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Einleitung

1 Einleitung

Schon lénger ist bekannt, dass die Befruchtung der Eizelle beim Rind, wie bei vielen anderen
Spezies in der Ampulla des Eileiters stattfindet.

Spéater wurde festgestellt, dass die Spermien im Eileiter gespeichert werden konnen und dort
ihre Kapazitation stattfindet. Damit erhalten die Spermien erst die Fahigkeit zum Durchdrin-
gen der Zona pellucida der Eizelle. Mittels In-vitro-Fertilisation ist es heute moglich, den
Eileiter bei der Befruchtung zu umgehen. Die Tatsache, dass der Eileiter eine weitere, bedeu-
tende Rolle im Reproduktionsgeschehen der Saugetiere spielt, wurde lange Zeit nicht erkannt.
Nach neueren Ergebnissen erfolgt auch bei der Passage der Eizelle bzw. des Embryos durch
den Eileiter eine Interaktion mit dem Epithel. Diese findet hauptséchlich in der Form statt,
dass Proteine vom Epithel ins Lumen sezerniert werden. In vitro produzierte Embryonen un-
terliegen dagegen héufig einem Entwicklungsblock im 8- bis 16-Zellstadium. Die Kommuni-
kation des Embryos mit dem Epithel scheint demnach fiir die weitere friihe Entwicklung des
Embryos von entscheidendem Vorteil zu sein. In vitro produzierten Embryonen wird die Mog-
lichkeit der Kommunikation mit dem Eileiterepithel vorenthalten. Der beschriebene Entwick-
lungsblock wurde zum Beispiel bereits durch den Zusatz von oviduktaler Fliissigkeit oder
durch Kokulturen mit Eileiterepithelzellen teilweise iiberwunden.

Da Eileiterepithelzellen in adhdrenten Kulturen einer schnellen Dedifferenzierung unterliegen,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Suspensionskultur der bovinen Eileiterepithelzellen
(BOEC) untersucht. Aufgrund der starken Zilienmotilitdt der Epithelzellen ist es moglich, die
Zellaggregate des Eileiterepithels (Sphéroiden) iiber einen lingeren Zeitraum in einem diffe-
renzierten Zustand in Suspension zu bewahren. Da es sich hierbei um frisch isolierte Zellen
handelt, ist davon auszugehen, dass die Eigenschaften der Eileiterepithelzellen weitestgehend
erhalten geblieben sind. Dieses Kultursystem weist weitere Vorteile auf, da es kostengiinstig
und unkompliziert zu handhaben ist. Des Weiteren erfiillen die Zellen der Suspensionskultur
die Voraussetzungen fiir die Etablierung einer permanenten Zelllinie.

Diese Arbeit dient als Basis fiir folgende Studien zur embryo-maternalen Kommunikation.



Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Der Eileiter ex vivo

2.1.1 Entwicklung und Physiologie des Eileiters

Entwicklung:

Die keimleitenden Organe entwickeln sich bilateral symmetrisch aus einem beiderseits ange-
legten epithelialen Schlauch, dem Miiller Gang. Dieser wird lateral des Wolff Ganges an der
Urniere angelegt. Er beginnt in Eierstocksndhe mit einer trichterféormigen Erweiterung und
zieht nach kaudal. Dabei liberkreuzt er am kaudalen Urnierenpol den Wolf Gang. In der Medi-
anen vereinigen sich dann die Miiller Ginge beider Seiten, um spiter gemeinsam Uterus und
Vagina zu bilden (Riisse und Sinowatz, 2002). Bei den einzelnen Séugetierspezies verschmel-
zen die bilateralen Miiller Génge in unterschiedlichem Ausmal. Beim Wiederkéduer, Schwein
und Fleischfresser vereinigen sich die distalen Anteile des Miiller Ganges zu einem unpaaren
Gebiarmutterkorper, der paarige Gebarmutterhorner aufweist zu denen paarige Eileiter hinfiih-
ren (Koch und Berg, 1985). Da beim Wiederkduer etwa auf halber Lange des Corpus uteri ein
Septum bestehen bleibt, ist die Verschmelzung auch im Bereich des Uteruskorpers nicht voll-
standig. Der Uterus wird deshalb als Uterus bicornis subseptus bezeichnet (Riisse und Sino-

watz, 2002).

Physiologie:
Der Sexualzyklus des Rindes hat durchschnittlich eine Linge von 21 (17-24) Tagen (Riisse

und Sinowatz, 2002). Der Ostrus bzw. der Tag der Brunst ist der Tag 0. Die Brunst hat eine
relativ kurze Dauer von durchschnittlich 18 Stunden. Demnach findet die Ovulation am Tag 1
im Metdstrus statt, ca. 10-12 Stunden nach Beendigung der Brunst. Ca. 4 Tage nach der Ovu-
lation beginnt die Progesteronkonzentration im Blut auf messbare Werte anzusteigen. Damit

wird der Didstrus eingeleitet (Riisse und Sinowatz, 2002).

Der Eileiter ist der Ort der Befruchtung. Normalerweise findet diese am Ubergang von der
Ampulla zum Isthmus statt (Junctio isthmoampullaris). Beim Rind befinden sich 6-8 Stunden
nach dem Deckakt die ersten befruchtungsfiahigen Spermien im Ovidukt. Fiir weitere 17-18
Stunden halten sie sich im kaudalen Bereich des Isthmus auf, weshalb dieser Teil auch als

funktionelles Spermienreservoir gilt. Die Passage der Spermien durch den Isthmus wird da-
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durch verzogert, dass das Lumen in der pridovulatorischen Phase sehr eng und ein zihfliissiger
Schleim enthalten ist (Suarez et al., 1997). Beim Schwein wurde bereits nachgewiesen, dass
die Temperatur im distalen Teil des Isthmus im Vergleich zur Ampulla vermindert ist. Dies hat
eine verlangsamte Bewegung der Spermien zur Folge (Hunter und Nichol, 1986). Zudem
konnte die Spermienmotilitit durch eine lokal erhohte Kaliumionenkonzentration in der
Eileiterfliissigkeit vermindert sein (Leese und Gray, 1988).

Wihrend der Aufenthaltszeit im Isthmus unterliegen die Spermien der Kapazitation. Die Ka-
pazitation, die Hyperaktivierung der Spermien und die Akrosomenreaktion sind Vorausset-
zung fiir ihre Befruchtungsfahigkeit. Bei der Akrosomenreaktion verschmilzt die duflere Akro-
somenmembran mit der Plasmamembran. Dadurch werden proteolytische Enzyme aus dem
Akrosom freigesetzt, die den Spermien den Durchtritt durch die Zona pellucida der Eizelle
ermoglichen (Hunter, 1988). Die Spermien, die bis zur Ovulation im Isthmus verbleiben, sind
diejenigen, welche die hochste Befruchtungsfahigkeit aufweisen. Spermien des Rindes kénnen
im weiblichen Genitale bis zu 72 Stunden lebensfahig bleiben (Barth, 1989). Der Isthmus bie-
tet den weiteren Vorteil, dass die Spermien dort sehr gut vor den Immunzellen geschiitzt sind,
die direkt nach der Paarung die Uterusschleimhaut infiltrieren (Hunter, 1989).

