroidhormone leiten sich von der Substanz Cho-

lesterin ab. Dieses wird zum überwiegenden Anteil aus dem Blutstrom in die 

hormonsynthetisierenden Zellen aufgenommen und in Form von Lipidtropfen im Zytosol ge-

speichert oder an Proteine gebunden. Durch Transportproteine gelangt das Cholesterin vom 

Zytosol zur äußeren und durch das Steroidogenic acute regulatory (StAR) Protein zur inneren 

Mitochondrienmembran (28). Anschließend katalysiert Cyp11A1, auch „side-chain cleavage“-

Enzym (P450scc) genannt, die Synthese von Pregnenolon aus Cholesterin. Dies ist die erste 

und geschwindigkeitsbestimmende Reaktion bei der Synthese aller Steroidhormone. Aus Cho-

lesterin, einem 27-Kohlenstoff (C27)-Steroid, entsteht so das C21-Steroid Pregnenolon. Die-

ses gelangt anschließend zurück ins Zytosol und zum endoplasmatischen Retikulum. Hier er-

folgen die weiteren Syntheseschritte (14):  

Cyp17 (P450c17) katalysiert mit seiner 17α-Hydroxylase-Funktion die Reaktion zu  

17-Hydroxypregnenolon (17OH-P5). Durch die 17,20-Lyase-Funktion von Cyp17 entsteht aus 

Hydroxypregnenolon dann Dehydroepiandrosteron (DHEA), ein C19-Steroid (29). Nach der 

Doppelbindung zwischen C5 und C6 werden diese Moleküle auch als Δ5-Metabolite bezeich-

net. Die Reaktion von Pregnenolon zu DHEA wird Δ5-Syntheseweg genannt (27). Hsd3B, auch 

3βHsd geschrieben, kann Pregnenolon zu dem Δ4-Metabolit Progesteron umwandeln. Über 

den Δ4-Syntheseweg entsteht dann 17-Hydroxyprogesteron (17OH-P4) durch die 17α-Hydro-

xylase-Funktion von Cyp17 und anschließend das C19-Steroid Androstendion (ASD) mittels 

der 17,20-Lyase-Funktion von Cyp17. Hsd17B, auch 17βHsd genannt, katalysiert die Reakti-

onen von ASD zu Testosteron, von DHEA zu Androstendiol, sowie von Östron zu Östradiol. 

Hierbei besitzt das humane Enzym Hsd17B eine Substratspezifität für Östrogene und kataly-

siert somit nur die letztgenannte Reaktion. Hsd17B der Nagetiere verwendet sowohl Andro-

gene als auch Östrogene als Substrat (29). Androstendiol wird durch Hsd3B zu Testosteron 

umgesetzt. Die Östrogene, Östron und Östradiol, sind C18-Steroide. Ihre Synthese wird durch 

das Enzym Cyp19 (Aromatase, P450arom) katalysiert. Dabei wird Androstendion zu Östron 

und Testosteron zu Östradiol aromatisiert. In welcher Menge und auf welchem Syntheseweg 
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die entsprechenden Hormone produziert werden wird durch mehrere Faktoren beeinflusst, un-

ter anderem geschieht dies über die Enzymausstattung der steroidhormonproduzierenden Zel-

len. So wird in humanen, nicht aber in murinen, Nebennierenzellen Cyp17 exprimiert (30). In 

Ovarien besitzen ausschließlich Granulosazellen die Eigenschaft C19-Steroide zu Östrogenen 

zu aromatisieren, da sie das Enzym Cyp19 exprimieren. In Thekazellen sowie in luteinisierten 

Granulosazellen des Corpus luteum wird Cyp17 exprimiert (31). In den Granulosaluteinzellen 

des Corpus luteum ist jedoch die 17α-Hydroxylase-Funktion die führende Aktivität, so dass die 

Granulosaluteinzellen keine Androgene synthetisieren. Für die Steroidsynthese in den Ovarien 

spricht man daher auch von dem „Zwei Zell/Zwei Gonadotropin-Model“ (siehe Abb. 2 und 3): 

Granulosazellen exprimieren FSH-Rezeptoren (FSH-R). LH-Rezeptoren (LH-R) werden von 

luteinisierten Granulosazellen des Gelbkörpers sowie von Thekazellen exprimiert. Da die lutei-

nisierten Granulosazellen keine nennenswerte 17,20-Lyase-Funktion von Cyp17 besitzen und 

daher keine Androgene synthetisieren können, kommt es hier während der Lutealphase zur 

einer verstärkten Progesteronsynthese (32). Die Thekazellen wandeln das Progesteron dann 

unter LH-Einfluss in Androgene um. Diese werden schließlich in den Granulosazellen zu Öst-

rogenen aromatisiert. Hierfür aktiviert FSH das notwendige Enzym Cyp19 (Aromatase), wel-

ches nur in den Granulosazellen exprimiert wird (14,33).  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der 2-Zell-Theorie (nicht luteinisiert).  
Theka- und Granulosazellen sind noch nicht luteinisiert. Gestrichelte Linie: Transport zwischen 
Kapillare und Zelle; gepunktete Linie: Transport zwischen Theka- und Granulosazellen. Modi-
fiziert nach Feher (34).  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der 2-Zell-Theorie (luteinisiert).  
Theka- und Granulosazellen sind luteinisiert, eine trennende Basalmembran existiert nicht 
mehr. Gestrichelte Linie: Transport zwischen Kapillare und Zelle; gepunktete Linie: Transport 
zwischen Theka- und Granulosazellen. Modifiziert nach Feher (34). 

In den Testes erfolgt die Sexualhormonsynthese in den Leydigzellen. Die Leydigzellen besit-

zen hierfür die volle Enzymausstattung, so dass kein Transport von Zwischenprodukten zwi-

schen verschiedenen Zelltypen notwendig ist. Die einzelnen Syntheseschritte erfolgen ent-

sprechend denen der Ovarien, mit dem Unterschied, dass Testosteron und nicht Östradiol bzw. 

Östron das Hauptprodukt darstellt. Die Testosteronsynthese erfolgt unter dem Einfluss von LH. 

In den Testes wird Testosteron jedoch in geringeren Mengen zu Östrogenen aromatisiert (35). 

Für Ratten konnte gezeigt werden, dass sich der Hauptexpressionsort von Cyp19 mit dem 

Alter verändert: In präpubertären Ratten besitzen die Sertolizellen die größte Aromatase-Akti-

vität, während die Leydigzellen die Hauptaktivität in ausgewachsenen Tieren 

besitzen. Cyp19 wurde mittlerweile auch in verschiedenen Stadien der Spermatogenese nach-
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Die produzierte Hormonmenge und der Hormonsyntheseweg werden sowohl in den Testes als 
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Hydroxyprogesteron auf dem Δ4-Syntheseweg umsetzt, sind Ratten in der Lage C19-Steroide 

über den Δ4- und den Δ5-Syntheseweg zu produzieren (37). Hormonelle Stimuli sind ein wei-

terer, wichtiger Einflussfaktor der Steroidhormonsynthese. FSH erhöht die Expression von 

Cyp19 in Granulosazellen und bewirkt somit die Aromatisierung von Androgenen zu Östroge-

nen. LH führt durch eine vermehrte Expression von Cyp11A1 und Cyp17 zu einer gesteigerten 

Gestagensynthese in den Ovarien (38). In den Hoden stimuliert LH die Testosteronsynthese 
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der Leydigzellen (39). LH und FSH vermitteln ihre Wirkung in den Testes und Ovarien über 

membranständige Rezeptoren, die LH- und FSH-Rezeptoren. 

 

Abbildung 4: Übersicht über die Steroidbiosynthese der Sexualhormone.  
#: Synthese erfolgt in Plazenta. Modifiziert nach Shawan et al. (40). 
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FSH-Rezeptoren erfolgt daher in den Sertolizellen der Testes sowie in den Granulosazellen 

der ovariellen Follikel (42,43) (siehe Abb. 5). 

 

 

Abbildung 5: Übersicht über die Funktionen von FSH und LH.  
Modifiziert nach Richards und Pangas (22). 
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(Growth hormone) einen direkten Einfluss auf die Ovarien ausüben: Prolaktin kann abhängig 

von seiner Konzentration die Anzahl der LH-Rezeptoren erhöhen oder senken. Wachstums-

hormon ist in der Lage die Wirkung von FSH zu unterstützen (14). Bei männlichen Säugetieren 

stimuliert LH die Leydigzellen der Hoden zur Synthese von Testosteron (39). Dieses gelangt 

in den Blutstrom und kann peripher zu Dihydrotestosteron oder auch Östradiol umgewandelt 

werden (45). FSH reguliert die testikuläre Spermatogenese (46). Hierbei wird die Spermien-

produktion nicht nur durch das Testosteron der Leydigzellen unterstützt; auch Östrogene grei-

fen hier regulierend in Feedback-Prozesse ein (47). Die HHG-Achse stellt bei beiden Ge-

schlechtern ein komplexes System mit zahlreichen Regulationsmechanismen dar. Ihre 

Komplexität bedingt daher eine gewisse Störanfälligkeit. Das empfindliche Gleichgewicht kann 

sowohl durch interne Stimuli (auto-, para- oder endokrin) als auch durch externe Einflussfak-

toren gestört werden. Beispiele für solche Störfaktoren sind körperliche Erkrankungen, Um-

welteinflüsse sowie akuter und chronischer Stress (44). So kann die Aktivierung der Hypotha-

lamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse bei Stress die Fortpflanzungsfähigkeit negativ 

beeinflussen (siehe Abb. 6): Im Hypothalamus können aktive CRF-Neuronen einen inhibitori-

schen Effekt auf das Kontrollzentrum der HHG-Achse ausüben. Zudem können Glukokor-

tikoide der Nebennieren die Funktion der HHG-Achse auf jeder Regulationsebene inhibieren. 

Während die Aktivität der HHN-Achse durch Östrogene gesteigert wird, kann sie durch Andro-

gene gesenkt werden. So können die Sexualhormone die Ausprägung der Stressantwort mit-

beeinflussen (48,49). Für einen Einfluss von Stress auf die Fortpflanzungsfähigkeit spricht 

auch der Nachweis von CRF und CRF-verwandten Peptiden in den Gonaden (50-53).  

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der HHN-Achse und 
der HHG-Achse.  
Modifiziert nach Kalantaridou et. al (50). 
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Abbildung 7: Übersicht über die positiven und negativen Rückkopplungsmechanismen der 
HHG-Achse.  
Grüne Pfeile: Stimulation; grüne, gestrichelte Pfeile: positive Rückkopplung; rote, gestrichelte 
Pfeile: negative Rückkopplung (44,54).  

 

1.2 Urocortine 

1.2.1 Urocortine - CRF-verwandte Peptide 

Die Urocortine gehören zur Familie der Corticotropin-releasing factor (CRF)-verwandten Neu-

ropeptide. Als ersten Vertreter dieser Gruppe beschrieben 1995 Vaughan et al.  

Urocortin 1 (Ucn1) im Mittelhirn der Ratte. Es erhielt seinen Namen in Anlehnung an das bei 

Knochenfischen nachgewiesene Urotensin 1. Mit diesem stimmt es in 63% der Aminosäurese-

quenz überein. Ucn1 zeigt ferner 45% Sequenzhomologie zu CRF von Ratte/Mensch (55). Als 

weitere Vertreter der Urocortine folgten 2001 Urocortin 2 (stresscopin-related peptide, Ucn2) 

und Urocortin 3 (stresscopin, Ucn3) (52,56,57). Sie haben zueinander eine größere Homologie 

(40%) als zu Ucn1 oder CRF (57).  
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1.2.2 CRF-Rezeptoren 

Die Urocortine und CRF sind natürliche Liganden der CRF-Rezeptoren. Sie gehören zu den 

G-Protein-gekoppelten, Sieben-Transmembrandomänen-Rezeptoren. In Wirbeltieren wurden 

zwei Rezeptortypen beschrieben: CRF-Rezeptor Typ 1 (CRF1) und CRF-Rezeptor Typ 2 

(CRF2) (58). CRF1 und CRF2 stimmen in über 70% ihrer Aminosäuresequenz überein. Von 

CRF2 konnten drei funktionsfähige Splicevarianten nachgewiesen werden (59). Die Rezepto-

ren unterscheiden sich voneinander sowohl durch die Bindungsaffinität gegenüber ihren  

Liganden als auch durch ihr Expressionsmuster (siehe Abb. 8). CRF1 besitzt eine hohe Affinität 

für CRF und Ucn1. An CRF2 binden die Urocortine 1-3 mit hoher Affinität, während CRF nur 

eine geringe Bindungsstärke für diesen Rezeptor besitzt (57,60). Für CRF1 konnte die höchste 

Expression in verschiedenen Strukturen des zentralen Nervensystems (ZNS) nachgewiesen 

werden. In peripheren Geweben, wie den Nebennieren, wird CRF1 in geringerem Ausmaß ex-

primiert. Die Expression der CRF2-Splicevarianten wurde sowohl im Gehirn als auch in Orga-

nen wie Herz, Lunge, Skelettmuskel und Plazenta beschrieben (58,61). Ferner konnten beide 

Rezeptortypen in den Gonaden nachgewiesen werden: CRF1 konnte in Granulosaluteinzellen 

und in interstitiellen Stromazellen der Ovarien nachgewiesen werden. Eine CRF2-Expression 

findet in ovariellen Granulosaluteinzellen sowie in Leydigzellen der Testes statt (48,62-64).  

1.2.3 CRF-bindendes Protein 

Das CRF-bindende Protein ist ein 37 kD großes Glykoprotein, das im Blutstrom und in der 

Hypohphyse nachgewiesen werden kann. Es bindet mit hoher Affinität CRF, dessen Biover-

fügbarkeit dadurch gesenkt wird und eine CRF-induzierte Freisetzung des adrenocorticotro-

pen Hormons (ACTH) vermindert (65). Während Ucn1 eine mit CRF vergleichbare Bindungs-

stärke zum CRF-bindenden Protein aufweist (55) zeigen Ucn2 und Ucn3 keine nennenswerte 

Affinität (57). 

1.2.4 Expressionsmuster der Urocortine 

Seit der Erstbeschreibung im Jahr 1995 durch Vaughan et al. konnte die Expression von Ucn1 

noch in vielen weiteren Wirbeltieren und Geweben bestätigt werden. Der Nucleus  

Edinger-Westphal imponiert als der Hauptexpressionsort für Ucn1 im ZNS. Ucn1-mRNA kann 

unter anderem noch in folgenden ZNS-Strukturen nachgewiesen werden: dem Nucleus sup-

raopticus, der lateralen oberen Olive, der Hypophyse sowie Motoneuronen des Hirnstamms 

und Rückenmarks (55,66). In der Peripherie wird Ucn1 unter anderem in Herz, Fettgewebe, 

Milz, Nebennieren, Gonaden und dem enterischen Nervensystem exprimiert (51).  

Die Genexpression von Ucn2 erfolgt zentral im Nucleus paraventricularis, im Nucleus arcuatus 

sowie im Locus caeruleus und in der Neurohypophyse (52,56). Peripher wird Ucn2 in größerer 

Menge in Skelettmuskel, Haut, Nebennieren, Gonaden, Uterus und Milz exprimiert (51,52).  
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Ucn3-mRNA wird zentral im Nucleus preopticus medialis, im Nucleus medialis der Amygdala 

sowie im lateralen Septum exprimiert. Eine periphere Expression ist für Teile des Gastrointes-

tinaltraktes, Haut, Nebenniere und Muskel nachgewiesen (52,53). 

 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung der CRF-Familie und ihrer Rezeptoren.  
Während CRF mit der höchsten Affinität an CRF1 bindet, zeigt Urocortin 1 eine gleich hohe 
Affinität zu CRF1 und CRF2. Urocortin 2 und Urocortin 3 sind spezifische Liganden von CRF2. 
CRF und Urocortin 1 binden mit vergleichbarer Affinität an das CRF-bindende Protein (CRF-
BP). Durchgehende Linie: hohe Affinität, gestrichelte Linie: niedrige Affinität. Modifiziert nach 
Kuperman et al. (67). 