Im Zusammenhang mit der Kapazitation wurden verschiedene interessante Beobachtungen
gemacht. Auf der einen Seite wurden Interaktionen zwischen den Zilien der Eileiterepithelzel-
len und den Flagellen der Bullenspermien beschrieben (Hunter et al., 1991). Im Gegensatz
dazu beschreiben andere Autoren, dass die Spermien mit der akrosomalen Region an die zi-
lientragenden Zellen binden, und dadurch ihre Féhigkeit zur Bewegung und zur Befruchtung
erhalten (Pollard et al., 1991; Smith, 1998). Kurz vor der Ovulation werden die Spermien hy-
peraktiviert und gelangen an den Ort der Befruchtung (Hunter und Wilmut, 1984). Dies ist
moglich, da durch die Verdnderung an der Spermienmembran die Verbindung zu den Epithel-
zellen gelockert wird (Suarez, 1998). Die gesteigerte Motilitét der Spermien fiihrt zu einer
Ablosung vom Eileiterepithel (Pollard et al., 1991) und Weiterwanderung der Spermien in
Richtung des Ubergangs von der Ampulla zum Isthmus (Smith, 1998).

Die Ovulation findet beim Rind ca. 10-12 Stunden nach Ende der Brunst statt. Dabei legt sich
der stark entfaltete Trichter des Eileiters um das Ovar, um die Eizelle aufzufangen. Eine funk-
tionelle Rolle spielt in diesem Zusammenhang ein in den Fimbrien integriertes Mikrogefa3-
netz, das auf Ovar- und Plazentahormone empfindlich reagiert. Zuerst sensibilisiert Progeste-
ron das GefiBbett fiir Ostradiol, welches wiederum eine Vasodilatation im GeféBbett verur-

sacht. Es entsteht die so genannte Fimbrien-Venen-Dehnung, die wahrscheinlich bei der Auf-
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nahme der Eizelle ins Ostium des Trichters hilfreich ist (Koch und Berg, 1985). Andere Auto-
ren beschreiben eine Kontraktion des Aufhingeapparates des Eileiters und der Fimbrien, die
dazu fiihren, dass das Infundibulum das Ovar umschlieen kann (Blandau, 1969).

Der Transport der Eizelle zum Ort der Befruchtung (Ubergang von der Ampulla zum Isthmus)
dauert beim Rind lénger als bei anderen Spezies, ndmlich ca. 8-10 Stunden (Ellington, 1991;
Hunter, 1988). Die Eizelle ist insgesamt nur 10-12 Stunden nach der Ovulation befruchtungs-
fihig (Hunter, 1988). Nach der Befruchtung verweilt der Embryo ca. 2,5 - 3 Tage am Uber-
gang von der Ampulla zum Isthmus (El-Banna und Hafez, 1970b). Frilhe Rinderembryonen
konnen sich nur im Eileiter und noch nicht im Uterus entwickeln (Newcomb und Rowson,
1975). Sie werden tiiber die Eileiterfliissigkeit erndhrt. Dabei ist es interessant, dass die Gluko-
sekonzentration gegeniiber der Serumglukosekonzentration stark vermindert ist. Glukose be-
hindert die Kapazitation der Spermien (Parrish et al., 1989) und hat zudem noch einen negati-
ven Effekt auf die Entwicklung der friihen Embryonen. Dies konnte in In-vitro-Studien nach-
gewiesen werden (Ellington et al., 1989).

Die Menge der Eileiterfliissigkeit variiert wihrend des Sexualzyklus. Wahrend sie in der lu-
tealen Phase nur ca. 0,2 ml/d betrigt, so steigt ihre Menge im Ostrus auf das zehnfache (ca. 2
ml/d) (Roberts et al., 1975). Die Oviduktfliissigkeit besteht aus einem Transsudat des Blutes
(Hunter, 1988), dem die sekretorisch aktiven Eileiterepithelzellen bestimmte Proteine zusetzen
(Malayer et al., 1988). Auch die absolute Menge der sezernierten Proteine nimmt im Ostrus zu
(Gerena und Killian, 1990). Bei diesen vom Epithel sezernierten Proteinen ist zwischen eilei-
terspezifischen und -unspezifischen Proteinen zu unterscheiden. Einige von ihnen werden
vermehrt um die Ovulationszeit sezerniert. Dabei scheint das Ostrus-assoziierte Glykoprotein
85-97 eine wichtige Rolle zu spielen. Es konnte sowohl in der Zona pellucida, im perivitelli-

nen Raum als auch an der Blastomerenmembran von Rinderembryonen nachgewiesen werden

(Boice et al., 1992; Gandolfi et al., 1991).

Um die Zeit der Ovulation herum ist die Frequenz und Amplitude der Kontraktionen im Isth-
mus besonders auf der ipsilateralen Seite erhoht. Aufgrund der Verminderung des luminalen
Durchmessers wird der vorzeitige Ubertritt des Embryos in den Uterus verhindert (Bennett et
al., 1988; Harper, 1988). Sobald sich der Isthmus relaxiert, werden die Embryonen im 8- bis
16-Zellstadium durch starken Zilienschlag in den Uterus befordert (El-Banna und Hafez,
1970b; Gaddum-Rosse und Blandau, 1976; Hunter, 1988). Dies geschieht ca. 72 Stunden post
ovulationem, wobei sich das Isthmuslumen zu dieser Zeit im Vergleich zum Ostrus verdoppelt

(El-Banna und Hafez, 1970a). Beim Rind erfolgt im Unterschied zu anderen Spezies der Zi-
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lienschlag ausschlieBlich in Richtung Uterus. Die dadurch verursachte Stromung ist im Isth-

mus wesentlich stirker als in der Ampulla (Gaddum-Rosse und Blandau, 1976).

Die Bedeutung des Eileiters fiir die friihe Entwicklung von Rinderembryonen gilt mittlerweile
als gesichert. In vitro erzeugte Embryonen unterliegen ndmlich haufig einem Entwicklungs-
block im 8- bis 16-Zellstadium (Gandolfi et al., 1989a). Dieser konnte beim Rind bereits durch
Zugabe von Eileiterfliissigkeit zum Kulturmedium (Eyestone und First, 1989; Mermillod et al.,
1992) und bei anderen Spezies durch Kokultur mit Eileiterepithelzellen (Gandolfi und Moor,
1987; Rexroad, 1989; Thibodeaux und Godke, 1992) iiberwunden werden.

2.1.2 Makroskopische Anatomie des Eileiters

Der Eileiter, auch Tuba uterina, Ovidukt oder Salpinx genannt beginnt als paariges, keimlei-
tendes Organ unmittelbar am Eierstock, mit dem er aber nicht in kontinuierlichem Zusammen-
hang steht. Kaudal miindet er am uterotubalen Ubergang in den Uterus.

Als diinner geschlangelter Schlauch, hiangt der Eileiter an einem eigenen Gekrdse, der Meso-
salpinx, welche parallel zum Eierstocksgekrose verlauft. Zwischen den Gekrosen beider Orga-
ne ist ein von kranioventral her zugénglicher Raum, die Eierstockstasche (Bursa ovarica) aus-
gebildet.

Der kraniale Teil des Eierstocks wird vom Eileiter mit seinem fransigen Trichter, dem Infun-
dibulum tabae uterinae, umfasst. Die Fransen des Infundibulums (Fimbriae tubae) sind zum
Teil mit dem Ovar verwachsen (Fimbriae ovaricae) und hingen sonst frei in die Peritonealhdh-
le hinein (Fimbriae liberae). Auflen ist der Trichter mit Bauchfell iberzogen, in seiner Mitte
befindet sich die Bauchhohlen6ffnung des Eileiters, das Ostium abdominale tubae uterinae.
Durch diese Offnung steht das Cavum peritonei iiber die Geschlechtswege mit der AuBenwelt
in Verbindung. Nach dem Ostium folgt nach kaudal ein relativ weiter Abschnitt des Eileiters,
die Ampulla tubae uterinae, wo gewohnlich die Befruchtung stattfindet. Der Eileiter verengt
sich schlieBlich im Isthmus tubae uterinae. Er zieht sich weiterhin schlingelnd am Eierstock
im Bogen vorbei, um mit der Pars uterina tubae (auch uterotubaler Ubergang, UTJ) in das Ge-
barmutterhorn tiberzugehen (Koch und Berg, 1985). Die Gesamtlidnge des gestreckten adulten
Eileiters betrdgt beim Rind ca. 25 cm (Koch und Berg, 1985).

In der Mesosalpinx verlaufen die Arteria und Vena ovarica. Sie geben einen Ramus tubarius

an den Eileiter ab, bzw. nehmen ihn auf (Wilkens und Miinster, 1984). Uber der einen Plexus
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bildenden Ovararterie liegt das Geflecht der Ovarvene, wodurch follikuldre Hormone direkt in
das arterielle Blut, das den Eileiter versorgt, libergehen konnen. Die Konzentration dieser
Hormone ist dadurch lokal im Eileiterblut fiinf bis zehnfach hdher als im systemischen Blut.
Dieser Stofftransport wird als ,,counter-current-transfer* bezeichnet (Hunter und Nichol, 1983;

Riisse und Sinowatz, 2002).

2.1.3 Mikroskopische Anatomie des Eileiters

Mikroskopisch sind im Eileiter von innen nach auflen folgende Schichten zu differenzieren,

deren Ausprigung in den verschiedenen Abschnitten des Eileiters variiert:

a) Tunica mucosa
» Lamina epithelialis mucosae
* Lamina propria mucosae

b) Tunica muscularis

c) Tela subserosa der Tunica serosa

a) Tunica mucosa:

Von der Tunica mucosa werden Falten zur Oberflachenvergroflerung gebildet, die abhiingig
vom Segment des Eileiters unterschiedlich weit ins Lumen des Hohlorgans hineinreichen. Die
Lamina propria bildet die bindegewebige Grundlage der Falten und an deren Basis eine diinne
zirkuldre Schicht. In ihr verlaufen die reichhaltigen Gefédl3e bis in die Faltenspitzen (Hees,
1992). Sie ist sehr deutlich im Infundibulum und sehr gering am uterotubalen Ubergang aus-
gebildet (Lombard, 1950). Die Bindegewebszellen der Lamina propria lassen sich mit dem
Antikorper gegen Vimentin gut darstellen. Vimentin ist ein Intermedidrfilament, das in Zellen
mesenchymalen Ursprungs vorkommt. Demnach markiert es in den Geweben unter anderem
Fibroblasten, Endothelzellen und Muskelzellen (Osborn et al., 1984).

In allen Abschnitten finden sich Primérfalten (Plicae tubariae). Ihre Lénge und sekundére Fil-
telung nimmt in Richtung Infundibulum zu (Hees, 1992), wihrend ihre Breite in Richtung
Isthmus zunehmend ist (Schmidt-Barth, 1981). In der Ampulla werden bis zu 20 Primér- mit
bis zu 8 Sekundarfalten beschrieben, wihrend im Isthmus nur 4-6 Primérfalten vorkommen.
Das Infundibulum hat die komplizierteste Faltenarchitektur. Hier kommen zusétzlich Tertiér-
falten vor. Am freien Rand des Trichters sind die Falten am groBten und haben basal eine star-
ke Tendenz zur Verzweigung (Lombard, 1950). Yaniz (2000) macht sehr genaue Ausfiihrun-

gen iiber die komplizierte, dreidimensionale Struktur der Falten. Nach seinen Angaben kom-
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men in der Ampulla ca. 6-10 Falten mit einer Ldnge von 900-1300 pm vor. Zwischen zwei
dieser langen Falten liegen eine bis drei kurze Falten mit einer Lange von 300-500 um. Die
Anzahl der Falten nimmt nach kaudal ab, so dass im Isthmus nur noch eine Anzahl von 4-6
flachen, dicken Falten beschrieben wird. Weiterhin entdeckt Yaniz (2000) eine Hohlen- und
Taschenbildung mit unterschiedlich gerichteten Offnungen. Im Infundibulum und der Ampulla
zeigen sie ovarwérts, wihrend sie im Isthmus und der Pars uteri in Richtung Uterus weisen.
Diese Taschen werden durch sekundére Falten in basalen Bereichen der Primérfalten gebildet,
die untereinander verbunden sind.

Die so entstechenden Hohlen sind im Isthmus flacher als in der Ampulla. An ihrem Grund be-
finden sich zusitzlich Krypten, die als morphologische Barriere fiir die Spermien gedeutet
werden. Die Taschen bildenden Falten sind in Richtung der uterotubalen Verbindung (UTJ)

eher schrig und in Richtung der Ampulla vermehrt transversal gerichtet (Yaniz et al., 2000).

Isthmus Ampulla Infundibulum

Abb. 1: Dreidimensionale Faltenarchitektur des Eileiters, {ibernommen von Yaniz et al. (2000).

Das Epithel des Eileiters ist ein einschichtig hochprismatisches Epithel. Es besteht zum grof3-
ten Teil aus zwei verschiedenen Zelltypen. Die zilientragenden Zellen (Flimmerzellen) besit-
zen lange, ins Lumen ragende, bewegliche Zilien (Kinozilien) an der apikalen Zellmembran.
Die zilientragenden Epithelzellen lassen sich selektiv mit Hilfe des Antikorpers gegen Chro-
mograninA darstellen. Die sekretorischen Zellen (Driisenzellen) weisen zyklusabhingig ver-
schiedenartige Sekretgranula auf und wolben sich zu bestimmten Zeiten in unterschiedlicher
Art und GroBe ins Lumen vor (Bjorkman und Fredricsson, 1961; Hees, 1992).
Lombard (1950) macht Héhenangaben fiir die Epithelzellen von durchschnittlich ca. 18 pm im
7
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Isthmus, ca. 37,1 um in der Ampulla und ca. 24 pm im Infundibulum. Auf der Zelloberfldche
beider Epithelzellentypen wurde bereits 1959 von Bjorkman ein dichter Mikrovillibesatz be-
schrieben. Man findet die Mikrovilli bei den zilientragenden Zellen eher peripher, wihrend
ihre Zilien zentral auf der apikalen Zellmembran angeordnet sind (Bjorkman, 1959). An den
lateralen Zellmembranen sind Desmosomen ausgebildet. Dadurch wird eine mechanische Ver-
bindung zur Nachbarzelle geschaffen. An diesen punktformigen Verbindungselementen sind
die Intermediérfilamente verankert. Sie erhalten die Struktur der Zelle und geben ihr Stabilitit.
Hemidesmosomen befestigen die Zellen an der Basalmembran (Lodish et al., 1993). Die Ba-
salmembran des Epithels kann unter anderem mit Hilfe des Antikorpers gegen Laminin darge-
stellt werden. Laminin ist das hdufigste Glykoprotein der Basalmembran (Martin und Timpl,
1987). Es spielt eine Schliisselrolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der komplexen
dreidimensionalen Matrix der Basalmembran (Beck et al., 1990; Martin und Timpl, 1987).