 

1.2.5 Bekannte Wirkungen der Urocortine 

Durch ihr individuelles Expressionsmuster und ihre Rezeptorpräferenz modulieren Urocortine 

die Antwort des Körpers auf Stressstimuli in unterschiedlicher Weise. Bedingt durch seine Af-

finität für CRF1 und CRF2 ergibt sich für Ucn1 ein Wirkungsspektrum, das sowohl CRF- als 

auch Ucn2/Ucn3-typische Effekte enthält (55). Die zentralnervöse Wirkung von Ucn1 zeigt sich 

in einer gesteigerten Stressantwort des Körpers. Diese geht mit einer vermehrten Ausschüt-

tung von ACTH, verminderter Nahrungs- und Wasseraufnahme sowie einem verstärktem 

Angstverhalten einher (56,68). Auch eine Beteiligung an der Osmoregulation ist nachgewiesen 

(69). Für eine pro-inflammatorische Wirkung sprechen der Nachweis einer gesteigerten Ex-

pression von Ucn1 in Lymphozyten, Makrophagen und Synovialzellen bei Patienten mit rheu-

matoider Arthritis (70); sowie die Beobachtung, dass intradermales Ucn1 zu Mastzelldegranu-

lation und konsekutiv zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität führen kann (71). Aufgrund des 

Nachweises von Ucn1 in Plazenta- und Ovarialzellen wird ein regulierender Einfluss auf die 

Steroidbiosynthese und Plazentafunktion angenommen (72,73). Ucn1 wirkt auch auf das Herz-

Kreislaufsystem: Bei Frauen mit hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen konnten er-

höhte Ucn1-Werte im maternalem und fetalem Plasma nachgewiesen werden (74). Die Ein-

satzmöglichkeit als Inotropikum und Biomarker bei Herzinsuffizienz wird untersucht (75). Auf-

grund seiner positiven Wirkung auf ischämisches Myokard wird geprüft, ob Ucn1 in der 
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Therapie des Myokardinfarktes eingesetzt werden könnte (76). Ucn2 und Ucn3 begünstigen 

durch ihre vielfältigen Funktionen die Widerherstellung einer post-Stress-Homöostase. Sie 

werden daher auch als „stress-coping“ Peptide bezeichnet (52). Diese Wirkungsweise liegt in 

ihrer Selektivität für CRF2 begründet. Für diesen Rezeptor konnte gezeigt werden, dass er eine 

wichtige Rolle für die Erholung des Körpers von Stressstimuli spielt (77). Auch Anxiolyse, Va-

sodilatation, verminderte Nahrungsaufnahme und verzögerte Magenentleerung vermitteln 

Ucn2 und Ucn3 über diesen Rezeptor (52,56,77-79). Ferner konnte gezeigt werden, dass 

diese Urocortine den Reperfusionsschaden nach einem ischämischen Ereignis am Herzen 

reduzieren und die Ischämietoleranz von Kardiomyozyten verbessern können. Hieraus lassen 

sich vielversprechende Einsatzmöglichkeiten der Urocortine in der Behandlung ischämischer 

Herzerkrankungen ableiten (80). In vitro und in präklinischen in vivo Untersuchungen konnten 

zeigen, dass Ucn2 die Vaskularisation von Tumorgewebe reduzieren und somit das Tumorvo-

lumen verringern kann (81). Wenn sich diese Ergebnisse in weiteren Tumorzelllinien und Tier-

modellen in Zukunft bestätigen, könnte Ucn2 als neuer Ansatzpunkt in der Krebstherapie die-

nen. Da Ucn2 und Ucn3 lokal in verschiedenen Zellen der Plazenta gebildet werden, wird ein 

Einfluss dieser Urocortine auf den Schwangerschafts- und Geburtsverlauf angenommen. Die 

maternalen Plasmawerte von Ucn2 und Ucn3 ändern sich im Verlauf einer normalen Schwan-

gerschaft allerdings nicht wesentlich. Da lokal deutlich höhere Konzentrationen erreicht wer-

den können, ist ein auto- oder parakriner Wirkungsmechanismus denkbar (82). Mithilfe von 

Trophoblasten-Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass Ucn2 dosisabhängig eine Steigerung 

der Östrogenproduktion in diesen Zellen vermitteln kann (83). Bei intracerebroventrikulärer 

Applikation induziert Ucn2 eine dosisabhängige Hemmung der pulsatilen LH-Sekretion der A-

denohypophyse (53). 

1.2.6 Expressionsmuster und Wirkung der Urocortine in den Gonaden 

Urocortine und ihre Rezeptoren werden sowohl in weiblichen als auch in männlichen Gonaden 

exprimiert. Durch ihre Verteilung auf die unterschiedlichen Zelltypen können sie auf diverse 

Abläufe regulierend einwirken. Ucn1 und seine Rezeptoren werden im Ovar in luteinisierten 

Theka- und Granulosazellen des aktiven Corpus luteum gebildet. Zu Beginn der Gelbkörper-

degeneration ist Ucn1 nur in luteinisierten Thekazellen nachweisbar. Ein Corpus albicans ist 

nicht mehr zur Steroidbiosynthese fähig und es wird kein Ucn1 mehr gebildet. Dieses zeit- und 

ortsspezifische Expressionsmuster spricht für einen regulierenden Einfluss von Ucn1 auf den 

Gelbkörper und seine Steroidbiosynthese (73). In den Testes konnten Ucn1 und seine Rezep-

toren sowohl in Leydigzellen als auch in verschiedenen Reifungsstadien männlicher Keimzel-

len nachgewiesen werden. Tezavel et al. schlussfolgerten daher, dass Ucn1 in männlichen 

Gonaden sowohl die Steroidbiosynthese als auch die Keimzellreifung beeinflusst (84). Die 

Studienlage bezüglich der Art dieses Einflusses ist jedoch nicht eindeutig: Für Ucn1 wurde 
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eine hemmende Wirkung auf die Akrosomenreaktion und die Beweglichkeit von Spermien fest-

gestellt (85). In Mäusen konnte durch CRF1-Agonisten eine gesteigerte Testosteronproduktion 

erzielt werden (86). Im Gegensatz dazu führte Ucn1 in Leydigzellen von Ratten zu einer ver-

minderten hCG-vermittelten Testosteronbildung (87). Ucn2-mRNA wird sowohl in den Ovarien 

als auch in den Testes exprimiert (88,89). Xu et al. untersuchten die ovariellen Expressions-

muster der Urocortine und ihrer Rezeptoren während des Menstruationszyklus bei Primaten. 

Sie schlussfolgerten, dass die Expression von Ucn2 durch den LH-Einfluss gesteigert werden 

könnte. Immunohistochemisch konnte Ucn2 während der Follikelphase in Granulosazellen von 

präantralen, präovulatorischen und atretischen Follikeln sowie im Stroma der Ovarien nach-

gewiesen werden. Die Färbung der Gelbkörper war zu Beginn der zweiten Zyklushälfte am 

stärksten und wurde in der späten Lutealphase zunehmend schwächer. Diese Ergebnisse le-

gen nahe, dass Ucn2 unter LH-Einfluss in steroidhormonsynthetisierenden Zellen produziert 

wird und auf diese regulierend einwirkt (63). Eine Expression von Ucn2-mRNA in den Leydig-

zellen der Testes konnte durch Lee et al. (89) nachgewiesen werden, im Vergleich zu der Ex-

pression der Ucn1-mRNA war diese jedoch wesentlich geringer. Die Expression von CRF2, an 

den Ucn2 hochselektiv bindet, wurde in Spermatogonien, nicht jedoch in reiferen Entwick-

lungsstadien der Spermatozoen durch Tezval et al. nachgewiesen (84). Während eine Expres-

sion von Ucn3 in den Testes von Ratten nachgewiesen werden konnte (89), gelang dieser 

Nachweis für Ovarien bislang nicht (63).  

 

1.3 Mausmodell 

1.3.1 Cre/loxP-System 

Die ortsspezifische Rekombinase Cre (cyclization recombination) kommt in den Bakteriopha-

gen P1 vor. Die spezifischen Erkennungssequenzen für die Rekombinase Cre sind die soge-

nannten loxP-Kassetten. Für P1 erfüllt Cre zwei entscheidende Aufgaben bei der Virusver-

mehrung: Nachdem die lineare, virale DNA von P1 in ein Bakterium eingebracht wurde bildet 

Cre zunächst eine ringförmige Virus-DNA. Die virale DNA besitzt hierfür an beiden Enden loxP-

Kassetten (locus of crossover P1), die durch Cre erkannt werden. Die DNA wird zu einem Ring 

geschlossen und liegt im Bakterium dann als Plasmid vor. Während der Plasmidreplikation 

entstehen Plasmid-Dimere, die anschließend durch Cre aufgrund der vorhandenen loxP-Kas-

setten getrennt und wieder zu Plasmiden geformt werden (90).  

Das Cre/loxP-System ist eine gut etablierte Methode, um Gen-Knock-outs bei Mäusen auf 

bestimmte Gewebetypen zu begrenzen. Für eine solche, gewebespezifische Knock-out-Maus 

werden zwei gentechnisch veränderte Mausstämme gekreuzt: Die eine transgene Mauslinie 

besitzt nach homologer Rekombination ein durch loxP-Kassetten flankiertes Zielgen („ge-
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floxt“). Die andere Mauslinie exprimiert nach erfolgreicher Genmodifikation die Cre-Rekombi-

nase. Die Expression von Cre wird hierbei durch einen gewebespezifischen Promotor reguliert. 

Nach Kreuzung dieser beiden Mauslinien wird ein Teil der Nachkommen das „gefloxte“ Zielgen 

besitzen und in bestimmten Geweben die Cre-Rekombinase exprimieren. In den Geweben, 

die kein Cre exprimieren, bleibt das Zielgen erhalten und kann exprimiert werden. In den Zell-

typen, die aufgrund der gewebespezifischen Promotoraktivität Cre exprimieren, wird das „ge-

floxte“ Zielgen entfernt, was einen gewebespezifischen Knock-out zur Folge hat (91).  

Das Cre/loxP-System kann jedoch auch für die Generierung von Knock-in-Mäusen genutzt 

werden (siehe Abb. 9). Hierfür wird eine transgene Mauslinie generiert, die das Zielgen in 

Kombination mit einer vorangeschalteten, „gefloxten“ Stoppsequenz erhält. Gekreuzt wird wie-

der mit einer gewebespezifisch oder ubiquitär Cre-exprimierenden, transgenen Mauslinie. Ein 

Teil der Nachkommen wird sowohl das Zielgen mit der „gefloxten“ Stoppsequenz (flop: floxed 

stop) als auch das Cre-Gen besitzen. In den Geweben mit Cre-Expression wird die „gefloxte“ 

Stoppsequenz des Zielgens entfernt und somit das Zielgen exprimiert (92).  

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Gen-Knock-ins mit Hilfe des Cre/loxP-Sys-
tems. 
Eine transgene Mauslinie exprimiert Cre gewebespezifisch oder ubiquitär. Eine zweite trans-
gene Mauslinie besitzt das „gefloxte“ Zielgen. Nach Kreuzung dieser beiden Mauslinien wird 
ein Teil der Nachkommen sowohl Cre als auch das „gefloxte“ Zielgen besitzen. Die loxP-Kas-
setten werden in Geweben mit Cre-Expression entfernt und das Zielgen exprimiert. Modifiziert 
nach Spyroglou (92). 
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1.3.2 ROSA26 Genlocus 

Der ROSA26 Genlocus steht unter dem Einfluss eines konstitutiven Promotors. Der ROSA26-

Promotor unterliegt demnach selbst keinen regulatorischen Einflüssen, sondern bewirkt eine 

regulationsunabhängige, ubiquitäre Transkription des ROSA26 Genlocus. Soriano (93) gene-

rierte eine ROSA26-Reportermaus indem er in diesen Genlocus eine „gefloxte“ Stoppsequenz 

gefolgt von einem LacZ-Gen integrierte. LacZ dient hierbei als sogenanntes Reportergen, da 

in den Geweben die Cre exprimieren die „gefloxte“ Stoppsequenz entfernt und LacZ transkri-

biert wird. Durch eine X Gal-Färbung kann in diesen Geweben Blaufärbung und somit die Ak-

tivität von Cre nachgewiesen werden (93). Seit einigen Jahren ist ROSA26 ein etablierter Gen-

locus zur Integration und ubiquitären Expression von Transgenen und Reporter-Systemen 

unter dem Einfluss des endogenen ROSA26 Promotors (94). Mittlerweile wurden auch Trans-

gene generiert, die ROSA26 unter den Einfluss exogener Promotoren stellen (95). Werden in 

den ROSA26 Genlocus ein Zielgen, ein Reportergen, zum Beispiel LacZ, und eine „gefloxte“ 

Stoppsequenz integriert und die Cre-Rekombinase mit einem gewebespezifischen Promotor 

gekoppelt, erhält man eine Expression des Zielgens und eine positive X Gal-Färbung in den 

Geweben mit Cre-Expression (93).  

 

1.4 Ziel der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Urocortin 2 auf die Funktion und 

Morphologie der murinen Gonaden weiblicher und männlicher Versuchstiere zu untersuchen. 

Hierfür wurde ein transgenes Mausmodell generiert, das Urocortin 2 organspezifisch überex-

primiert. Anschließend wurden die Gonaden männlicher und weiblicher transgener Mäuse hin-

sichtlich ihrer Funktion und Morphologie im Vergleich zu nicht überexprimierenden Kontroll-

mäusen untersucht.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien, Kits 

Agarose peQlab, Erlangen 

Aqua destillata (Aqua dest.) Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universi-

tät München 

DNA Leiter low range/1kb Fermentas, St. Leon-Rot 

DNA Leiter (80-1031 bp) peQlab, Erlangen 

dNTP Mix Promega, Mannheim 

Eosin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Estradiol ELISA kit DRG Diagnostics, Marburg 

Ethanol 100%, 96%, 70% Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universi-

tät München  

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

SsoFASTTM EVAGreen® Supermix Bio-Rad Laboratories Berkley, Kalifornien, 

USA 

GoTaq Polymerase Promega, Mannheim 

GoTaq 5x Puffer Promega, Mannheim 

Hämatoxylin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Histoacryl Braun, Tuttlingen 

Isofluran – Forene ® Abbott GmbH, Wiesbaden 

Loading dye 6x Fermentas, St. Leon-Rot 

M-MLV Rev Transkriptase 5x Buffer Promega, Mannheim 

M-MLV RT, RNase H minus, PM Promega, Mannheim 

Natriumchlorid 6M Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 



 26 

Oligo (dT)15 Primer Promega, Mannheim 

PCI (Chloroform:Isoamylalkohol 24:1) Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universi-

tät München 

Permount Mounting Medium Fisher Scientific, Schwerte 

Proteinase K Fermentas, St. Leon-Rot 

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim 

RQ1 RNase-free DNase Promega 

SV Total RNA Isolation System Promega, Mannheim 

Urocortin 2 Kit Mouse EIA BioVendor, Modrice, Tschechien 

Xylene Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

2.2 Pufferlösungen 

1%iges Agarosegel 

 1 mg Agarose 

100 ml TBE-Puffer 1x 

5 μl Ethidiumbromid 

 

TBE-Puffer 10x  

108 g TRIS 

55 g Borsäure 

7,4 g EDTA 

1000 ml Aqua dest. 