Neben den beiden bereits dargestellten Zellarten werden Stiftchenzellen und Basalzellen be-
schrieben. Die Stiftchenzellen auch ,,peg cells* oder ,,intercalary cells* sind schmal, haben
einen stiftchenformigen Kern und verbreitern sich trichterformig ein wenig zum Lumen hin.
Stiftchenzellen sind nicht zilientragend (Mc Daniel et al., 1968). Wéhrend sie von Schaffer
(1908) noch als eigenstindige Zellform interpretiert wurden, werden sie heute als kollabierte
bzw. degenerierende Epithelzellen angesehen, die zur AbstoBung aus dem Epithel bereit sind
(Hees, 1992). Bereits 1909 vermutete Hormann, dass es sich hierbei um inaktive Driisenzellen
nach der Sekretabgabe handelt. Spiter wurden die Stiftchenzellen als Ubergangsformen zwi-
schen sekretorischen und zilientragenden Zellen gedeutet (Verhage et al., 1973a).

Die so genannten ,,Basalzellen* sind kleine, runde Zellen, die meist auf der Basallamina zu
liegen kommen. Bei ihnen handelt es sich um intraepitheliale Leukozyten, zumeist um Lym-
phozyten (Abughrien et al., 2000) (siehe auch 2.1.6).

Zellen epithelialen Ursprungs konnen mit Hilfe eines Antikorpers gegen Zytokeratin (ZK)
nachgewiesen werden. Zytokeratine sind ca. 10 nm dicke Intermedidrfilamente des Zytoplas-
mas, die in charakteristischer Weise angeordnet sind und meist im Bereich von mechanischen
Zellkontakten, z.B. Desmosomen enden. Zytokeratinfilamente haben eine stabilisierende
Funktion. Sie unterliegen wie alle Intermedidrfilamente einer Dynamik und werden bei Diffe-
renzierungsvorgiangen oder Mitosen von Zellen auf-, ab-, oder umgebaut (Sun et al., 1983).
Die unterschiedlichen Zytokeratine werden in zwei groBe Gruppen zusammengefasst. Die Zy-
tokeratine 9-20 gehdren dem Typ I an und sind kleine, basische Proteine. Bei den Zytokerati-

nen 1-8, die dem Typ II angehdren, handelt es sich hingegen um grof3e, saure Proteine
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(Sundstrom und Stigbrand, 1994). Perez-Martinez et al. (2001) haben die Expression der Zy-
tokeratinfilamente 1-14 sowie eines Panzytokeratins am bovinen Eileiter wéhrend des Zyklus
untersucht. Der Panzytokeratin Antikorper reagiert spezifisch mit mehreren verschiedenen
Zytokeratintypen. Es wurde ermittelt, dass die Zytokeratine 5, 6, 7, 8, 18, 14 relativ stark und
gleichmiBig von den Epithelzellen exprimiert werden, obwohl ZK 5 und ZK 14 eigentlich
Marker fiir Basalzellen sind. Die Antikorper gegen die Zytokeratine 1, 10 und 13 zeigen hin-
gegen keinerlei positive Bindungsreaktion mit dem Epithel des Rindereileiters.

Das Vorkommen und der Anteil zilientragender Zellen im Eileiterepithel wird von den Auto-
ren sehr unterschiedlich dargestellt und scheint stark speziesabhiangig zu sein.

Beim Menschen ist die Ausbildung von Zilien in der Ampulla maximal (Palter et al., 2001). Es
kommen ca. 50 % zilientragende Zellen vor. Ihr Anteil nimmt in Richtung Isthmus ab (Lyons
et al., 2002). Ahnlich scheint es sich beim Hund zu verhalten, wo die zilientragenden Zellen
hauptsédchlich in der Ampulla vorkommen und sogar nur vereinzelt im Isthmus ausgebildet
sein sollen (Nilsson, 1969).

Beim Rind dagegen beschreibt Lombard (1950), dass Kinozilien in allen Abschnitten vor-
kommen und es keine Unterschiede im Hinblick auf die Verteilung oder Aktivitit der Zilien
gibt.

Die Zilienanzahl und ihre Funktionalitdt im Infundibulum korrelieren mit dem erfolgreichen
Eitransport. Man findet die Zilien vermehrt in apikalen und lateralen Bereichen der Falten

(Yaniz et al., 2000).

b) Tunica muscularis:

Die Tunica muscularis beinhaltet die tubeneigene Muskulatur aus glatten Muskelzellen, die
zwei gegenldufige, sich durchflechtende Spiralsysteme bilden. Innen und auf3en ist der Faser-
verlauf lingsorientiert. Im Zentrum der Tunica muscularis liegt eine zirkuldre Schicht vor, was
dadurch deutlich wird, dass die Kerne nur einen geringen Steigungswinkel aufweisen. Die
Stirke der Tunica muscularis, insbesondere ihre innere Lingsmuskellage nimmt von der Pars
uteri, wo sie stark ausgebildet ist in Richtung Ampulla ab. SchlieBlich ist sie nur noch mit ein-
zelnen Fasern an der Basis der Falten vertreten (Hees, 1992). Es ziehen keine Muskelfasern in
die Schleimhautfalten (Lombard, 1950).

Die Muskulatur ist stark von faserigem Bindegewebe durchzogen, welches viele, auch groBBere
BlutgefiBe fiihrt (Hees, 1992) und zudem elastische sowie retikuldre Fasern enthélt (Lombard,
1950).

Die Muskelzellen und die Bindegewebszellen des Eileiters lassen sich mit Hilfe des Antikor-

9
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pers gegen das ,,a-smooth muscle actin“ (a-SMA) genau voneinander abgrenzen. In den ver-
schiedenen Zellen gibt es verschiedene Aktine. So befinden sich im Zytoskelett jeder Zelle -
und y-Aktine. In der Skelettmuskelzelle kommt das ,,a-sarcomeric actin®, im Herzmuskel das
»o-myocardial actin“ und im glatten Muskel das ,,a“-und das ,,y-smooth muscle actin‘ vor.
Der von Skalli et al. (1986) isolierte Antikorper erkennt nur das N-terminale Ende des a-
Aktins von glatten Muskelzellen. Dadurch ist eine einfache Differenzierung der glatten Mus-

kelzellen von Fibroblasten mdglich.

¢) Tunica serosa mit Tela subserosa:

Die Tunica serosa tiberzieht von auflen den Eileiter. Sie geht an der Umschlagstelle des Trich-
ters in das Eileiterepithel {iber (Hees, 1992). Unterlagert ist ihr einschichtiges Plattenepithel
(Mesothel) von der bindegewebigen Tela subserosa, die vor allem groflere Gefale fiihrt. Des
Weiteren enthélt die Tela subserosa eine subperitoneale Muskulatur, durch welche Lageverén-
derungen des Eileiters ermoglicht werden. Dies ist z.B. bei der Ovulation von Bedeutung. Die
Tela subserosa ist am geringsten im Infundibulum ausgebildet und am starksten an der utero-

tubalen Verbindung (Hees, 1992).