 Salzsäure bis pH 8,2 
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TNES-Puffer 

10 mM TRIS, pH 7,5 

400 mM Natriumchlorid 

100 mM EDTA 

0,6 % SDS 

 

TE-Puffer 

10 mM TRIS, pH 8,0 

1 mM EDTA 

 

2.3 Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig 

Reagiergefäße safe locks 0.5 ml, 1.5 ml, 

2.0 ml 

Sarstedt, Nümbrecht 

Futtermittel ssniff, Soest 

Glaskapillaren Brand, Wertheim 

Ohrmarken, Ohrmarkenzange Hartenstein, Würzburg 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

Real-time PCR-Platten (96 Loch) und  Fo-

lie 

Sarstedt, Nümbrecht 

Skalpelle PFM, Köln 

Trockeneis TKD, Fraunberg-Tittenkofen 
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2.4 Geräte und Software 

Autoklav Systec, Wettenberg 

Biofuge fresco Zentrifuge Eraeus, Hanau 

Dissektionsmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen 

Delfia Plateshaker Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Einbettmaschine Microm EC 350-1x Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA 

Färbegestell Omnilab, Bremen 

Feinwaage BD121S/BD2100 Sartorius, Göttingen 

Gelelektrophorese-Kammer Bio-Rad, München 

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 

Kamera SPOT Insight QE Visitron Systems, Puchheim 

Microsoft Excel (Version 14.3.9) Microsoft, Redmond, Washington, USA 

Mikroplattenreader SPECTRA Tecan, Crailsheim 

Mikroskop DMRB  Leica, Wetzlar 

Mikrowelle LG, Seoul, Südkorea  

Mx 3000 P qRT-PCR System Maschine und 

Software 

Stratagene/Agiland, La Jolla, Kalifornien, 

USA 

NanoDrop ND-1000 und Software peQlab, Erlangen 

Primus 25 PCR-Maschine peQlab, Erlangen 

Pipetten 1-10 μl, 2-20 μl, 10-100 μl, 100-

1000 μl 

Eppendorf, Hamburg 

Prism 6.0f Software GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, 

USA 

Rotationsmikrotom HM 335 E Microm, Walldorf 

SPOT Advanced Imaging Software for Mi-

croscopy (Version 4.0.9) 

SPOT Imaging Solutions-Diagnostic Instru-

ments, Sterling Heights, Michigan, USA  
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T8 Ultra Turrax Homogenizer IKA-Werke, Staufen 

Tierkäfige TDI, Alcobendas, Spanien 

UV Kamera und Software INTAS UV-System, Göttingen 

Wasserbad SB 80 Microm, Walldorf 

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 

 

2.5 Versuchstiere 

Die Züchtung und Haltung der Versuchstiere erfolgte im Tierstall der Medizinischen Klinik und 

Poliklinik IV. Alle Tierversuche wurden zuvor von der Tierversuchskommissison der Regierung 

von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen des Tierversuchsantrags: 531-99-09) und gemäß 

lokaler Bestimmungen und der Richtlinien des National Institutes of Health Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals durchgeführt. 

Die Tiere wurden in einem 12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Ihnen standen zu jeder 

Zeit Futter und Leitungswasser ad libitum zur Verfügung. Die Haltung erfolgte in Standard-

Mauskäfigen einer Größe von 15 cm x 27 cm x 42 cm bzw. 15 cm x 17 cm x 37 cm. Die Anzahl 

der Tiere betrug hierbei maximal 8 bzw. maximal 3 Tiere pro Käfig. Dabei wurden männliche 

Tiere alleine oder zusammen mit männlichen Tieren des gleichen Wurfes gehalten. Für die 

Züchtung wurde ein männliches Tier mit maximal drei Weibchen zusammengesetzt. Trächtige 

Weibchen wurden vor der Geburt von den anderen Tieren getrennt und einzeln gehalten. Im 

Alter von circa 4 Wochen wurden die Jungtiere nach Geschlechtern getrennt. Ferner wurden 

in Narkose Ohrmarken angelegt und Schwanzbiopsien zur Genotypisierung entnommen 

(siehe 2.6 Genotypisierung der Mäuse).  

Die Züchtung von Mäusen mit SF1-Promotor-abhängiger Ucn2-Überexpression (Ucn2 OE) 

war im Rahmen der Dissertation von Dr. med. Anna Riester bereits etabliert worden (96). Für 

die vorliegende Arbeit konnte die Züchtung dieser Mauslinie fortgeführt werden. 

Um Mäuse mit SF1-Promotor-abhängiger Ucn2-Überexpression zu erhalten wurden zwei ge-

netisch veränderte Mausstämme gekreuzt: 

SF1-Cre Mausstamm 

Die Zucht von SF1-Cre Mäusen wurde bereits vor einigen Jahren etabliert. Entwickelt wurde 

dieser transgene Mausstamm von Bingham et al. (97). Bedingt durch den SF1- (Steroidogenic 

Factor 1) Promotor kommt es zu einer Expression der Cre-Rekombinase in den Gonaden, der 

Nebennierenrinde, der Adenohypophyse, der Milz sowie im Nucleus ventromedialis des Hypo-

thalamus.  
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Das Cre/loxP-System wurde ursprünglich entwickelt um Gen-Knock-outs auf bestimmte Ge-

webe oder Zelltypen zu limitieren. Diese Limitation wird durch die Kombination mit einem ent-

sprechenden Promotor erreicht, der die Expression der Cre-Rekombinase steuert. Diese ent-

fernt anschließend den „gefloxten“ Genabschnitt (97). Für eine SF1-Promotor-abhängige 

Ucn2-Überexpression entfernt die Cre-Rekombinase eine „gefloxte“ Stoppsequenz, die die 

Expression von Urocortin 2 verhindert. 

R26stopUcn2/stopUcn2 Mausstamm  

Diesen Mausstamm entwickelte die Arbeitsgruppe von Dr. J. Deussing am  

Max-Planck-Institut für Psychiatrie in München (98). Jedes in den R26-Locus eingebrachte 

Gen wird ubiquitär exprimiert (93). In diesem Fall wurden in den R26-Locus die cDNA für Unc2 

sowie ein IRES tau-LacZ-Reportergen eingebracht. Diesen vorangeschaltet ist eine LoxP-flan-

kierte transkriptionsterminierende Sequenz (Stoppsequenz). Diese Stoppsequenz verhindert 

die Expression von Ucn2 und des tau-LacZ-Reportergens, so dass es zu einem „stillen“ Knock-

in kommt (98). 

Es wurden nun homozygote R26stopUcn2/stopUcn2 Mäuse mit heterozygoten SF1-Cre+/- Mäusen 

gekreuzt. Dabei ergaben sich die folgenden Genotypen mit gleicher Wahrscheinlichkeit: 

1) R26+/stopUcn2SF1-Cre+/-  

Diese Mäuse sind heterozygot für Ucn2 in den Geweben, die physiologisch SF1 exprimieren. 

Im Folgenden werden sie als Ucn2 overexpressing (Ucn2 OE) bezeichnet. 

2) R26+/stopUcn2SF1-Cre-/- 

Diese Mäuse besitzen keine Cre-Rekombinase und sind daher nicht Ucn2 überexprimierend. 

Sie entsprechen Wildtyp-Mäusen und werden im Folgenden als Kontrolltiere (Controls) be-

zeichnet. 

Im Alter von circa 8 Wochen wurden die Mäuse unter Narkose getötet. Es wurden Blutproben 

gewonnen und die Gonaden asserviert. 

Bezeichnung 

Genotyp 

Anzahl der 

Mäuse 

Anzahl der 

Gonadenpaare 

Anzahl der 

Plasmaproben 

 in PFA in -80°C  

Controls w 29 5 8 16 

Ucn2 OE w 31 9 8 14 

Controls m 17 7 9 11 

Ucn2 OE m 18 8 9 13 

Tabelle 2: Anzahl der Tiere (Controls und Ucn2 OE) und der entnommenen Proben. 
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2.6 Genotypisierung der Mäuse 

2.6.1 Probengewinnung zur Genotypisierung 

Nach der Verpaarung der R26stopUcn2/stopUcn2 Mäusen mit den SF1-Cre+/- Mäusen musste der 

Genotyp der Nachkommen bestimmt werden, um sie der Gruppe Ucn2 OE oder Controls zu-

ordnen zu können. Hierfür wurde genomische DNA mittels Schwanzbiopsie gewonnen: Im Al-

ter von circa vier Wochen wurden die Nachkommen nach Geschlechtern getrennt. Weiterhin 

wurden den Mäusen unter Kurznarkose mit Isofluran nummerierte Ohrmarken angelegt, um 

sie bei Gruppenhaltung weiterhin eindeutig identifizieren zu können. Im Rahmen dieser Nar-

kose wurde mittels eines glühenden Skalpells eine Schwanzbiopsie von circa 3 mm gewon-

nen. Zur weiteren Blutstillung der Biopsiestelle wurde Histoacryl Gewebekleber verwendet. 

Die gewonnenen Biopsien wurden jeweils mit 600 μl TNES und 35 μl Proteinase K (10 mg/ml) 

bei 55 °C für mindestens 8 Stunden inkubiert. Zu jeder Probe wurden dann 170 μl NaCl (6M) 

und 100 μl PCI (Chloroform:Isoamylalkohol 24:1) hinzu pipettiert und gut vermischt. Die Pro-

ben wurden für 5 min zentrifugiert. Anschließend konnten 700 μl Überstand abpipettiert und 

durch die Zugabe von 700 μl eiskaltem Ethanol (95 %, -20 °C) die DNA gefällt werden. Ent-

sprechend der Probenanzahl wurden zuvor Glaskapillaren über der Flamme des Bunsenbren-

ners verschlossen. Mit diesen Glaskapillaren wurde nun die gefällte DNA gewonnen und kurz 

in 70%iges Ethanol getaucht. Die DNA wurde so für 10 min an der Luft getrocknet und an-

schließend in 100 μl TE für 10 min bei 65 °C gelöst. Die so gewonnenen DNA-Proben wurden 

bei +4 °C gelagert bis sie zur Genotypisierung eingesetzt wurden. 

2.6.2 SF1-Cre Genotypisierung 

 Um die Genotypen SF1-Cre+/- und SF1-Cre-/- zu differenzieren wurde eine Polymeraseketten-

reaktion (PCR) mit anschließender Gelelektrophorese durchgeführt. Die verwendeten Primer 

waren: 

SF1 fwd 5’-GAG-TGA-ACG-AAC-CTG-GTC-GAA-ATC-AGT-GCG-3’ 

SF1 rev 3’-GCA-TTA-CCG-GCG-ATG-CAA-CGA-GTG-ATG-AG-5’ 

  

Für die PCR wurden für jede Probe 13 μl Aqua dest., 4 μl GoTaq 5x Puffer, 0,4 μl dNTPs 

(10mM), 1 μl SF1 fwd-Primer (10 μM), 1 μl SF1 rev-Primer (10 μM) sowie 0,1 μl Taq Poly-

merase mit der Pipette gemischt. Dann wurden jeweils 0,5 μl der Proben-DNA hinzugefügt. 

Die PCR wurde mit 40 Zyklen in der Primus 25 PCR-Maschine durchgeführt: 30 sec 94 °C, 30 

sec 55 °C und 40 sec 72 °C. Zu jeder Probe wurden anschließend 3 μl Loading dye 6x (Fer-

mentas) hinzugefügt und zusammen mit einer DNA-Leiter, einer Positivkontrolle (SF1-Cre+/-) 
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und einer Negativkontrolle, bestehend aus Aqua dest. (H2O), auf ein 1%iges Agarosegel auf-

getragen. Die PCR-Produkte wurden für 20 min bei 100 Volt aufgetrennt.  

Das beschriebene Vorgehen ermöglicht eine Unterscheidung der SF1-Cre-/- Mäuse von den 

SF1-Cre+/- Mäusen (siehe Abb. 10). Bei letzteren zeigt die Gelelektrophorese ein PCR-Produkt 

von 407 bp. Da bei der Züchtung nur heterozygote SF1-Cre Mäuse eingesetzt wurden ergibt 

sich kein SF1-Cre+/+ Genotyp, der in der Gelelektrophorese nicht vom heterozygoten SF1-

Cre+/- Genotyp zu unterscheiden wäre. 

 

 

Abbildung 10: Beispiel eines Agarosegels zur SF1-Cre Genotypisierung. 
In diesem Beispiel ist die Maus 1 negativ für SF1. Die Bande bei Maus 2 entspricht der Posi-
tivkontrolle, die Maus 2 ist positiv für SF1. 

 

2.6.3 R26 Genotypisierung 

Auch für die Mäuse aus dem R26 wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit anschlie-

ßender Gelelektrophorese zur Genotypisierung durchgeführt. Die verwendeten Primer waren 

ROSA-1 5’-AAA-GTC-GCT-CTG-AGT-TGT-TAT-3’ 

ROSA-5 5’-TAG-AGC-TGG-TTC-GTG-GTG-TG-3’ 

ROSA-6 5’-GCT-GCA-TAA-AAC-CCC-AGA-TG-3’ 

ROSA-7 5’-GGG-GAA-CTT-CCT-GAC-TAG-GG-3’ 

 

Für die PCR wurden für jede Probe 11,35 μl Aqua dest., 4 μl GoTaq Puffer, 0,4 μl dNTPs 

(10mM), 1,5 μl ROSA-1, 0,5 μl ROSA-5, 0,5 μl ROSA-6, 0,5 μl ROSA-7 sowie 0,25 μl GoTaq 

Polymerase mit der Pipette gemischt. Dann wurden jeweils 1 μl der Proben-DNA hinzugefügt. 

Die PCR wurde in der Primus 25 PCR-Maschine durchgeführt und startete mit 2 min bei 95 

°C. Anschließend folgten 35 Zyklen mit 30 sec 95 °C, 30 sec 55 °C und 90 sec 72 °C. Schließ-

lich 5 min bei 72 °C. Die PCR-Produkte wurden anschließend zusammen mit einer DNA-Leiter 
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und einer Negativkontrolle, die aus Aqua dest. (H2O) bestand, auf ein 1%iges Agarosegel auf-

getragen und circa 30 min bei 100 Volt aufgetrennt. 

Die Primer ROSA-1 und ROSA-6 bilden zusammen ein 398 bp langes PCR-Produkt. Es ent-

spricht dem Wildtyp-Allel und findet sich bei den Genotypen R26+/+ und R26+/stopUcn2. ROSA-1 

und ROSA-7 bilden ein PCR-Produkt mit 646 bp bei den Genotypen R26 stopUcn2/stopUcn2 und 

R26+/stopUcn2. Diese Mäuse sind homo- oder heterozygot für die Stopp-Ucn2-Sequenz. Bei der 

PCR mit den Primern ROSA-1 und ROSA-5 ergibt sich für Zellen mit physiologischer SF1-

Promotoraktivität, wie beispielsweise den Gonaden, bei denen die „gefloxte“ Stoppsequenz 

durch die Cre-Rekombinase entfernt wurde, eine PCR-Produktlänge von 505 bp. Ein solches 

Produkt sollte bei der Untersuchung von Schwanzgewebe, das keinen aktiven SF1-Promotor 

besitzt, nicht vorkommen. Hier würde das Ergebnis für eine ubiquitäre Expression der Cre- 

Rekombinase sprechen (96,98) (siehe Abb. 11 und 12). 

 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Targetingstrategie zur Generierung eines Ucn2-
überexprimierenden Allels.  
Das „Wildtyp R26 Allel“ entspricht dem Genlocus vor dem Gene-Targeting. In dieses Allel wird 
der „Targeting Vector“ integriert, der das Ucn2-Gen und eine Stoppsequenz enthält und es 
entsteht das „R26stopUcn2 Allel“. Das „R26Ucn2 Allel“ entsteht nach Deletion der Stoppsequenz 
durch eine Cre-Rekombinase. (E: EcoRV, A: ApaI, X: XbaI, Schnittstellen für die entsprechen-
den Restriktionsenzyme). Modifiziert nach Rhode (98). 
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Abbildung 12: Beispiel eines Agarosegels zur R26 Genotypisierung. 
Bei der heterozygoten Maus (R26+/stopUcn2) ergeben die Primer ROSA-1 und ROSA-6 ein Pro-
dukt mit einer Länge von 398 bp und die Primer ROSA-1 und ROSA-7 ein Produkt mit einer 
Länge von 646 bp. Bei der homozygoten Maus (R26stopUcn2/stopUcn2) lässt sich nur eine Bande 
mit einem Produkt der Länge 646 bp abgrenzen, das die Primer ROSA-1 und ROSA-7 mitei-
nander bilden. 

 

2.7 In situ-Hybridisierung für Cre und Ucn2 

Zusätzlich zur Genotypisierung wurden in situ-Hybridisierungen gefrorener Testes mit Cre und 

Ucn2 „antisense“ Sonden angefertigt. Diese in situ-Hybridisierung sollte sowohl der Bestäti-

gung des Genotyps (Cre+/-) als auch zur semiquantitativen Visualisierung des Ucn2-Gens die-

nen. Die in situ-Hybridisierung konnte in Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe von Dr. 

J. Deussing des Max-Planck-Instituts für Psychiatrie in München durchgeführt werden. Hierfür 

wurden Cryoschnitte gefrorener Testes Ucn2-OE Männchen und männlicher Kontrolltiere an-

gefertigt. Anschließend erfolgte die Bearbeitung gemäß eines etablierten Protokolls. Dieses 

Protokoll sei hier kurz zusammengefasst (für eine detaillierte Beschreibung vgl. (98)): Die Cry-

oschnitte der Hoden wurden zunächst in Paraformaldehyd fixiert. Anschließend folgten eine 

Acetylierung mit Essigsäureanhydrid sowie eine Dehydrierung mit einer ansteigenden Etha-

nolreihe. Die Objektträger wurden getrocknet und mit einem Hybridisierungsmix bedeckt, der 

unter anderem die 35S-markierten Sonden enthielt. Anschließend wurden Deckgläschen auf-

gelegt und die Objektträger über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Deckgläschen 

wieder entfernt und die Schnitte gewaschen. Dann erfolgte die Dehydrierung mit einer anstei-

genden Ethanolreihe. Die getrockneten Schnitte wurden für bis zu drei Tage auf einem hoch-

auflösenden Autoradiographie-Film zur Entwicklung gelagert und der Film anschließend ein-

gescannt.  
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2.8 Organ- und Blutentnahme 

Vor der Entnahme wurden entsprechend der Anzahl der Tiere Reaktionsgefäße für die Tes-

tes/Ovarien und die Blutproben beschriftet. In letztere wurden jeweils 10 μl EDTA vorgelegt, 

um später Plasma gewinnen zu können. Für die Entnahme von Gonaden und Blut wurden die 

Mäuse einzeln mit Isofluran euthanasiert und anschließend dekapitiert. An der Schnittfläche 

wurde mit dem vorbereiteten Gefäß das Blut aufgefangen und durch vorsichtiges Rütteln mit 

dem EDTA vermischt. Die Blutproben wurden im Anschluss bei 10.000 Umdrehungen für 10 

min zentrifugiert. Das Plasma wurde in frische, beschriftete Reaktionsgefäße abpipettiert und 

bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Nach der Desinfektion der Entnahmestelle 

wurde der Bauchraum eröffnet und die Gonaden einzeln entnommen und unter dem Mikroskop 

von Fett und Bindegewebe befreit. Ein Teil der Gonaden wurden dann in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert, der andere Teil wurde 

in eine 4%ige PFA-Lösung gegeben und anschließend in Paraffin eingebettet (96). 

 

2.9 Histologische Aufarbeitung 

2.9.1 Einbettung in Paraffin 

Die Gonaden, die nach der Entnahme in 4%ige PFA-Lösung gegeben worden waren, wurden 

über Nacht bei 4 °C in dieser Lösung belassen. Am folgenden Tag wurden die Gonaden zu-

nächst einer aufsteigenden Ethanolreihe aus 30%igem, 50%igem, 70%igem, 96%igem und 

100%igem Ethanol unterzogen. Es schlossen sich eine Xylol-Lösung sowie eine Mischung aus 

Xylol und flüssigem Paraffin im Verhältnis 1:1 an. Anschließend erfolgte über Nacht die ein-

zelne Einbettung der Gonaden in flüssigem Paraffin bei 60 °C. Die Paraffinblöcke wurden bis 

zur weiteren, histologischen Aufarbeitung bei Raumtemperatur eingelagert (96). 

2.9.2 Paraffinschnitte 

Die Paraffinblöcke mit den einzeln eingebetteten Testes bzw. Ovarien wurden vor dem Schnei-

den zunächst auf der Kühlplatte des Einbettautomaten Microm EC 350-1 (Thermo Scientific) 

durchgekühlt. Anschließend wurden mit dem Rotationsmikrotom (Microm, Walldorf) Schnitte 

von 5 μm angefertigt. Diese wurden in ein Wasserbad (Aqua dest., 40 °C) gegeben, um sich 

auszudehnen und zu glätten. Die Schnitte wurden auf Objektträger gezogen und bei Raum-

temperatur über Nacht getrocknet.  
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2.9.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Für die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) wurden die getrockneten Schnitte zunächst 

durch Xylol (2 x 90 sec) und eine absteigende Alkoholreihe (2 x 90 sec 100 % Ethanol, 2 x 90 

sec 95 % Ethanol) sowie Waschen mit Aqua dest. für 3 min entparaffinisiert. Es folgten zu-

nächst die Färbung mit Hämatoxylin für 5 sec und Spülen mit Aqua dest. Dann die Färbung 

mit Eosin (angesäuert mit 1 ml konzentrierter Essigsäure auf 100 ml Eosin) für 5 sec. Es 

schloss sich eine aufsteigende Alkoholreihe (2 x 30 sec 95 % Ethanol, 2 x 30 sec 100 % Etha-

nol) und Xylol (2 x 30 sec) zur Dehydrierung der Schnitte an. Die Schnitte wurden abschließend 

mit Permount Mounting Medium und Deckgläschen bedeckt. 

2.9.4 Mikroskopie 

Die HE-gefärbten Schnitte der Testes und Ovarien wurden unter dem Mikroskop DMRB (Leica) 

mit verschiedenen Auflösungen (2,5-fach, 5-fach, 10-fach, 20-fach und 40-fach) betrachtet. 

Dabei wurden die betrachteten Ausschnitte sowie Übersichtsaufnahmen mit der Kamera Spot 

Insight QE (Visitron Systems) fotografiert und archiviert. 

2.9.5 Quantifizierung der Follikelanzahl 

Für die Quantifizierung der Follikel wurden jeweils drei eingebettete Ovarien der Ucn2 OE- und 

der Kontrollgruppe ausgewählt. Von diesen Ovarien wurden Paraffinschnitte und  

HE-Färbungen angefertigt. Auf diese Art präparierte, sequentielle Schnitte dieser Ovarien wur-

den unter dem Mikroskop betrachtet und fotografiert. Hierbei wurden zunächst Übersichtsauf-

nahmen in 2,5-facher und 5-facher Vergrößerung archiviert. Die Übersichtsaufnahmen mit 5-

facher Vergrößerung wurden als high power field (hpf) für die Zählung der Follikel in den Ova-

rien definiert. Des Weiteren wurden Detailaufnahmen mit bis zu 40-facher Vergrößerung der 

Follikel angefertigt, die zur genauen Klassifikation der Follikel herangezogen wurden. Die Be-

trachtung und Dokumentation wurde mit der Software SPOT Advanced durchgeführt. Die Klas-

sifikation erfolgte gemäß der oben beschriebenen, vereinfachten Einteilung der Follikuloge-

nese nach T. Pedersen und H. Peters (26) (siehe Abb. 13) in Primär-, Sekundär- und 

Tertiärfollikel sowie in Corpora lutea und atretischen Follikel. Sehr große Tertiärfollikel mit ei-

nem prominenten Antrum, auch Graaf-Follikel genannt, wurden hierbei als Tertiärfollikel ge-

zählt. Mehrfach angeschnittene Follikel wurden anhand charakteristischer Schnitte klassifi-

ziert.  
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Follikulogenese.  
PdF: Primordialfollikel, PF: Primärfollikel, SF: Sekundärfollikel, TF: Tertiärfollikel, GF: Graaf-
Follikel. Modifiziert nach Pedersen und Peters (26). 

 

2.10  Quantitative Expressionsanalysen 

2.10.1  RNA-Extraktion 

Die RNA-Extraktion aus den Testes und Ovarien wurde mit dem SV Total RNA Isolation System 

von Promega durchgeführt. Verwendet wurden hierfür die bei der Organentnahme in flüssigem 

Stickstoff paarweise schockgefrorenen und bei -80 °C gelagerten Gonaden. Die Organe wur-

den zunächst im gefrorenen Zustand homogenisiert (T8 Ultra Turrax Homogenizer, IKA-

Werke). Hierzu wurde bei den Testes ein etwa 3 mm langes Stück von einem der beiden Hoden 

mit einem Skalpell abgetrennt. Die Ovarien wurden jeweils paarweise homogenisiert um genug 

Material für die RNA-Extraktion zu erhalten. Zwischen den einzelnen Proben wurde der Ho-

mogenisator mit Aqua dest. sowie mit einer Mischung aus Aqua dest. und SDS gereinigt, um 

eine Kontamination zu vermeiden. RNA-Extraktion wurde dann mit den Materialen des oben 

genannten Kits und gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Im letzten Schritt des 

Protokolls wird die RNA in nukleasefreiem Wasser gelöst. Die RNA der Testes wurde, wie vom 

Protokoll empfohlen, mit 100 μl nukleasefreiem Wasser vermischt. Für die Ovarien wurden 

aufgrund der geringeren RNA-Konzentration 40 μl verwendet. Im Anschluss an die RNA-

Extraktion wurde die RNA-Konzentration mithilfe des Nanodrop ND-1000 von peQlab gemes-

sen. Um die Integrität der RNA zu verifizieren und eventuelle Verunreinigungen zu detektieren, 

wurde eine Gelelektrophorese mit der extrahierten RNA durchgeführt. Für jede zu testende 

RNA-Probe wurden 8 μl Aqua dest. mit 3 μl Loading dye und 2 μl RNA vermischt. Jeweils 10 

μl dieses Mixes wurden in die Taschen eines vorbereiteten 1%igen Agarosegels pipettiert und 

zusammen mit 5 μl einer 1 kb DNA-Leiter für circa 35 min bei 110 Volt aufgetrennt. 
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2.10.2  cDNA Synthese 

Zur Synthese von komplementärer DNA (cDNA) aus der gewonnenen Einzelstrang-RNA der 

Gonaden wurden jeweils 500 ng der Proben-RNA mit einer Reversen Transkriptase umge-

schrieben. Hierzu wurde anhand der gemessenen RNA-Konzentration errechnet wie viele μl 

der verdünnten RNA 500 ng RNA enthalten. Mit Aqua dest. wurde jede Probe anschließend 

auf 12 μl Gesamtvolumen aufgefüllt. Zu jeder RNA-Probe wurde nun 1 μl Oligo (dt)15 zugege-

ben und für 5 min bei 70 °C inkubiert. Die Proben wurden danach für 10 min auf Eis gelegt. Im 

nächsten Schritt wurden zu jeder Probe 1 μl Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Pro-

mega), 5 μl M-MLV RT 5x Buffer (Promega), 1,25 μl d’NTPs (Promega), 3,75 μl Aua dest sowie 

1 μl M-MLV Reverse Transkriptase hinzugefügt und mit der Pipette gemischt. Die cDNA Syn-

these fand dann unter folgenden Bedingungen statt: 10 min bei 40 °C, 50 min bei 48 °C und 

schließlich 15 min bei 70 °C. 

2.10.3  Standardkurven erstellen 

Zur Erstellung von Standardkurven für die Real-time PCR-Untersuchung der Enzymexpres-

sion in den Gonaden wurde cDNA gepoolt und verdünnt. Anschließend wurden für die zu un-

tersuchenden Enzyme PCR-Untersuchungen mit diesen Verdünnungsreihen durchgeführt. Es 

wurde jeweils eine Verdünnungsreihe für die Testes und eine für die Ovarien angefertigt. Für 

eine Verdünnungsreihe wurden 2 μl cDNA jeder Mausprobe aus beiden Gruppen, Ucn2 OE 

und Controls, in ein Reaktionsgefäß pipettiert und mit der Pipette gemischt. Anschließend wur-

den mit Aqua dest. folgende Verdünnungen erstellt: 1:5, 1:10, 1:50, 1:100 und 1:500. Für die 

Testes wurde außerdem noch 1:1000 verdünnt. Für die Standardkurve eines Enzyms wurde 

eine PCR-Untersuchung mit den oben genannten cDNA-Verdünnungen angefertigt. Hierfür 

wurden zu jeweils 2 μl verdünnter cDNA, 6 μl SsoFASTTM EVAGreen®  

Supermix (Bio-Rad Laboratories), 0,5 μl Primer fwd, 0,5 μl Primer rev und 3 μl Aqua dest. 

hinzugefügt und gemischt. Die PCR-Untersuchungen wurden in der Mx3000P QPCR, entspre-

chend den Angaben in der Tabelle Nr. 3, durchgeführt. 
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2.10.4  Real-Time PCR 

Mit der Real-Time PCR wurde die Expression der folgenden Gene quantifiziert: 

Gen  Primersequenz Annealing-

Temperatur 

ß-actin fwd 

rev 

ACCCGCGAGCACAGCTTCTT 

TCTGGGCCTCGTCACCCACATA 

60 °C 

StAR fwd 

rev 

GACCTTGAAAGGCTCAGGAAGAAC 

TAGCTGAAGATGGACAGACTTGC 

63 °C 

Hsd3b fwd 

rev 

AAGGAGGAATTCTCCAAGCTG 

GAGCTGCAGAAGATGAAGGC 

60 °C 

Cyp11a1 fwd 

rev 

AGGACTTTCCCTGCGCT 

GCATCTCGGTAATGTTGG 

53 °C 

Hsd17b fwd 

rev 

ACTGTGCCAGCAAGTTTGCG 

AAGCGGTTCGTGGAGAAGTAG 

60 °C 

Cyp17 fwd 

rev 

CCAGGACCCAAGTGTGTTCT 

CCTGATACGAAGCACTTCTCG 

60 °C 

Cyp19 fwd 

rev 

CATGGTCCCGCAAACTGTGA 

GTAGTAGTTGCAGGCACTTC 

60 °C 

Ucn2 fwd 

rev 

GTGGGCACTGGTGGTGTTCGT 

GGCGGCCAACATGGGCTAGT 

60 °C 

LH-R1 fwd 

rev 

CCTCGAGCTGGCCTCGCCCGA 

TTCAGACAGATTGAGGAGGTTG 

60 °C 

FSH-R fwd 

rev 

TGTCATCACTGGCTGTGTCAT 

GATGTACAGCAGATTGTTAGC 

60 °C 

Tabelle 3: Übersicht der verwendeten Primer mit Angabe der Primersequenzen und Anneal-
ing-Temperaturen. 

 

Die PCR wurde mit Hilfe des SsoFASTTM EVAGreen® Supermix (Bio-Rad Laboratories) in der 

Mx3000P QPCR System Maschine (Stratagene) entsprechend den Angaben des Herstellers 
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durchgeführt. Hierfür wurden 2 μl cDNA der zu untersuchenden Proben in je ein eigenes Re-

aktionsgefäß pipettiert. Es wurden jeweils 6 μl SsoFASTTM EVAGreen® Supermix (Bio-Rad 

Laboratories), 0,5 μl Primer fwd, 0,5 μl Primer rev und 3 μl Aqua dest. hinzugefügt und alles 

vorsichtig gemischt. Zusätzlich zu den Proben liefen bei jeder PCR-Untersuchung eine Nega-

tivkontrolle mit Aqua dest. sowie ein Kalibrator mit (1:10 verdünnte cDNA aus Verdünnungs-

reihe). Die PCR wurde als two-step PCR unter den folgenden Bedingungen durchgeführt: Ini-

tialisierung für 10 min bei 95 °C, anschließend 40 Zyklen mit 10 sec bei 95 °C und 30 sec bei 

der entsprechenden Annealing-Temperatur (siehe Tab. 3). Die Darstellung der PCR-

Untersuchungen erfolgte mit der Mx3000P QPCR System Maschine SOFTWARE (Strata-

gene). 