9Ly

‘— Fimbrien

Abb. 2: Veranderung der verschiedenen Eileitersegmente im Querschnitt, ibernommen von El-Banna und Hafez
(1970a)

10
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2.1.4 Innervation und hormonelle Kontrolle des Eileiters

Eine Schliisselrolle fiir die Eileiterfunktion spielen die Ostrogene und Progesteron.

Ostrogene haben einen proliferativen Effekt auf die Epithelzellen und fordern die Differenzie-
rung des Epithels und die Produktion von sekretorischen Proteinen (Abe und Oikawa, 1993b;
Sawyer et al., 1984). AuBlerdem stimulieren sie im Epithel Hypertrophie, Ziliogenese und
sekretorische Aktivitdt (Donnez et al., 1985; Verhage et al., 1979). Einen hypertrophen Effekt
sollen Ostrogene auch auf die Ausbildung der Zellorganellen haben (Nayak et al., 1976).
Progesteron wurde als Antagonist der Ostrogene angesehen. Es hat zumindest im uterinen Epi-
thel einen hemmenden Effekt auf die Proliferation (Kurita et al., 1998). Progesteron soll im
Eileiter den Zilienschlag reduzieren (Mahmood et al., 1998). Des Weiteren sollen hohe Kon-
zentrationen von Progesteron im Blut einen Verlust der Zilien und eine Atrophie des Eileitere-
pithels verursachen (Donnez et al., 1985; Verhage et al., 1979).

Vermittelt werden die Wirkungen der Ostrogene und des Progesterons iiber ihre Rezeptoren,
die sich im Kern der Zellen befinden. Der Ostrogenrezeptor (ER) wurde von Toft und Gorski
bereits 1966 mittels Autoradiographie im Zytosol nachgewiesen. Der hier untersuchte Ostro-
genrezeptor o (ERa) wurde von Gee et al. (1990) erstmals im uterinen Oberflachen- und
Driisenepithel sowie dem Stroma und Endometrium der Ratte mittels mononukledrer
Antikorper lokalisiert.

Vor einigen Jahren wurde ein zweiter Typ des Ostrogenrezeptors bei der Ratte nachgewiesen,
der ERP (Kuiper et al., 1996). Dieser hat ein anderes Verteilungsmuster in den Organen als der
ERa und vermittelt zum Teil auch gegensitzliche Wirkungen. Als Beispiel ist in diesem Zu-
sammenhang die proliferationshemmende Wirkung, die iiber ERf l4uft, zu nennen. In der Ex-
pression des ER bestehen grofle Speziesunterschiede.

Die Existenz eines ERy wurde bisher nur beim Knochenfisch nachgewiesen (Hawkins et al.,
2000).

Frither wurde angenommen, dass der ERP nur im Ovar und der Milchdriise vorkommt. Ulbrich
et al. (2003) gelang es jedoch mRNA fiir den ER3 mittels PCR im Eileiter des Rindes nachzu-
weisen. Der ERf scheint dabei im Isthmus stirker exprimiert zu werden als in der Ampulla.
Die Expression des ERa ist jedoch 10-mal stédrker als die des ERB. Es wird deshalb davon aus-
gegangen, dass die rezeptorvermittelten Aktionen der Ostrogene im Eileiter hauptsichlich iiber
den ERa vermittelt werden. Die Tatsache, dass beide Subtypen unterschiedliche Lokalisatio-
nen aufweisen, spricht allerdings dafiir, dass sie unterschiedliche physiologische Funktionen

ausiiben konnten.

11
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Die Expression des ERa nimmt in der follikuléren Phase, also unter OstrogeneinfluB zu. Die
Sensitivitét fiir das Hormon steigt dadurch weiter an. Der ERP hingegen wird verstérkt in der
spéten lutealen Phase exprimiert, wenn Progesteron im Blut dominiert. Beides wurde durch In-
vitro-Untersuchungen abgesichert. Mdglicherweise sind aber fiir die Rezeptorregulation nicht
nur die Bluthormonspiegel, sondern vor allem die Hormonkonzentrationen der oviduktalen
Fliissigkeit von Bedeutung. Beide Subtypen des Ostrogenrezeptors kommen auBerdem im Zy-
toplasma der Muskel- und Stromazellen vor, was im Zusammenhang mit der Regulation ovi-
duktaler Motilitdt stehen konnte (Ulbrich et al., 2003).

Fiir das Endometrium wurde von weiteren Autoren bereits angenommen, dass die Reaktions-
fahigkeit der Epithelzellen auf Steroide {iber bestimmte Botenstoffe der Stroma- und Muskel-
zellen beeinflusst wird (Kimmins und MacLaren, 2001). Untersuchungen am kaninen Eileiter
fiihrten zu dhnlichen Schlussfolgerungen. Vermeirsch et al. (2002) beobachteten, dass die Im-
munsensitivitdt der Stromazellen auf ERa und PR wesentlich stérker ist als in den Epithelzel-
len. Sie vermuteten, dass es fiir die Rezeptorexpression im Eileiterepithel eine dhnliche Regu-
lation geben konnte wie in der Prostata (Brenner et al., 1990), im Uterus (Cooke et al., 1997),
in der Vagina (Buchanan et al., 1998) und in der Milchdriise (Cunha et al., 1997) bei verschie-
denen Spezies. Dort wird die mitogene Aktivitdt der Epithelzellen iiber das Stroma vermittelt.
Bei dieser parakrinen Regulation konnten Wachstumsfaktoren, die von den Stromazellen ab-
gegeben werden eine entscheidende Rolle spielen. So wéren die epithelialen Hormonrezepto-
ren nicht zwingend fiir die 6strogeninduzierte Epithelproliferation verantwortlich (Vermeirsch
et al., 2002).

Uterusepithel von neonatalen Méusen, welches den ERa nicht exprimiert, reagiert auf eine
Ostrogengabe mit erhdhter Proliferation. Da der ERa aber in der Lamina propria nachweisbar
ist, gehen Cunha et al. (1982) davon aus, dass die Ostrogenantwort {iber das Stroma vermittelt

wird.

Signifikanten Verdnderungen der Expression des ERa in den verschiedenen Zyklusphasen
wurden beim Hund nicht verzeichnet. Der ERP konnte in dieser Studie lediglich im Ovar,
nicht aber im Eileiter oder im Uterus nachgewiesen werden (Vermeirsch et al., 2002).

Auch bei der Ratte wird eine Expression beider Subtypen des ER im Ovidukt beschrieben
(Saunders et al., 1997). Mittels Immunhistochemie (IHC) und In-situ-Hybridisierung wurde
eine maximale Konzentration des ERa im Prodstrus in Muskulatur-, Stroma- und Epithelzell-
kernen nachgewiesen. Es konnte nur wenig mRNA vom ERf in Epithelzellen und Muskelzel-

len mittels In-situ-Hybridisierung sichtbar gemacht werden. Es war ebenfalls eine leichte im-
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munhistochemische Farbreaktion in den Muskelzellkernen (MZK) vorhanden (Wang et al.,
2000). In anderen Untersuchungen wurde bei der Ratte mittels IHC der ERa (Saunders et al.,
1997) und mittels In-situ-Hybridisierung (Mowa und Iwanaga, 2000) die mRNA des ERa in
den Zellkernen von Epithel- und glatten Muskelzellen nachgewiesen. Der ERP liel3 sich nicht
nachweisen.