2.11  Hormonmessungen im Plasma 

2.11.1  Ucn2 

Zur Bestimmung der Hormonkonzentration von Ucn2 im Plasma wurde ein kommerzielles Kit 

verwendet. Dieses Kit von BioVendor basiert auf einem kompetitiven Immunassay. Hierbei 

sind die Mikrotiterplatten mit Anti-Ucn2-Antikörpern beschichtet. Um die Bindung an diese An-

tikörper konkurrieren dann die Ucn2-Moleküle der Proben bzw. der Standardproben mit dem 

zugefügten, biotinylierten Ucn2. Mit einem Waschgang wurden alle ungebundenen Moleküle 

entfernt. Für die Farbreaktion wurden Peroxidase-markiertes Streptavidin und OPD (alpha-

Phenylendiamindihydrochlorid) hinzugegeben. Jeder Antikörper, der biotinyliertes Ucn2 an-

stelle des Proben-Ucn2 gebunden hatte, trug nun zur Farbreaktion bei. Somit ergab sich mit 

Hilfe der Standardkurven und der so ermittelten Farbintensität indirekt die Konzentration für 

Ucn2 im Plasma (96). Hierfür wurden die Plasmaproben zunächst im Verhältnis 1:5 verdünnt. 

Der Versuch wurde gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Diese Ergebnisse wur-

den auch in der Promotionsarbeit von Dr. med. Anna Riester, in der der adrenale Phänotyp 

Ucn2-überexprimierender Mäuse beschrieben wurde, berichtet (96).  

2.11.2  Steroidhormone 

Aufgrund der geringen zur Verfügung stehenden Plasmamengen war die Bestimmung der ver-

schiedenen Sexualhormone mit Hilfe herkömmlicher Kits für Hormonmessungen nicht mög-

lich. Die Messungen der Steroidhormone Progesteron und Hydroxypregnenolon wurden daher 

unter Leitung von Dr. Alexandra Kulle im Endokrinologischen Labor der Klinik für Allgemeine 

Pädiatrie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein durchgeführt. Die Messungen erfolg-

ten mittels der etablierten Methode der Flüssigchromatographie-Tandem-Massenspektromet-

rie (99-101). Mit diesem Verfahren können verschiedene Steroide simultan in einem geringen 

Probenvolumen gemessen werden. Es handelt sich hierbei, im Gegensatz zu den Immunas-
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says, um ein Verfahren, bei welchem die zu analysierenden Stoffe direkt detektiert und ge-

messen werden. Somit wird bei diesem Messverfahren eine hohe Sensitivität und Spezifität 

erreicht (99).  

2.11.3  Östradiol 

Die Messung von Östradiol in den Plasmaproben erfolgte mit dem kommerziellen Estradiol 

ELISA Kit [EIA 2693](DRG Diagnostics, Marburg) entsprechend den Anweisungen des Her-

stellers. Es handelt sich bei diesem Kit um einen Festphasen-ELISA. An die Mikrotiterplatten 

sind polyklonale Kaninchen-Antikörper gebunden, die eine Antigenbindungsstelle für Östradiol 

besitzen. Die Östradiolmoleküle in der Probe konkurrieren hierbei mit einem  

Östradiol-Meerrettichperoxidase-Konjugat. Nach der Inkubationszeit werden die ungebunde-

nen Stoffe abgespült. Die Menge an gebundenem Östradiol-Meerrettichperoxidase-Konjugat 

ist hierbei umgekehrt proportional zur Östradiolkonzentration in der Probe. Durch Zugabe der 

Substratlösung entsteht durch die Meerrettichperoxidase eine Farbreaktion. Diese Farbreak-

tion wird ausgelesen und mithilfe der Standardlösungen quantifiziert. Die Intensität der Farbre-

aktion ist hierbei umgekehrt proportional zur Östradiolkonzentration der Plasmaprobe. Laut 

den Angaben des Herstellers gibt es eine Kreuzreaktivität mit Östron (0,2 %) und Östriol (0,05 

%). Der Hersteller gibt keine Kreuzreaktivität mit anderen Steroidhormonen an.  

 

2.12  Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der Messungen wurden mit der Software Prism (Version 6.0f) in Säulendia-

grammen dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel (Ver-

sion 14.3.9) sowie über das Programm Prism (Version 6.0f) mit dem Mann-Whitney Test. Als 

statistisch signifikant wurde ein p-Wert von p < 0,05 festgelegt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Überexpression von Ucn2 in Ucn2 OE Weibchen 

Zunächst wurde die Konzentration von Ucn2 im Plasma der Weibchen beider Gruppen (Ucn2 

OE und Controls) bestimmt. Hierbei war die Konzentration von UCN 2 im Plasma der Ver-

suchstiere (Ucn2 OE) signifikant höher als die Konzentration bei den Kontrolltieren (6,7±0,9 

ng/ml vs. 1,5±0,1 ng/ml; p<0,01). 

Anschließend wurde die Ucn2 mRNA der Ovarien durch rtPCR quantifiziert. Hierbei zeigte sich 

eine hochsignifikante Überexpression von Ucn2 in den Ucn2 OE Versuchstieren (550,8±64,7% 

vs. 100,0±17,9%; p<0,001). 

 

 

Abbildung 14: Ucn2 im Plasma und in den Ovarien. 
Die weiblichen Versuchstiere (Ucn2 OE) zeigten eine signifikant höhere Plasmakonzentration 
sowie eine hochsignifikante Überexpression von Ucn2 im Vergleich zu den Kontrolltieren (Con-
trols). 

 

Im nächsten Schritt wurde das Expressionsmuster der an der ovariellen Sexualhormonsyn-

these beteiligten Enzyme untersucht. Hierbei sollte untersucht werden, ob sich die oben ge-

nannten, signifikanten Unterschiede in der Plasmakonzentration und in der gonadalen Über-

expression von Ucn2 beider Gruppen im Expressionsmuster der ovariellen Enzyme 

wiederspiegeln. Für die Ucn2 OE Weibchen zeigte sich hierbei in der Tat eine signifikant hö-

here Expression von StAR (239,2±45,7 % vs. 100,0±20,3 %; p<0,05) und Cyp11a1 

(160,1±15,2 % vs. 100,0±14,8 %; p<0,05), die zusammen die ersten Schritte der gonadalen 

Sexualhormonsynthese bilden. Die darauf folgenden Schritte werden durch Hsd3b, das unter 

anderem Pregnenolon zu Progesteron und Hydroxypregnenolon zu Hydroxyprogesteron um-

wandelt, sowie von Hsd17b, welches Dehydroepiandrosteron und Androstendion zu 

Androstendiol und Testosteron umwandelt, katalysiert.  

Hingegen zeigten weder Hsd3b noch Hsd17b ein wesentlich verändertes Expressionsniveau 

(Hsd3b: 101,0±13,0 % vs. 100,0±19,0 %; p=0,93; Hsd17b: 127,0±20,0 % vs. 100,0±19,0 %; 

p=0,18). Und es fand sich eine signifikant erniedrigte Expression von Cyp17 (18,6±10,4 % vs. 
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100,0±20,8 %; p<0,01), welches die Gestagene Pregnenolon und Progesteron zu den Andro-

genen Dehydroepiandrosteron und Androstendion umwandelt. Ebenfalls signifikant erniedrigt 

zeigte sich die mRNA Expression von Cyp19 (26,8±4,3 % vs. 100,0±29,8 %; p<0,05), dieses 

Enzym aromatisiert die Androgene Androstendion und Testosteron zu den Östrogenen Östron 

und Östradiol. 

 

 

Abbildung 15: Expressionsmuster der Enzyme der ovariellen Sexualhormonsynthese. 
Während die Expression von StAR und Cyp11a1, welche die ersten Schritte der Sexualhor-
monsynthese katalysieren, sich signifikant erhöht zeigte, fand sich eine signifikant erniedrigte 
Expression von Cyp17 und Cyp19. Keine Änderungen fanden sich für Hsd3b und Hsd17b. 

 

Ergänzend zur Untersuchung der mRNA Expression der Enzyme wurden Homonkonzentrati-

onen von Sexualhormonen im Plasma gemessen. Hierfür wurden Plasmaproben von bis zu 

16 Weibchen pro Gruppe mittels Flüssigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie be-

ziehungsweise mit einem ELISA KIT gemessen. Passend zur signifikant erniedrigten mRNA 

Expression von Cyp19 konnte auch eine signifikant erniedrigte Plasmakonzentration von Öst-

radiol in Ucn2 OE Weibchen gemessen werden (81,0±2,5 pg/ml vs. 96,6±1,4 pg/ml; p<0,05). 
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Für die Hormonkonzentrationen von Progesteron (5,6±1,2 nmol/l vs. 7,7±1,4 nmol/l; p=0,18) 

und Hydroxypregnenolon (1,0±0,1 nmol/l vs. 1,4±0,3 nmol/l; p=0,50) fanden sich keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen Ucn2 OE Weibchen und den weiblichen Kontrolltieren.  

 

 

Abbildung 16: Plasmakonzentrationen der Sexualhormone Progesteron, Hydroxypregneno-
lon und Östradiol. 
In Ucn2 OE Weibchen zeigte sich eine signifikant erniedrigte Plasmakonzentration für Östra-
diol im Vergleich zu den Kontrolltieren. Keine signifikanten Unterschiede fanden sich für die 
Konzentrationen von Progesteron und Hydroxypregnenolon im Plasma. 

 

Da FSH und LH die Regulatoren der ovariellen Sexualhormonsynthese darstellen, wurde die 

mRNA Expression des FSH-Rezeptors (FSH-R) und des LH-Rezeptors Typ 1 (LH-R1) unter-

sucht. Hierbei zeigte sich für den FSH-Rezeptor eine signifikant verminderte Expression der 

mRNA bei den Ucn2 OE Weibchen gegenüber den Kontrolltieren (41,7±13,5 % vs. 100,0±12,8 

%; p<0,05). Dagegen fand sich eine signifikant gesteigerte Expression des LH-Rezeptors Typ 

1 (276,6±34,7 % vs. 100,0±25,4 %; p<0,05) bei den weiblichen Ucn2 OE Mäusen. 

 

 

Abbildung 17: Expressionsmuster der Rezeptoren für FSH und LH. 
Der Rezeptor für FSH zeigte eine signifikant verminderte Expression, wohingegen sich die 
Expression für den LH Rezeptor Typ 1 signifikant erhöht zeigte. 

 

Anhand der Quantifizierung der Follikel erfolgte der Vergleich der Morphologie und der  

Funktionalität der Ovarien der Ucn2 OE Weibchen und der Kontrolltiere. Hierbei wurde die 

Anzahl der Primär-, Sekundär- und Tertiärfollikel sowie die Zahl der Corpora lutea und der 
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atretischen Follikel pro high power field (hpf) anhand von H.E.-gefärbten Übersichtsaufnahmen 

(5x Vergrößerung) verglichen. Für Primärfollikel (3,6±0,4 Follikel/hpf vs. 2,4±0,4 Follikel/hpf; 

p=0,07) und Sekundärfollikel (3,4±0,4 Follikel/hpf vs. 4,6±0,5 Follikel/hpf; p=0,12) ergab sich 

eine vergleichbare Follikelanzahl der beiden Gruppen. Dagegen war in der Ucn2 OE Gruppe 

sowohl die Anzahl der Tertiärfollikel (10±0,7 Follikel/hpf vs. 16±2,2 Follikel/hpf; p<0,05) als 

auch der Corpora lutea (1,8±0,2 Follikel/hpf vs. 2,7±0,3 Follikel/hpf; p<0,05) und der atreti-

schen Follikel (2,3±0,4 vs. 3,9±0,5 Follikel/hpf; p<0,05) signifikant vermindert.  

 

 

Abbildung 18: Quantifizierung der ovariellen Follikel anhand von H.E.-gefärbten Übersichts-
aufnahmen (5x Vergrößerung). a) Beispiel für ein Ovar einer Maus der Kontrollgruppe (Con-
trols). b) Beispiel für ein Ovar einer Ucn2 OE Maus. 

 

 

Abbildung 19: Follikelanzahl der Ovarien der Ucn2 OE Weibchen und der Kontrolltiere.  
Während sich vergleichbare Werte für die Anzahl der Primär- und Sekundärfollikel zeigten, war 
die Anzahl der Tertiärfollikel sowie der Corpora lutea und der atretischen Follikel in der Gruppe 
der Ucn2 OE Weibchen signifikant vermindert.  
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3.2 Überexpression von Ucn2 in Ucn2 OE Männchen 

Auch bei den Männchen beider Versuchsgruppen wurde zunächst die Konzentration von Ucn2 

im Plasma bestimmt. Hierbei zeigte sich eine signifikant erhöhte Plasmakonzentration von 

Ucn2 für die Ucn2 OE Mäuse gegenüber der Kontrollgruppe (4,8±0,4 ng/ml vs. 2,0±0,1 ng/ml; 

p<0,01). 

Anschließend wurde die mRNA Expression von Ucn2 in den Testes für beide Gruppen unter-

sucht. Es konnte kein Unterschied der testikulären Expression von Ucn2 zwischen den Ucn2 

OE Männchen und den Männchen der Kontrollgruppe (108±14,4 % vs. 100,0±10,8 %; p=0,98) 

festgestellt werden.  

 

 

Abbildung 20: Ucn2 im Plasma und in den Testes. 
Die männlichen Versuchstiere (Ucn2 OE) zeigten eine signifikant höhere Plasmakonzentration 
im Vergleich zu den Kontrolltieren. Es fand sich kein signifikanter Unterschied für die testiku-
läre Expression von Ucn2 zwischen den beiden Gruppen. 

 

Um die Plausibilität der Ergebnisse für die testikuläre Ucn2-Expression zu testen, wurden zu-

nächst die gonadale Ucn2-Expression zwischen den Männchen und Weibchen der Kontroll-

gruppen verglichen. Hier zeigte sich, dass die Expression von Ucn2 in den Testes der Kon-

trolltiere hochsignifikant über der Expression in den Ovarien lag (Controls m: 875,4±94,9 vs. 

Controls w: 100,0±17,9; p<0,0001), siehe hierzu auch das folgende Kapitel 3.3.  

Um den Erfolg der Überexpression der männlichen Versuchstiere zu kontrollieren, wurde zu-

dem eine in Situ-Hybridisierung von testikulären Cryo-Schnitten von Ucn2-OE Männchen und 

Kontrolltieren angefertigt. Als Kontrollen dienten Hirnschnitte von Mäusen (zur Verfügung ge-

stellt von der Forschungsgruppe von Dr. J. Deussing, Max-Planck-Institut für Psychiatrie, Mün-

chen), die Cre bzw. Ucn2 entweder nicht exprimierten, heterozygot oder homozygot exprimier-

ten. 
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Abbildung 21: Autoradiographie einer in situ-Hybridisierung mit Cre „antisense“ Sonden.  
Diese zeigte, dass die männlichen Kontrolltiere kein und die Ucn2-OE Männchen ein starkes 
Signal für Cre aufwiesen. 

 

 

Abbildung 22: Autoradiographie einer in situ-Hybridisierung mit Ucn2 „antisense“ Sonden. 
Diese zeigte, dass es keinen wesentlichen Unterschied im Signal für Ucn2 zwischen den 
männlichen Kontrolltieren und den Ucn2-OE Männchen gab.  

 

Die in situ-Hybridisierung mit der Cre „antisense“ Sonde konnte den Genotyp der Ucn2-über-

exprimierenden Männchen bestätigen. Die in situ-Hybridisierung mit der Ucn2  

„antisense“ Sonde bestätigte die Ergebnisse der testikulären Ucn2-Expression, die keinen sig-

nifikanten Unterschied zwischen den Ucn2-OE Männchen und den männlichen Kontrolltieren 

zeigte.  
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Um einen möglichen Einfluss der erhöhten Plasmakonzentration von Ucn2 in den Ucn2 OE 

Männchen auf die Sexualhormonsynthese zu untersuchen, erfolgte die Quantifizierung der 

mRNA der Enzyme StAR, Cyp11A1, Hsd3B und Cyp17 mittels rtPCR. Hierbei zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ucn2 OE Männchen und den Männchen der 

Kontrollgruppe (StAR: 111,3±19,6 % vs. 100,0±6,6 %; p=0,9; Cyp11a1: 87,0±11,6 % vs. 

100,0±7,1 %; p=0,47; Hsd3b: 102,3±10,6 % vs. 100,0±14,9 %; p=0,63; Cyp17: 131,1±11,9 % 

vs. 100,0±12,7 %;p=0,23). 

 

 

Abbildung 23: Expressionsmuster der Enzyme der testikulären Sexualhormonsynthese. 
Zwischen den beiden Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Expression 
von StAR, Cyp11a1, Hsd3b oder Cyp17. 
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Ferner zeigte sich kein Unterschied in der mRNA Expression des FSH-Rezeptors (96,5±14,7 

% vs. 100,0±9,1 %; p=0,65) und des LH-Rezeptors Typ 1 (121,9±8,7 % vs. 100,0±8,0 

%;p=0,14) zwischen den beiden Gruppen. 

 

 

Abbildung 24: Expressionsmuster der Rezeptoren für FSH und LH. 
Es fanden sich keine Unterschiede in der Expression der Gonadotropinrezeptoren (FSH-R und 
LH-R1) zwischen den beiden Gruppen.  
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3.3 Vergleich zwischen Ucn2 OE Weibchen und Männchen 

Sowohl die Weibchen als auch die Männchen der Ucn2 OE Gruppe zeigten signifikant erhöhte 

Plasmakonzentrationen für Ucn2 im Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe (w: 6,7±0,9 

ng/ml vs. 1,5±0,1 ng/ml; p<0,01; m: 4,8±0,4 ng/ml vs. 2,0±0,1 ng/ml; p<0,01). 

 

 

Abbildung 25: Plasmakonzentration von Ucn2 beider Geschlechter im Vergleich. 
Weibchen und Männchen der Ucn2 OE Gruppen zeigten signifikant erhöhte Plasmakonzent-
rationen von Ucn2 im Vergleich zu den Kontrollgruppen. 

 

Im Gegensatz zu den Ucn2 OE Weibchen zeigten die Männchen der Ucn2 OE Gruppe keinen 

Unterschied in der gonadalen Ucn2 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wurde die 

gonadale Ucn2 Expressionen der beiden Kontrollgruppen ins direkte Verhältnis zueinander 

gesetzt, zeigte sich, dass die Ucn2 Expression in den Testes hochsignifikant über der Expres-

sion in den Ovarien lag (Controls m: 875,4±94,9 vs. Controls w: 100,0±17,9; p<0,0001). 
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Abbildung 26: Gonadale Ucn2 Expression im direkten Vergleich. 
Im direkten Vergleich der gonadalen Ucn2 Expression der Kontrollgruppen zeigte sich eine 
hochsignifikant gesteigerte Ucn2 mRNA Expression in der männlichen gegenüber der weibli-
chen Kontrollgruppe. 

 

Bei der Verpaarung Ucn2 OE Weibchen bzw. weiblicher Kontrolltiere mit männlichen Kontroll-

tieren war die jeweilige Wurfgröße vergleichbar mit 9 vs. 7 Nachkommen. Somit zeigte sich, 

dass die Ucn2 OE Weibchen trotz der oben beschriebenen Veränderungen fertil waren. 

 

 

Abbildung 27: Verpaarung Ucn2 OE Weibchen bzw. weiblicher Kontrolltiere mit männlichen 
Kontrolltieren. 
Die Ucn2 OE Weibchen waren fertil. Die Wurfgrößen der Ucn2 OE Weibchen und der weibli-
chen Kontrolltiere waren vergleichbar. 
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4 Diskussion 

4.1 Bedeutung von Urocortin 2 für die Gonaden 

Seit der Erstbeschreibung konnten Urocortin 2 und der zugehörige Rezeptor unter anderem in 

Strukturen des Hypothalamus, der Hypophyse sowie in den weiblichen und männlichen Go-

naden nachgewiesen werden. Als CRF-verwandtes Peptid und natürlicher Ligand für den 

CRF-Rezeptor Typ 2 scheint Urocortin 2 ein wichtiger Bestandteil der Hypothalamus-Hypo-

physen-Gonaden-Achse zu sein. Die lokale Expression und Funktion von Urocortin 2 in den 

Gonaden sowie die systemische Auswirkung als Bestandteil der Hypothalamus-Hypophysen-

Gonaden-Achse ist Gegenstand aktueller Forschung. So konnte gezeigt werden, dass eine 

lokale, Stress-induzierte Urocortin 2 Sekretion in der Hypophyse die LH-Freisetzung suppri-

miert (102). 

Des Weiteren konnte Urocortin 2 auch in den Nebennieren nachgewiesen werden und scheint 

eine Rolle in der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse zu spielen. Somit könnte U-

rocortin 2 eine wichtige Funktion als Bindeglied zwischen der HHG- und der HHN-Achse haben 

und eine Rolle bei Stress-induzierter, hypothalamischer Amenorrhoe spielen. 

Die Wirkungsweise einer gewebespezifischen Überexpression von Urocortin 2 auf die Funk-

tion und Morphologie weiblicher und männlicher Gonaden genau zu untersuchen war das Ziel 

der vorliegenden in vivo Studie. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen im Folgenden im Vergleich 

mit Daten aus der Literatur diskutiert werden. 

 

4.2 Besonderheiten des verwendeten Mausmodells 

Bei dem verwendeten Mausmodell erfolgte die Expression von Urocortin 2 in Abhängigkeit 

vom SF1-Promotor. Bingham et al. (97) beschreiben für diesen Promotor eine Aktivität im Nu-

cleus ventromedialis des Hypothalamus, in der Adenohypophyse, der Milz, der Nebennieren-

rinde sowie in den Gonaden.  

Während eine natürliche Expression von Ucn2 im Hypothalamus für den Nucleus paraventri-

cularis und den Nucleus arcuatus nachgewiesen werden konnte (56), fand sich kein Hinweis 

auf eine natürliche mRNA Expression von Ucn2 im Nucleus ventromedialis. In diesem konnte 

jedoch die Expression von CRF2 nachgewiesen werden (103). Als Ligand für die hier lokali-

sierten Rezeptoren wird jedoch Urocortin 3 angenommen, das ebenfalls mit hoher Affinität an 

CRF2 bindet. Der Hauptexpressionsort von Ucn3 ist der Nucleus paraventricularis. Dieser ist 

über afferente Fasern mit dem Nucleus ventromedialis des Hypothalamus verbunden und es 

wird angenommen, dass auf diesem Weg Ucn3 seinen Einfluss auf die Energiehomöostase 

ausübt (104). Eine lokale, SF1-Promotor bedingte Ucn2-Überexpression im Nucleus  
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ventromedialis (97) könnte zu einer Konkurrenz um Bindungsstellen an den CRF2 führen, an 

den Ucn2 und 3 mit vergleichbarer Affinität binden. Eine Einflussnahme auf die HHG-Achse 

wäre dann jedoch weniger zu erwarten, vielmehr könnte es zu einer veränderten Nahrungs-

aufnahme aufgrund des Einflusses auf die Energiehomöostase kommen. 

Eine Aktivität des SF1-Promotors ist ferner für die gonadotropen Zellen der Adenohypophyse 

beschrieben worden (97), die FSH und LH pulsatil sezernieren. Während Van Pett et al. (105) 

eine überwiegende Expression von CRF1 in der Adenohypophyse und eine hohe Expression 

von CRF2 in der Neurohypophyse beschrieben, konnten Kageyama et al. 3 Jahre später CRF2 

in gonadotropen Zellen der Adenohypophyse nachweisen (106). Zudem konnten Nemoto et 

al. zeigen, dass Ucn2 mRNA in Proopiomelanocortin-positiven, kortikotropen Neuronen expri-

miert wird (107) und schlussfolgerten aus ihren Experimenten, dass das von diesen Zellen 

sezernierte Ucn2 die Expression und Sekretion der Gonadotropine FSH und LH auf parakri-

nem Weg supprimiert (102,108). Die Ucn2 Expression und Sekretion kultivierter Zellen der 

Adenohypophyse war hierbei durch CRF stimulierbar und wurde durch Glukokortikoide supp-

rimiert (109). Somit ist ein Einfluss der SF1-Promotor abhängigen Ucn2 Überexpression in der 

Adenohypophyse auf die Expression und Sekretion der Gonadotropine möglich und wird in 

Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit im Folgenden weiter diskutiert werden. 

Auch in der Milz kommt es zu einer SF1-Promotor-abhängigen Überexpression von Ucn2. 

Chen et al. konnten für die Milz eine natürliche, wenn auch verglichen mit anderen Organsys-

temen, geringe Ucn2-mRNA Expression nachweisen (88). Auch eine Expression von CRF2 

konnte nachgewiesen werden (110). Für die CRF-Familie wurde eine mögliche Rolle in der 

Regulation ruhender Immunzellen und ein inhibitorischer Effekt (110) auf die Aktivität der sple-

nischen Lymphozyten beschrieben (111). Somit waren keine wesentlichen Auswirkungen der 

Überexpression von Ucn2 in der Milz auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse zu 

erwarten. 

Ferner führt die SF1-Promotor-Aktivität auch zu einer Überexpression von Ucn2 in der Neben-

nierenrinde (97). Bedingt durch die sekretorische Funktion der Nebennieren ist daher auch 

von einer Sekretion von Ucn2 in den Blutkreislauf auszugehen. Eine natürliche Expression von 

Ucn2 sowie von seinem Rezeptor CRF2 konnte für die Nebennierenrinde sowie in geringerem 

Maße auch für das Nebennierenmark gezeigt werden (107,112). Für CRF und seine Liganden 

und Rezeptoren wird angenommen, dass die Modulation der Stressantwort nicht nur durch 

ihre Rolle in der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, sondern auch durch einen 

lokalen Regulationsmechanismus in der Nebenniere erfolgt (92,113,114). Zudem ist eine 

Wechselwirkung zwischen der HHG-Achse und der HHN-Achse bekannt: so führt Stress, 

CRF-vermittelt, zu einer verminderten Aktivität des GnRH-Pulsgenerators (115). Auf der ande-

ren Seite kann Östrogen die Sensitivität für Stress von CRF-Neuronen im Nucleus paraventri-

cularis erhöhen und somit eine gesteigerte Stressantwort bewirken (49). Dies ist auch ein 
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Grund für die bekannten, geschlechtsspezifischen Unterschiede in der  

Stressantwort (116,117), welche eine starke Verknüpfung der HHG- und der HHN-Achse deut-

lich machen. Zusammenfassend ist eine systemische und lokale Wirkung von Ucn2 auf die 

HHN-Achse sowie eine Wechselwirkung von der HHN- und der HHG-Achse bekannt. Auf diese 

genannten Zusammenhänge wird in der folgenden Diskussion der Ergebnisse weiblicher und 

männlicher Versuchstiere noch genauer eingegangen. 

In den Ovarien wurde die endogene Expression von Urocortin 2 für präantrale, präovulatori-

sche und atretische Follikel sowie für Stromazellen nachgewiesen (63). Dieses Expressions-

muster ist hierbei deckungsgleich mit dem von SF1. Die stärkste Expression konnte in Granu-

losa- und Thekazellen präovulatorischer Follikel nachgewiesen werden, während Primordial- 

und Primärfollikel sowie Corpora albicans kein SF1 exprimierten (118). Im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit kam es somit zu einer Überexpression von Ucn2 in Zelltypen, die bereits eine 

endogene Ucn2-Expression besitzen.  

In den Testes wurde eine geringe endogene Ucn2-Expression für die Leydigzellen nachgewie-

sen (89), während SF1 endogen in Leydig- und geringer ausgeprägt auch in Sertolizellen ex-

primiert wird (97). Da Ucn2 im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Abhängigkeit vom  

SF1-Promotor überexprimiert wurde, war eine Ucn2-Überexpression in Leydig-und Sertolizel-

len zu erwarten, die somit einer Abweichung vom endogenen Expressionsmuster von Ucn2 

entsprach.  

 

4.3 Ergebnisse im Vergleich mit Daten der Literatur: Weibchen 

Der Nachweis von CRF, seinen verwandten Peptiden und Rezeptoren sowohl in den Ovarien 

als auch in den übergeordneten Regulationszentren, der Hypophyse und dem Hypothalamus, 

legen einen regulatorischen Einfluss des CRF-Systems auf die weibliche Sexualhormonsyn-

these und somit auch auf die Follikelreifung nahe (56,63,88,106,107,119). Hierbei sind insbe-

sondere inhibitorische Einflüsse des CRF-Systems auf die Funktionen der Ovarien vorbe-

schrieben. So konnten Calogero et al. (120) zeigen, dass CRF die FSH-stimulierte  

Östrogenproduktion von kultivierten Granulosazellen hemmt. Sie nahmen hierbei an, dass der 

Effekt über einen hemmenden Einfluss auf die Aromatase, die Androgene zu Östrogenen um-

wandelt, vermittelt würde. Die Progesteronkonzentration blieb hierbei jedoch unverändert. 

Eine entsprechende Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit bei den Ucn2-überexpri-

mierenden Weibchen gemacht werden: Während die Plasmakonzentration von Progesteron 

keine signifikanten Unterschiede zeigte, war die Östradiolkonzentration im Plasma signifikant 

erniedrigt. Außerdem konnte auch eine signifikant erniedrigte Expression der Aromatase 

(Cyp19) für die Ucn2 OE Weibchen nachwiesen werden. Diese Ergebnisse führen zu der An-

nahme, dass die erniedrigte Östradiolkonzentration im Plasma der Ucn2 OE Weibchen durch 
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die verminderte Aktivität der Aromatase bedingt sein könnte. Wechselwirkungen zwischen Öst-

radiol und Urocortin 2 konnten von Watanabe et al. (121) auch für den Uterus gezeigt werden, 

der ebenfalls eine natürliche Urocortin 2 Expression aufweist. Beim Vergleich der Ucn2-Ex-

pression von 2- bis 4-Wochen alten, weiblichen Ratten mit 9-Wochen alten Rattenweibchen 

konnten die Autoren zeigen, dass die uterine Ucn2-Expression bei den jüngeren Ratten signi-

fikant höher war. Gleichzeitig war die Östradiolkonzentration im Plasma bei den jüngeren Rat-

ten signifikant niedriger. Ferner konnten sie zeigen, dass es nach subkutaner Injektion von 

Östradiolbenzoat zu einer signifikanten Abnahme der Ucn2-mRNA Expression im Uterus kam 

(121).  

Das Enzym Cyp17 synthetisiert Androgene aus Gestagenen. Bei Mäusen und Ratten ist die 

Expression von Cyp17 auf die Gonaden beschränkt und katalysiert sowohl die Reaktionen von 

Pregnenolon über den Δ5-Syntheseweg zu Dehydroepiandrosteron als auch von  

Progesteron über den Δ4-Syntheseweg zu Androstendion (27). Im Rahmen dieser Arbeit 

konnte eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression für das Enzym Cyp17 sowie eine 

nicht signifikante Abnahme der Plasmakonzentration von 17α-Hydroxypregnenolon bei Ucn2-

überexprimierenden Weibchen nachgewiesen werden. Erden et al. (122) konnten einen inhi-

bitorischen Effekt von CRF auf die LH-stimulierte Androgenproduktion von Cyp17 zeigen. Da 

weder die 17α-Hydroxylase- noch die 17,20-Lyase-Funktion von Cyp17 in kleinen, antralen 

Follikeln eine nennenswerte Aktivität besitzen, werden in diesen Follikeln kaum Gestagene zu 

Androgenen umgewandelt (123). Dies, und somit auch die Möglichkeit die Androgene weiter 

zu Östrogenen zu aromatisieren, ist präovulatorischen Follikeln vorbehalten und abhängig von 

einem geringen Anstieg von LH und cAMP (124). Die Anzahl solcher präovulatorischer Follikel 

war bei den Ucn2 OE Weibchen im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant vermindert. Hie-

rin könnte eine Erklärung für die verminderte Expression von Cyp17 bei den Ucn2-überexpri-

mierenden Weibchen liegen. 