Bei ERa Knock-out-Méusen atrophiert der Uterus und das Ovidukt. Eine spétere Applikation
von Ostrogen hat dann keinen Effekt mehr auf das Organgewicht. Beim Wildtyp hingegen
werden Hyperiimie und erhdhtes Gewicht nach Ostrogenapplikation erreicht. Fehlt Miusen der
ERp, ist ihre Fertilitdt zwar vermindert, aber eine normale Trachtigkeit ist moglich (Krege et

al., 1998).

Der Progesteronrezeptor (PR) wird beim Rind am stérksten in der durch Ostrogen dominierten
Zyklusphase exprimiert. Es handelt sich um einen im Kern lokalisierten Steroidrezeptor mit
typischer Doménenstruktur (Geene et al., 1986), modifiziert nach (Dechering et al., 2000).
Auch beim PR gibt es zwei verschiedene Subtypen, ndmlich PR-A und PR-B (Schrader et al.,
1981). Dadurch erklart sich zum Teil bereits die gewebsspezifische Wirkung des Progesterons.
Die Expression des PR wird hormonell reguliert. Wihrend Ostrogen die Progesteronrezeptor-
konzentration z.B. im Uterus steigert (Graham und Clarke, 1997), vermindert Progesteron die
Induktion seines eigenen Rezeptors.

Das PR-A-Protein wird am stérksten in der Ampulla in der friihen lutealen Phase exprimiert.
Der PR-B unterliegt hingegen keinen zyklischen Schwankungen wird aber im Isthmus starker
exprimiert als in der Ampulla (Ulbrich et al., 2003). In Knock-out-Studien mit Méausen wurde
festgestellt, dass ein Fehlen des PR-B die Progesteronantwort in Ovar und Uterus nicht beein-
flusst, wihrend ein Verlust von PR-A die Fertilitdt vermindert (Conneely et al., 2002). Weiter-
hin soll der PR-A ein Repressor und der PR-B ein Aktivator von progesteronsensiblen Genen
sein. Demnach wiirden die progesteronvermittelten Aktionen in der lutealen Phase {iber PR-B
verursacht werden. Die Expression des ER[3 konnte deshalb in der lutealen Phase verstirkt
sein, da der Repressor wegfillt und so die Progesteronantwort stattfinden kann (Ulbrich et al.,
2003).

Im bovinen Endometrium werden die hochsten PR-Konzentrationen an Tag 1-8 nachgewiesen
(Meyer et al., 1988).

Beim Hund wurde in der Ampulla mittels IHC eine Abnahme der Reaktionsintensitit und der
Anzahl PR immnpositiver Zellen vom Prodstrus bis zum Metostrus festgestellt. In den Epi-

thelzellen sinkt die Reaktivitit im Verlauf des Diostrus weiter, wahrend in Stroma- und Mus-
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kelzellkernen die Farbung und die Anzahl positiv reagierender Zellen wieder leicht ansteigt.
Auch hier wird tibereinstimmend mit anderen Untersuchungen beschrieben, dass die Farbung
in den Kernen des Epithels schwicher ist als in den Stroma- und Muskelzellkernen
(Vermeirsch et al., 2002).

Das Gen des PR ist eines der am besten untersuchten, von Ostrogen regulierten Gene. Der
Progesteronrezeptor wird durch Ostrogen induziert und ist damit ein Marker fiir die Hormon-

wirkung (Graham und Clarke, 1997).

Es konnte am Epithel der Miusevagina in einer Knock-out Studie nachgewiesen werden, dass
der PR nach Ostrogenstimulation nur hochreguliert wird, sofern ein ERa vorhanden ist. Am
Uterusepithel scheint jedoch eine Expressionsverminderung nach Ostrogenapplikation zu er-
folgen (Kurita et al., 2000).

Bisher konnte bei der Ratte (Pelletier et al., 2000) und beim Hund (Vermeirsch et al., 2002)
auch der Androgenrezeptor im Ovidukt nachgewiesen werden. Die Expression in den Zellker-
nen scheint keinen wesentlichen Schwankungen zu unterliegen. Die zytoplasmatische Farbung
der sekretorischen Zellen in den Fimbrien und der Ampulla ist jedoch im Ostrus und Prodstrus
am intensivsten. Zu diesem Zeitpunkt ist auch die Testosteronkonzentration im Blut am hochs-

ten.

Der Eileiter ist im Infundibulum und der Ampulla wenig und im Isthmus mit seiner dicken
Schicht glatter Muskelzellen stark adrenerg innerviert (El-Banna und Hafez, 1970a). Wihrend
jedoch bei anderen Tierarten die a-adrenergen Rezeptoren liberwiegen und durch sie eine peri-
ovulatorische Kontraktion im Isthmus ausgeldst wird, hat das Rind hauptsichlich B;-adrenerge
Rezeptoren. Diese fithren bei Stimulierung zu einer Relaxation im Isthmus. Es wird vermutet,
dass das Noradrenalin erst postovulatorisch ausgeschiittet wird, damit dann der Embryo in den
Uterus wandern kann (Isla et al., 1989). Weiter wurde festgestellt, dass sich das Lumen des
Isthmus 72-168 Stunden nach der Ovulation weitet (El-Banna und Hafez, 1970a). Spéter wur-
de ermittelt, dass im bovinen Ovidukt die adrenerge Stimulierung vor allem iiber den [3,-
Adrenozeptor vermittelt wird. ,-Adrenozeptoren kommen hauptsichlich in den Epithelzellen
der Ampulla vor, und ihre Expression unterliegt einer zyklischen Kontrolle. Die hochsten
Transkriptions- und Expressionsraten werden dabei in der lutealen Phase beschrieben. Sogar in
Kultur zeigen die Epithelzellen bei einem Zusatz von Progesteron eine hohere Expressionsrate
des B,-Adrenozeptors. Diese Hochregulation weist auf eine Verbindung zwischen dem adre-

nergen System und den Steroidhormonen der Gonaden hin (Einspanier et al., 1999). Die Kon-
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zentrationen der Katecholamine variieren in der oviduktalen Fliissigkeit beim Schwein und
beim Menschen wéhrend des Zyklus. Dabei wird im Isthmusbereich stets eine groflere Kon-
zentration als in den librigen Abschnitten des Eileiters gemessen (Chaud et al., 1983; Helm et
al., 1982). Dies lésst sich mit der stdrkeren Innervation des Isthmussegments erklédren (Wrobel
und Kujat, 1993). Der Sekretionsaktivitat der Eileiterepithelzellen konnte somit neben der ste-
roidalen Beeinflussung durch Katecholamine fein reguliert werden (Einspanier et al., 1999).
In einer neuen Untersuchung wurden allerdings andere Ergebnisse erzielt. Kotwica et al.
(2003) fanden beim Rind vom Infundibulum in Richtung Isthmus sowohl eine zunehmende
Dichte der adrenergen Nervenfasern als auch eine zunehmende Konzentration von Noradrena-
lin in der Wand des Ovidukts. Das Ovidukt enthédlt demnach relativ wenig Adrenalin, welches
hauptsédchlich aus der Zirkulation stammen diirfte. Die Konzentration von Noradrenalin und
Dopamin soll jedoch relativ hoch sein. Die Quelle dafiir scheinen die Nervenfasern zu sein.
Die hochste Konzentration des Noradrenalins finden Kotwica et al. (2003) im periovulatori-
schen Zeitraum. Sie unterliegt jedoch im Infundibulum keinen zyklischen Schwankungen.
Auch von Kotwica et al. (2003) wird eine relaxierende Wirkung des Noradrenalins postuliert.
Die hochsten Konzentrationen von Adrenalin werden in der frithen bis mittleren und von Do-
pamin in der gesamten lutealen Phase beschrieben. Diese zyklischen Konzentrationsveridnde-
rungen deuten auf einen Einfluf der Steroidhormone hin. Signifikante Unterschiede in Bezug

auf den ipsi- und contralateralen Eileiter konnten nicht festgestellt werden.

Auch der Oxytocinrezeptor wurde im Rindereileiter bereits identifiziert. Er wird vom Tag 16
des vorherigen bis zum Tag 5 des folgenden Hormonzyklus verstirkt exprimiert und konnte
deshalb vom Ostrogen abhingig reguliert sein. Oxytocin erhdht in einer In-vitro-Studie die
Kontraktilitdt des Eileiters am stirksten in der follikuldren Phase. Dies konnte an einer zu die-
sem Zeitpunkt erhdhten Rezeptordichte liegen (Bennett et al., 1988; Kotwica et al., 2003). Im
Allgemeinen scheint das Oxytocin beim Rind jedoch nicht so eine bedeutende Rolle zu spielen
wie z.B. beim Mensch (Wildt et al., 1998) oder beim Schwein (Zerobin und Sporri, 1972). Die
lokale Konzentration von Oxytocin im Rindereileiter ist sehr niedrig und dndert sich wahrend
des Zyklus nicht (Wijayagunawardane et al., 1998). Unabhéngig davon wurde ebenfalls von
Kotwica et al. (2003) beobachtet, dass Azetylcholin Kontraktionen im Ovidukt in der folliku-
laren und der frithen lutealen Phase stimuliert.

Weiter konnten Rezeptoren fiir das luteinisierende Hormon (LH) in den Epithelzellen des Rin-
dereileiters nachgewiesen werden. Die zyklusabhéngige Sekretion bestimmter oviduktaler Pro-

teine diirfte also auch durch LH beeinflusst sein (Sun et al., 1997). LH erhoht in vitro die Se-
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kretion von Endothelin-1 (ET-1), Prostaglandin E, (PGE;) und Prostaglandin F,, (PGF,,) so-
wie die Kontraktionsamplitude bei Eileitern, die aus der follikuldren oder postovulatorischen
Phase stammen. Dabei ist anzunehmen, dass die verstiarkten Kontraktion iiber ET-1, PGE, und
PGF,,, ausgelost werden (Wijayagunawardane et al., 2001). Auch in vivo wurden im bovinen
Eileiter die hochsten Konzentrationen von Prostaglandinen (PG) und ET-1 in der periovulato-
rischen Phase festgestellt (Wijayagunawardane et al., 1998). Eine zusétzliche Gabe von Oxy-
tocin hat in der in vitro Studie die LH induzierten Sekretionen bzw. Kontraktionen verhindert
(Wijayagunawardane et al., 2001).

Bei den meisten Spezies verursacht PGF,,, eine Kontraktion und PGE, eine Relaxation der
Muskulatur im Eileiter (Harper, 1988). Beim Rind besteht jedoch nur eine sehr geringe Sensi-
tivitdt fiir PGF,,, und es 16st deshalb keine Kontraktionen im Eileiter aus (Singh et al., 1979).
PGE; scheint eine Motilitdt zu vermindern (Ramwell et al., 1969). Allerdings ist zu erwéahnen,
dass andere Autoren dem PGE; in vitro einen stimulierenden Effekt auf die oviduktale Beweg-
lichkeit zuschreiben (Wijayagunawardane et al., 2001).

Des Weiteren wurde ein Kinin beschrieben, das der follikuldren Fliissigkeit entstammt. Es soll
ipsilateral die Kontraktilitdt des Eileiters steigern (Ramwell et al., 1969).

Beim Rind wird im Unterschied zu anderen Spezies zudem eine peptiderge Kontrolle der Ei-
leitermotilitét postuliert:

Das vasoaktive Peptid (VIP) soll eine Rolle bei der Relaxation der glatten Muskulatur des
Isthmus spielen. In diesem Eileiterabschnitt kommen beim Rind die VIP enthaltenen Nerven-
fasern in extremer Dichte vor. Das Neuropeptid Y hemmt die Freisetzung von Noradrenalin
und damit die Relaxation in der Muskulatur des Isthmus, bis der Embryo in den Uterus iiber-
treten kann (Kannisto et al., 1986).

Eine Substanz P, die Kontraktionen der Eileitermuskulatur ausldst und bei vielen anderen Spe-

zies vorkommt, konnte beim Rind nicht identifiziert werden (Harper, 1988).

2.1.5 Ultrastruktureller Aufbau des Eileiterepithels

Die hochprismatischen Eileiterepithelzellen sind apikal iiber ,,junctional complexes* miteinan-
der verbunden. Wihrend benachbarte zilientragende Zellen gestreckt verlaufende Zellgrenzen
aufweisen, konnen diese bei den sekretorischen Zellen stirker gewellt sein.

Die sekretorischen Zellen haben zyklusabhidngig im Vergleich zu den zilientragenden Zellen
ein deutlich elektronendichtes Zytoplasma, da es viele Polyribosomen enthélt. Dieses ist ein

Hinweis auf eine hohe Proteinbiosyntheserate in bestimmten Zyklusphasen (Bjorkman und
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Fredricsson, 1961). Im Zytoplasma der nicht zilientragenden Zellen kommen supranukleér
sekretorische Granula vor. Diese haben ein sehr variables Aussehen. In den verschiedenen
Zyklusphasen unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer GroB3e, Form und Elektronendichte.
Teilweise sind sie lamelldr strukturiert (Abe et al., 1993b). Bei den sekretorischen Zellen gibt
es zusatzlich das Phdnomen der Protrusionsbildung. Dabei wolbt sich das apikale Zytoplasma,
ebenfalls zyklusabhingig, mehr oder weniger weit ins Eileiterlumen vor. Diese Protrusionen
konnen sowohl sekretorische Granula und Zellorganellen als auch Kerne enthalten. Sie sind oft

nur iiber sehr schmale Zytoplasmabriicken mit dem Epithel verbunden (Eriksen et al., 1994).

Die Kerne der zilientragenden Zellen sind relativ grofl und rund. Sie weisen verschieden struk-
turierte Nukleoli auf. Nach Bjorkman und Fredricsson (1961) liegen die Kerne eher apikal und
nach Eriksen (1994) zentral im Zytoplasma. Dagegen befinden sich die Kerne der sekretori-
schen Zellen im basalen Drittel der Zelle, sofern sie nicht in bestimmten Zyklusstadien in die
Protrusionen verlagert werden (Bjorkman und Fredricsson, 1961). Diese Kerne weisen oft
starke Einkerbungen in der Kernmembran auf (Eriksen et al., 1994), die gelegentlich Verbin-
dung zu den Zisternen des granulierten endoplasmatischen Retikulum (rER) haben (Bjérkman
und Fredricsson, 1961).

Im Isthmus befindet sich bei beiden Zellarten in Kernnéhe eine groere Menge an Lipiden
(Wordinger et al., 1977).