Die beiden ersten Schritte der Sexualhormonsynthese in den Ovarien, der Transport von Cho-

lesterin zur inneren Mitochondrienmembran sowie die Synthese von Pregnenolon aus Choles-

terin, werden von den Enzymen StAR und Cyp11a1 ausgeführt. StAR unterliegt hierbei einem 

cAMP-vermittelten Stimulus (125,126). Der akute Effekt dieses Stimulus erfolgt innerhalb von 

Sekunden oder Minuten und besteht in einem verstärkten Transport von Cholesterin aus int-

razellulären Lipidtröpfchen zur inneren Mitochondrienmembran. Ein chronischer Stimulus führt 

zu einer gesteigerten Enzymsynthese (127). Für diese beiden Enzyme, StAR und Cyp11a1, 

zeigte sich im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit eine signifikant gesteigerte Expression der 

mRNA bei den Ucn2 OE Weibchen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse ste-

hen somit im Kontrast zu den Expressionsmustern, die in dieser Arbeit für die Androgensyn-

these (Cyp17) und für die Östrogensynthese (Cyp19) gezeigt werden konnten; korrelieren je-

doch mit Ergebnissen der Literatur: Ronen-Fuhrmann et al. konnten zeigen, dass die StAR 
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Expression als Folge des LH-Stimulus in den Thekazellen aller Follikelstadien auf ein hohes 

Niveau anstieg. In den Granulosazellen konnte ein solcher Anstieg der StAR-Expression nur 

für präovulatorische Follikel gezeigt werden (128). Auch Hedin et al. konnten zeigen, dass die 

Expression von StAR nach dem LH-Stimulus steigt und am höchsten in Corpora lutea trächti-

ger Tiere ist (124). Im Gegensatz hierzu konnte für die Expression von Cyp11a1 eine Abhän-

gigkeit von FSH gezeigt werden. So konnten zum Beispiel deMoura et al. eine gesteigerte 

Aktivität und Expression von Cyp11a1 in kultivierten Granulosazellen nachweisen, nachdem 

dem Kulturmedium FSH zugesetzt worden war (129,130). Auch Funkenstein et al. konnten 

diesen stimulatorischen Effekt von FSH in vitro nachweisen (131). Die Expression von 

Cyp11a1 wurde in Theka- und Granulosazellen, sowie in Zellen des Interstitiums und des Cor-

pus luteum nachgewiesen (132). Insgesamt scheint die Expression von StAR und Cyp11a1 

einer weitgreifenden Regulation durch die Gonadotropine LH und FSH zu unterliegen.  

Für die Expression von Hsd3b und Hsd17b konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Weibchen beider Gruppen nachgewiesen werden. Entsprechend zeigte auch die Plasma-

konzentration von Progesteron, das durch Hsd3b aus Pregnenolon synthetisiert wird, keine 

signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Messwerte der Kontrollgruppe mit den Ucn2 OE 

Weibchen. Der inhibitorische Effekt, den Yata et al. (133) für Urocortin 3 auf die Progesteron-

synthese kultivierter, humaner Granulosazellen zeigten, konnte in diesem in vivo Maus-Model 

für Urocortin 2 nicht nachvollzogen werden.  

Neben der Synthese von Progesteron aus Pregnenolon katalysiert Hsd3b unter anderem auch 

die Reaktion von Testosteron aus Androstendion. Die Expression von Hsd3b konnte in Theka- 

und Granulosazellen wachsender und präovulatorischer Follikel sowie in Zellen des Interstiti-

ums und des Corpus luteum nachgewiesen werden. In Zellkultur kann die mRNA Expression 

von Hsd3b in Theka- und Granulosazellen unter anderem durch LH und hCG gesteigert wer-

den (134). Die Expression und Aktivität von Hsd3b kann in Granulosazellen auch durch FSH 

verstärkt werden (132). Eimerl und Orly fanden hierbei jedoch einen eher schwachen, stimu-

latorischen Effekt von FSH auf die Expression von Hsd3b, verglichen mit dem Effekt, den FSH 

zum Beispiel auf StAR hat. Einer der Hauptgründe hierfür scheint eine hohe, konstitutionelle 

Expression von Hsd3b in den verschiedenen Zelltypen der Ovarien zu sein (135). Die hohe, 

konstitutionelle Expression von Hsd3b könnte somit möglicherweise auch einen Teilaspekt 

darstellen, warum im Rahmen dieser Arbeit die Urocortin 2 Überexpression keinen nennens-

werten Effekt auf das Expressionsmuster von Hsd3b zeigte. Das Enzym Hsd17b katalysiert 

unter anderem die Synthese von Östradiol aus Östron und von Testosteron aus Androstendion. 

Die Isoform Hsd17b1 wird in Granulosazellen wachsender Follikel exprimiert, die Expression 

wird hierbei durch den Einfluss von FSH gesteigert. Im Verlauf des Zyklus nimmt die Expres-

sion von Hsd17b1 während der Luteinisierung ab und wird als Hauptisoform von Hsd17b7 
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abgelöst. Im Corpus luteum der Maus wird dann ausschließlich die Isoform Hsd17b7 exprimiert 

(136).  

Die weibliche Sexualhormonsynthese hängt unmittelbar mit der Entwicklung reifer Follikel zu-

sammen und entspricht einem komplexen System mit multiplen, regulatorischen Einflüssen. 

Um die Auswirkungen einer SF1-Promotor abhängigen Ucn2-Überexpression auf dieses Sys-

tem in möglichst vielen Facetten analysieren zu können, wurden im Rahmen dieser Arbeit ne-

ben der Expression der oben besprochenen Enzyme, die an der Sexualhormonsynthese be-

teiligt sind und den entsprechenden Sexualhormonen, auch die Follikelstadien sowie die 

Expression der Gonadotropinrezeptoren untersucht. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass sich 

der murine Zyklus in einigen Punkten entscheidend vom humanen Zyklus unterscheidet: So 

dauert der Zyklus der Maus im Durchschnitt nur vier bis fünf Tage (16). Das Follikelwachstum 

läuft hierbei kontinuierlich ab und bringt mehrere sprungreife Follikel gleichzeitig hervor. FSH 

wird während der Follikelreifung erst ab dem Stadium des Tertiärfollikels benötigt, um 

sprungreife Follikel zu generieren und eine Atresie zu verhindern (21). Aufgrund der Kürze des 

Zyklus gibt es keine Lutealphase und das Corpus luteum wird nur über einen Zeitraum von 

vierundzwanzig Stunden erhalten (24).  

Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit Ucn2 OE Weibchen konnten im Rahmen der vorliegen-

den Arbeit keine Unterschiede in der Anzahl der Primär- und Sekundärfollikel nachweisen. 

Signifikante Unterschiede zeigten sich erst bei den reiferen Follikeln: So war die Anzahl der 

Tertiärfollikel, der Corpora lutea und der atretischen Follikel bei den Ucn2 OE Weibchen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Während die Expression von FSH-

Rezeptoren bei den Ucn2 OE Weibchen signifikant reduziert war, zeigte sich die Expression 

von LH-Rezeptoren Typ 1 signifikant gesteigert. Die reduzierte Anzahl an Tertiärfollikeln korre-

liert mit der verminderten mRNA Expression von Cyp19 und der erniedrigten Plasmakonzent-

ration von Östradiol der Ucn2 OE Weibchen. Diese Ergebnisse könnten durch eine reduzierte, 

jedoch noch vorhandene Wirkung von FSH in den Ovarien erklärt werden, die durch die ver-

minderte Expression von FSH-Rezeptoren in den Ovarien Ucn2 OE Weibchen bedingt sein 

könnte. Durch die verminderte Wirkung von FSH können weniger Follikel zu Tertiärfollikeln 

reifen und sich zu Corpora lutea entwickeln, insgesamt entstehen auf diese Weise weniger 

atretische Follikel in den Ovarien Ucn2 OE Weibchen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Trotz 

einer reduzierten Anzahl an Corpora lutea in den Ovarien der Ucn2 OE Weibchen ist in dieser 

Gruppe die Expression der LH-Rezeptoren erhöht und verhält sich dabei umgekehrt zur Ex-

pression der FSH-Rezeptoren. Dass LH, FSH und ihre Rezeptoren unterschiedlichen Einfluss-

faktoren unterliegen ist bekannt: Unter Stressbedingungen lässt sich keine pulsatile LH-

Freisetzung nachweisen und der LH-Plasmaspiegel sinkt, während die Plasmakonzentration 

von FSH hierdurch nicht beeinflusst wird. Der inhibitorische Effekt von Stress auf LH lässt sich 

durch die Gabe eines CRF-Antagonisten aufheben (137). Ferner wiesen Li et al. (138) nach, 
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dass dieser Stress-bedingte, inhibitorische Effekt durch den CRF-Rezeptor Typ 2 vermittelt 

wird und auch Ucn2, als hochselektiver Ligand des CRF-Rezeptor Typ 2, eine dosisabhängige 

Inhibition der pulsatilen LH-Freisetzung bewirkte. Nemoto et al. (108) berichteten, dass Ucn2 

in vitro die Sekretion der Gonadotropine hemmt und dass eine passive Immunisierung mit Anti-

Ucn2 IgG die mRNA Expression und die Sekretion in vivo erhöht. Sie schlussfolgerten aus 

ihren Experimenten, dass die Expression und Sekretion der Gonadotropine durch endogenes 

Ucn2 der Hypophyse mittels einer parakrinen Wirkung inhibiert werden könnte und dass LH 

und FSH hierbei offensichtlich auf unterschiedliche Weise reguliert würden. Da die corticotro-

pen Zellen der Adenohypophyse nicht nur ACTH sondern auch Ucn2 sezernieren, kamen 

Nemoto et al. (108) zu der Annahme, dass Ucn2 eine Rolle bei Stress-induzierter, gonadaler 

Dysfunktion spielen könnte. Eine Einflussnahme der SF1-Promotor-abhängigen Ucn2-Über-

expression auf die Expression der Gonadotropinrezeptoren ist zum einen durch eine parakrine 

Hemmung der Expression und Sekretion der Gonadotropine in der Hypophyse und zum an-

deren durch eine parakrine Wirkung von Ucn2 in den Gonaden selbst denkbar. Zudem könnte 

die von Nemoto et al. beschriebene, unterschiedliche Einflussnahme von Ucn2 auf LH und 

FSH eine mögliche Erklärung für die gegensinnige Regulation der Gonadotropinrezeptoren im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit liefern.  

Mastorakos et al. (139) konnten zeigen, dass es bei Patientinnen mit Polyzystischem Ovarial-

syndrom (PCOS) zu einer Expression von CRF in Oozyten von Primordialfollikeln kommt, die 

in Follikeln gesunder Probandinnen nicht nachweisbar ist. Zudem konnten Temur et al. (140) 

erhöhte Plasmakonzentrationen von Urocortin 3 bei Patientinnen mit PCOS nachweisen. Auf-

grund der großen Homologie von Ucn2 zu CRF und Ucn3 sowie durch die Ucn3 entspre-

chende Rezeptoraffinität zu CRF2, wäre neben der Rolle für Stress-induzierte, gonadale Dys-

funktion (108) auch eine Bedeutung beim PCOS für Ucn2 denkbar.  

 

4.4  Ergebnisse im Vergleich mit Daten der Literatur: Männchen 

Die Expression von CRF, den Urocortinen und den entsprechenden Rezeptoren, CRF1 und 

CRF2, wurde auch für die Testes und die verschiedenen Entwicklungsstadien der Spermato-

zoen nachgewiesen (84,85,88,89). In Zusammenschau dieser lokalen Expression mit der be-

kannten Expression des CRF-Urocortin-Rezeptor-Systems in der Hypophyse und im Hypotha-

lamus (56,106) ist eine Rolle von Ucn2 für die Regulation der Hormon- und 

Spermatozoenproduktion der Testes zu diskutieren: Der CRF-Rezeptor Typ 2, an den Ucn2 

hochselektiv bindet, wird ausschließlich in Spermatogonien exprimiert. Die übrigen Entwick-

lungsstadien der Spermatozoen weisen keine nennenswerte Expression dieses Rezeptors auf 

(84,85). Squillacioti et al. konnten zeigen, dass die Expressionsraten von CRF2 und Ucn1 bei 

Hunden mit Kryptorchismus niedriger waren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Dies 
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weißt auf eine Beteiligung des Urocortin-Rezeptor-Systems an der Regulation der Spermato-

genese und der Testosteronproduktion hin (141). Lee et al. beschrieben, dass Leydigzellen 

von Ratten Ucn2 exprimieren, die Expression jedoch im Verhältnis zu der von Ucn1 relativ 

niedrig ist (89).  

Aufgrund der Abhängigkeit der Ucn2-Überexpression vom SF1-Promotor war für das in dieser 

Arbeit verwendete Modell eine Ucn2-Überexpression in Leydig- und Sertolizellen zu erwarten. 

Signifikante Unterschiede zwischen der Ucn2 OE Gruppe und der Kontrollgruppe ließen sich 

jedoch für die lokale Expression von Ucn2 nicht nachweisen. Auch in der in situ-Hybridisierung 

zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der Signalstärke für Ucn2 beim Vergleich der bei-

den Gruppen. Der entsprechende Genotyp konnte hierbei durch eine Hybridisierung mit Cre-

Sonden bestätigt werden. Der Vergleich mit der Ucn2-Expressionsrate der Weibchen zeigte, 

dass bereits die Kontrollgruppe der Männchen eine signifikant höhere Ucn2-Expressionsrate 

aufwies als die Ucn2 OE Weibchen. Dies könnte eine mögliche Erklärung darstellen, warum 

eine weitere Steigerung der Ucn2-Expression ohne signifikanten Einfluss auf die Testes blieb.  

Bedingt durch die multilokuläre, endogene Expression von SF1 war die Plasmakonzentration 

von Ucn2, ebenso wie bei den weiblichen Versuchstieren, bei den Ucn2 OE Männchen signi-

fikant höher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch die systemisch erhöhte Plasmakonzentra-

tion von Ucn2 wäre eine Auswirkung auf die Sexualhormonsynthese der Testes denkbar. Im 

Rahmen dieser Arbeit zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede für die Expression 

der testikulären Enzyme StAR, Cyp11a1, Hsd3b oder Cyp17 beim Vergleich der Ucn2 OE 

Männchen und der Männchen der Kontrollgruppe. Für Urocortin 1 beschrieb C. Rivier (87) 

einen inhibitorischen Effekt auf die hCG-getriggerte Testosteronproduktion. Ein vergleichbarer 

Effekt für Urocortin 2 konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. 

Es ist bekannt, dass sich eine Änderung des Expressionsniveaus der Gonadotropine in einer 

gegensinnigen Änderung der entsprechenden Rezeptorexpression wiederspiegelt (142). Da 

die Genexpression der Gonadotropinrezeptoren FSH-R und LH-R1 in der vorliegenden Arbeit 

in beiden Gruppen vergleichbar war, ist nicht von einer relevanten Änderung der Expression 

von FSH oder LH auszugehen. Somit zeigte sich bei den Ucn2 OE Männchen kein regulieren-

der Effekt einer SF-1-abhängigen, hypophysären Ucn2-Überexpression auf die Gonadotropi-

nexpression, wie es Nemoto et al. (108) im Rahmen ihrer Arbeit zeigen konnten.  

Da die Expression von Urocortin 2 in den Testes bereits bei den Kontrolltieren ein sehr hohes 

Niveau aufwies und eine weitere, signifikante Steigerung dieser Expression im Rahmen des 

vorliegenden Überexpressionsmodells nicht gelang, wäre ein Knock-out-Modell ein weiterer 

Ansatz, um die Bedeutung von Urocortin 2 für die Spermatogenese und die Synthese männli-

cher Sexualhormone in den Testes genauer analysieren zu können. Aufgrund der beschriebe-

nen Rezeptorausstattung und Expressionsmuster wäre hierbei ein Knock-out-Modell der Uro-

cortine oder der Rezeptoren CRF1 und CRF2 interessant, wie es bereits für die Analyse 
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anderer, bekannter Expressionsorte der Urocortine und ihrer Rezeptoren Verwendung fand 

(143-145). 

 

4.5 Ergebnisse im Vergleich mit Daten der Literatur:                      

Geschlechtsspezifische Unterschiede 

Die Verknüpfung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse) mit der 

Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HHG-Achse) und die daraus resultierenden 

Einflüsse sind bereits seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung. Hierbei werden die inhi-

bitorischen Effekte der HPN-Achse auf die HPG-Achse, die zu einer Stress-assoziierten, go-

nadalen Dysfunktion führen können (146), immer weiter aufgeschlüsselt. Vor einigen Jahren 

glaubte man in CRF den zentralen Verknüpfungspunkt dieser beiden Achsen gefunden zu ha-

ben. Für die inhibitorische Wirkung von CRF auf die Fertilität wurden sowohl zentrale als auch 

periphere Wirkungsmechanismen nachgewiesen: Petraglia et al. (147) beschrieben, dass CRF 

die Sekretion von LH hemmt indem es die Freisetzung von GnRH in das hypophysäre Portal-

system inhibiert. Calogero et al. (120) konnten zeigen, dass CRF die basale Östrogenproduk-

tion von humanen Granulosazellen in vitro hemmt und postulierten daher auch eine periphere 

Wirkungsweise von CRF an den Gonaden. 

Nach der Erstbeschreibung der Urocortine 1 bis 3 als CRF-verwandte Peptide konnten in den 

folgenden Jahren bekannte Eigenschaften von CRF auch den Urocortinen zugeschrieben wer-

den. Zudem gelang die Differenzierung, über welchen Rezeptortyp (CRF1 oder CRF2) die je-

weiligen Wirkungen vermittelt wurden: Li et al. konnten zeigen, dass die Stress-induzierte In-

hibition von LH durch CRF2 vermittelt wird und dass nicht nur CRF sondern auch Ucn2 diesen 

hemmenden Effekt auf die LH-Freisetzung haben (53,138). Nemoto et al. beschrieben, dass 

Ucn2 die Gonadotropinsekretion in vitro hemmt und kamen zu der Annahme, dass Ucn2 eine 

Rolle bei Stress-induzierter, gonadaler Dysfunktion spielen könnte (102,108). Neben der mo-

lekularen Grundlage für die hemmenden Einflüsse der HHN-Achse auf die HHG-Achse ist 

auch der hierbei zu beobachtende Geschlechtsunterschied, bei dem Östrogen einen verstär-

kenden und Testosteron einen hemmenden Einfluss auf Stressreaktionen zeigt, bereits seit 

Jahren Gegenstand der Forschung. Beispielsweise konnten bei weiblichen, ovariektomierten 

und Östrogen-behandelten Ratten, als Reaktion auf einen Schmerzreiz, signifikant höhere 

Spitzenkonzentrationen von Corticosteron gemessen werden. Auch die Werte von ACTH und 

Corticosteron blieben im Vergleich zur Kontrollgruppe (ovariektomiert ohne Östrogen-Gabe) 

länger erhöht (148). Für kastrierte, männliche Ratten konnte gezeigt werden, dass sie gegen-

über den Kontrolltieren signifikant erhöhte Werte für CRF aufwiesen (149). Zusätzlich waren 

ihre Plasmawerte für ACTH und Corticosteron nach Exposition gegenüber einer neuen Umge-
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bung erhöht (150). Diese Effekte waren durch die Gabe von Testosteron oder Dihydrotestos-

teron reversibel (149,150). Die zugrunde liegenden Mechanismen werden durch zentralnervös 

exprimierte Östrogen- und Androgenrezeptoren vermittelt (151). Hierbei nehmen insbeson-

dere CRF-Neuronen des Hypothalamus eine zentrale Rolle ein: Lund et al. (49) schlussfolger-

ten aus ihren Stress-Experimenten beispielsweise, dass Östrogen die Sensitivität von CRH-

Neuronen im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus erhöht, wohingegen Dihydrotestos-

teron eine verminderte Aktivierung von CRF-Neuronen bewirkt. Li et al. (152) beschrieben, 

dass eine Aktivierung von Östrogenrezeptoren im Nucleus paraventricularis zu einer gestei-

gerten Expression von CRF führte. Und Weiser et al. zeigten, dass Östrogen über Rezeptoren 

im Bereich des Nucleus paraventricularis negative Feedbackmechanismen stören kann, die 

über Glukokortikoidrezeptoren vermittelt werden. Durch die Hemmung dieser Feedbackme-

chanismen resultiert eine verstärkte Antwort der HHN-Achse (153).  

CRF unterliegt somit als zentraler Regulator der HHN-Achse und Verknüpfungspunkt mit der 

HHG-Achse multiplen, geschlechtsspezifischen Einflüssen, die sich in den unterschiedlichen 

Stressantworten widerspiegeln. Aufgrund der Homologie zu CRF und der vergleichbaren Ex-

pression im Hypothalamus, der Hypophyse, den Nebennieren und den Gonaden liegt es nahe, 

dass auch die Urocortine entsprechenden, geschlechtsabhängigen Einflüssen unterliegen. In 

der Tat konnten erste, geschlechtsspezifische Effekte auch für die Urocortine nachgewiesen 

werden: Wan et al. (154,155) beschrieben, dass Urocortin 1 einen geschlechtsabhängigen, 

proinflammatorischen Effekt bei der Entstehung von Vaskulitiden hatte. Die Geschlechtsdispa-

rität konnte hierbei durch die Gabe eines anti-Ucn1 Serums aufgehoben werden. Zudem be-

richteten sie, dass Dihydrotestosteron die Expression von Ucn1 bei Anwesenheit von Entzün-

dungsmediatoren erhöht und diese Regulation über Androgenrezeptoren vermittelt wird. Auch 

Östrogen und seine Rezeptoren scheinen einen regulierenden Einfluss auf die Expression von 

Ucn1 zu haben. So beschrieben Haeger et al. (156), dass Östrogen die Aktivität des Ucn1-

Promotors direkt beeinflussen kann. Zusätzlich wurde verdeutlicht, dass die Anzahl der Ucn1-

exprimierenden Zellen im Nucleus paraventricularis bei weiblichen Ratten signifikant höher lag 

im Vergleich zu den Männchen und nach Ovariektomie signifikant abnahm. Für Urocortin 2 

konnten Chen et al. (145) mittels eines Ucn2-Knock-out-Modells demonstrieren, dass weibli-

che, nicht jedoch männliche, Knock-out-Mäuse einen signifikanten Anstieg der basalen ACTH- 

und Corticosteronausschüttung aufwiesen. Eine Geschlechtsdisparität für Urocortin 2 konnte 

auch im Überexpressionsmodell der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Während 

Ucn2-überexprimierende, weibliche Mäuse eine verminderte, basale Glukokortikoidausschüt-

tung zeigten, waren bei den Ucn2-überexprimierenden Männchen keine signifikanten Unter-

schiede im Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar. Zusätzlich zeigten die Ucn2-OE Weib-

chen im Vergleich zu den weiblichen Kontrollen eine signifikant verminderte Expression des 
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Enzyms Cyp11b1, welches die Synthese von Corticosteron aus Desoxycorticosteron kataly-

siert. Das Verhältnis von Corticosteron zu Desoxycorticosteron war zudem vermindert. Bei den 

Ucn2-OE Männchen konnte kein Unterschied in der Expression von Cyp11b1 im Vergleich mit 

der Kontrollgruppe festgestellt werden (92,96). Die Verhaltensanalyse von Ucn2-Knock-out-

Mäusen ergab, dass männliche Knock-out-Mäuse vermehrt passiv sozial interagieren und we-

niger aggressiv sind. Diese Änderung der Verhaltensweisen konnte für die weiblichen Ver-

suchstiere nicht nachgewiesen werden (157). 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine SF1-Promotor-

abhängige Überexpression von Urocortin 2 einen überwiegend hemmenden Einfluss sowohl 

auf die Sexualhormonsynthese als auch auf die Anzahl reifer Follikel und Corpora lutea weib-

licher Mäuse zur Folge hatte. Da im Vergleich zu den weiblichen Kontrolltieren sowohl eine 

signifikant erhöhte, lokale Expression von Ucn2 in den Ovarien vorlag, als auch eine signifikant 

erhöhte Plasmakonzentration, konnte hier nicht zwischen lokalen und systemisch wirksamen 

Effekten differenziert werden. Die männlichen, Ucn2-überexprimierenden Versuchstiere zeig-

ten ebenfalls signifikant erhöhte Plasmakonzentrationen für Ucn2, jedoch keine relevanten 

Unterschiede der gonadalen Ucn2-Expression oder der Sexualhormonsynthese im Vergleich 

zu den Kontrolltieren. Beim Vergleich des gonadalen Expressionsniveaus von Ucn2 zwischen 

männlichen und weiblichen Versuchs- und Kontrolltieren fiel auf, dass die männlichen Kontroll-

tiere eine signifikant höhere, gonadale Ucn2-Expression aufwiesen. Diese Ergebnisse lassen 

die Schlussfolgerung zu, dass männliche Kontrolltiere im Vergleich zu den weiblichen Kontrol-

len natürlicherweise eine wesentlich höhere, gonadale Ucn2-Expression zeigten. Ferner führ-

ten weder eine Steigerung der Plasmakonzentration von Ucn2 noch der gonadalen Expression 

bei den männlichen Mäusen zu weiteren Effekten im Vergleich zu den männlichen Kontrolltie-

ren. Da auch die signifikant erhöhte Ucn2-Plasmakonzentration keinen Einfluss bei den Männ-

chen zu haben schien, könnte dies auf die Bedeutung der natürlichen, gonadalen Ucn2-Ex-

pression hinweisend sein.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in der Literatur bekannte Geschlechtsdis-

parität der Wirkung von CRF und der verwandten Urocortine im Allgemeinen und von Urocortin 

2 im Speziellen auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. Die hierbei 

wirksamen Einflüsse sind sehr vielfältig und durch die Verknüpfung der HHN- und HHG-Achse 

durch die Homologie von Ucn2 zu CRF entsprechend komplex. Um die geschlechtsspezifi-

schen Einflüsse von Urocortin 2 auf die Funktion der Gonaden weiterführend analysieren zu 

können, wäre zum Beispiel ein Ucn2-Knock-out-Modell mit weiblichen und männlichen Ver-

suchstieren denkbar (157). 
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5 Zusammenfassung 

Die Urocortine (Ucn) 1 bis 3 gehören zur Familie des Corticotropin-Releasing-Faktors (CRF). 

Als Bestandteil der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse sind sie an Stress- und 

Stress-coping-Reaktionen beteiligt. Ihre Wirkung wird über die CRF-Rezeptoren Typ 1 und Typ 

2 vermittelt, zu denen die Urocortine eine unterschiedlich starke Affinität besitzen. Urocortin 2 

ist hierbei spezifischer Ligand für den CRF-Rezeptor Typ 2. Vergleichbar mit CRF konnte die 

Expression der Urocortine nicht nur für den Hypothalamus und die Hypophyse sondern auch 

in peripheren Organen wie den Nebennieren und den Gonaden nachgewiesen werden. Es ist 

bekannt, dass es zahlreiche Wechselwirkungen zwischen der Hypothalamus-Hypophysen-Ne-

bennieren- (HHN) und der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden- (HHG) Achse gibt. Durch 

wechselseitige Effekte kommt es hierbei zu einer Hemmung der Funktion der Gonaden sowie 

zu einer Modulation der Stressantwort. Zudem weiß man, dass diese Effekte geschlechtsspe-

zifisch und bei weiblichen Individuen insgesamt stärker ausgeprägt sind. Durch seine Homo-

logie zu CRF und seine Bedeutung sowohl für die HHN- als auch für die HHG-Achse hat Ucn2 

das Potential ein wesentlicher Regulator der Gonadenfunktion zu sein.  

Um die organspezifische Wirkung von Urocortin 2 auf die Gonaden zu untersuchen, wurden 

Mäuse gezüchtet, die mit Hilfe des Cre-Lox-Systems Urocortin 2 in Abhängigkeit des Stero-

idogenic Factor 1-Promotors vor allem in den Gonaden und in den Nebennieren überexprimie-

ren. Von den weiblichen und männlichen Versuchstieren sowie von den Kontrolltieren wurden 

Blutproben entnommen und die Gonaden eingefroren oder für die mikroskopische Betrachtung 

aufgearbeitet. Die sich anschließenden Tests umfassten RT-PCR Analysen des Expressions-

niveaus von Enzymen der Sexualhormonsynthese und der Gonadotropinrezeptoren, Hormon-

messungen sowie die Färbung und quantitative Analyse von Gewebeschnitten. Hierbei zeigte 

sich, dass die Überexpression von Urocortin 2 bei den weiblichen Versuchstieren mit einer 

verminderten Expression von Schlüsselenzymen der Sexualhormonsynthese und einer er-

niedrigten Östrogenkonzentration im Plasma assoziiert ist. Ferner war die Zahl reifer Follikel 

und Corpora lutea bei den Ucn2-überexprimierenden Weibchen signifikant vermindert; die Fer-

tilität war jedoch erhalten. Für die Urocortin 2 überexprimierenden Männchen ließen sich keine 

signifikanten Unterschiede der Expression von Enzymen oder Gonadotropinrezeptoren im Ver-

gleich zu den männlichen Kontrolltieren nachweisen. Die Analyse der gonadalen Ucn2-Ex-

pression zeigte hierbei, dass die Ucn2-Expression der männlichen Versuchstiere mit der na-

türlichen Expression der Kontrolltiere fast vergleichbar war; und dass das Expressionsniveau 

der männlichen Kontrollen hochsignifikant über dem der weiblichen Kontrollen lag.  

Zusammenfassend kann aus dieser in vivo Studie geschlussfolgert werden, dass Urocortin 2 

einen regulierenden Einfluss auf die Morphologie und Funktion der Ovarien hat. Zusätzlich 
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weist Urocortin 2 geschlechtsspezifisch ein unterschiedlich hohes, natürliches Expressionsni-

veau in den Gonaden auf.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

°C Grad Celsius 

μl Mikroliter 

μM Mikromolar 

Abb. Abbildung 

ACTH Adrenocorticotropes Hormon 

Aqua dest. Aqua destillata 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

bzw. beziehungsweise 

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA Komplementäre DNA 

Cre cyclization recombination 

CREB cAMP-response element-binding protein 

CRF Corticotropin-releasing factor 

CRF1/2 Corticotropin-releasing factor Rezeptor Typ 

1/2 

Cyp Cytochrom P450 

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphate 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 

et al. und andere (et alii) 

FSH Follikel-stimulierende Hormon 

FSH-R Follikel-stimulierende Hormon Rezeptor 

fwd forward 

GnRH Gonadotropin-releasing Hormon 



 75 

GZ Granulosazellen 

HE Hämatotoxylin-Eosin 

hCG humanes Choriongonadotropin 

HHG-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-

Achse 

HHN-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-

Achse 

hpf High power field, hier definiert als Über-

sichtsaufnahme in 5-facher Vergrößerung 

Hsd Hydroxysteroid-Dehydrogenasen 

kD Kilodalton 

LH Luteinisierende Hormon 

LH-R Luteinisierende Hormon Rezeptor 

M Molar 

min Minute(n) 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mRNA messenger ribonuclein acid 

OE overexpressing 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PKA Proteinkinase A 

rev reverse 

rtPCR Real-time Polymerasekettenreaktion 

SDS Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunden 

StAR Steroidogenic Acute Regulatory Protein 
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SF1 Steroidogenic Factor 1 

Tab. Tabelle 

TBE-Puffer TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

TE-Puffer TRIS-EDTA-Puffer 

TNES-Puffer TRIS-Natriumchlorid-EDTA-SDS-Puffer 

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Ucn Urocortin 

vs. versus 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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