In den zilientragenden Zellen sind die Mitochondrien sehr zahlreich. Sie liegen supranukledr
gehduft und sind parallel zur Langsachse der jeweiligen Zelle angeordnet. Die sekretorischen
Zellen haben relativ wenige Mitochondrien. Die sind aber grof3 und treten hauptséchlich im
apikalen Zytoplasma auf (Eriksen et al., 1994). Die sekretorischen Zellen weisen ein stark aus-
gepragtes granuliertes endoplasmatisches Retikulum (rER) auf. Es liegt meist basal, ist dicht
gepackt und ribosomenreich. Das apikal oder supranukledr vorkommende rER besteht meist
aus kurzen Zisternen oder ist vesikuldr angeordnet. Dilatationen des rER kommen besonders in
der follikuliren Phase des Zyklus haufig vor. Es enthilt dann vermehrt osmiophobes,
amorphes Material und es sind viele Transportvesikel vorhanden (Bjorkman und Fredricsson,
1961; Eriksen et al., 1994).

Der Golgi-Apparat ist bei den sekretorischen Zellen gut ausgebildet und liegt meist im supra-
nukledren, seltener im apikalen Zytoplasmabereich. Die Dictyosomen enthalten bis zu fiinf
glattwandige, oft auch dilatierte Zisternen.

Zu den Oberflachenstrukturen gehdren Mikrovilli und Zilien. Mikrovilli kommen bei beiden

Zellarten vor. Wihrend sie bei den zilientragenden Zellen eher peripher ausgebildet sind und
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keine Verdnderungen im Zyklus zeigen, verdndern sie ihre Gestalt und Anzahl bei den sekreto-
rischen Zellen deutlich (Bjorkman, 1959). Bage et al. (2002) sind der Meinung, dass die
Mikrovilli zur Oberflichenvergroferung und dadurch zur vermehrten Resorption von oviduk-
taler Fliissigkeit dienen. Bei Kiihen nach wiederholter Tréchtigkeit sollen die Mikrovilli im
Vergleich zu Firsen vermindert sein. Deshalb bleibt bei diesen Kiithen mehr oviduktale Fliis-
sigkeit im Lumen zuriick (Bage et al., 2002).

Der Aufbau der im Eileiter vorhandenen Kinozilien wurde von verschiedenen Autoren aus-
fiihrlich beschrieben (Adoutte et al., 1980; Dentler, 1981; Gibbons, 1967; Hees, 1992; Sandoz
et al., 1988; Satir, 1989; Stephens et al., 1989).

Sie weisen folgenden Aufbau auf:

Das Axonema (Achsenfaden) ist in eine homogene Matrix eingebettet und von einer Plasma-
membran umgeben (Gibbons, 1967). Es besteht aus zwei einzelnen in der Mitte liegenden
Mikrotubuli und neun peripher angeordneten Mikrotubuluspaaren. Jedes Paar besteht aus ei-
nem A-Tubulus aus 13 Tubulinreihen, der einen vollstaindigen Ring bildet und einem aus nur
11 Tubulinreihen bestehenden B-Tubulus. Von jedem A-Tubulus reichen zwei Dynein-Arme
im Uhrzeigersinn zum jeweiligen B-Tubulus der Nachbardupletten. Dynein ist ein myosindhn-
liches Protein, das eine ATPase-Aktivitit aufweist und fiir den Zilienschlag wichtig ist (Hees,
1992). Zwischen den Tubuluspaaren sind Nexine vorhanden. Sie ermdglichen es den Mikrotu-
buli aneinander vorbeizugleiten, wenn eine passiven Biegung der Zilien stattfindet. Radiale
Stridnge verbinden die 9 Paare der peripheren Mikrotubuli mit dem innen liegenden Paar aus
Einzelmikrotubuli (Satir, 1989). Jede Zilie hat weiter ein fibroses Skelett, das hauptsédchlich
aus Tektinen, Nexinverbindungen und anderen Strukturproteinen besteht (Stephens et al.,
1989). Zudem wird ein fibrilldres, Y-formiges Material beschrieben, das die peripheren Paare
mit transmembranalen Partikeln verbindet. Es kommt vor allem dicht gepackt am Hals und am
basalen Teil der Zilien vor (Sandoz et al., 1988). Am distalen Ende der Zilien sind die Mikro-
tubuli durch kappendhnliche Strukturen an die modifizierte Zilienmembran angeheftet
(Dentler, 1981). Die Zilien enthalten viel Calmodulin. Dieses befindet sich entweder frei im
periaxonemalen Raum oder ist mit den Dyneinarmen verbunden (Adoutte et al., 1980).

Die Ziliogenese kann im bovinen Eileiter auf zwei verschiedene Arten stattfinden, es gibt den
acentrioldren und den centrioliren Weg (Abughrien und Dore, 2000; Nayak et al., 1976). Beim
acentrioldren Weg treten zuerst fibrose Granula in Gruppen im apikalen Zytoplasma auf. Diese
nehmen allméhlich an Grofe zu und sind ein auffilliges Merkmal von zilientragenden Zellen.
In einigen Teilen formen sie Aggregate von runder oder ovaler Form, die nicht membranbe-

grenzt sind und viele elektrondichte Granula sowie eine Matrix aus feinen Filamenten besit-
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zen. Die fibrésen Granula werden bei der Ziliogenese zunehmend prominenter. Sie haben eine
filamentdse Matrix, die von Granula umgeben ist. Sie vereinigen sich untereinander, einige
verldngern sich und transformieren zu ,,dense bodies*. Durch weitere Reifung und dichtere
Packung der ,,dense bodies* entstehen die Deuterosomen. Dies sind hohle sphérische Korper-
chen, die die Organisationszentren fiir das Wachstum der Procentriolen darstellen. Die Pro-
centriolen konnen als unreife Centriolen angesehen werden. Sie bestehen anfangs aus filamen-
tosem Material, das sich zu kurzen zylinderartigen Strukturen umbildet. Durch Polymerisation
des Tubulins verldngern sich die Procentriolen bis zur definitiven GroB3e. Sie wandern zum
apikalen Zellpol und nehmen dort ihren Platz als Basalkorperchen ein.

Beim centrioldren Weg der Ziliogenese gehen aus einer Centriole bis zu 10 Procentriolen her-
vor. In der Regel entstehen sie im rechten Winkel zu den bereits bestehenden Centriolen.
Durch Verlidngerung und Verbreiterung werden die Procentriolen schnell zu reifen Basalkor-
perchen. Sie 16sen sich dann von ihren Elterncentriolen und werden in das apikale Zytoplasma
verlagert. Dort sind sie von den Basalkorperchen des acentrioldren Wegs nicht zu unterschei-
den. Aus den apikalen Basalkorperchen wachsen dann die Zilien heran. Die Zilienformation
beginnt mit der Fusion des Basalkorperchens und der apikalen Zellmembran. Es entsteht eine
Zytoplasmablase, sie entspricht einer Zilienknospe. In ihr beginnen sich Tubuli zu formieren
und zu organisieren. Die Knospenspitze bleibt unorganisiert und enthélt Vorldufermaterial.
Die fertige Zilie hat eine konische Form und verliert die Spitze.

In der Zeit der zilidren Knospung erscheinen auch die ,,striated rootlets* als assoziierte Struk-
turen, die der Verankerung dienen. Wahrend ihrer Entstehung sind basal des Basalkorperchens
fibrose Granula sichtbar, die vermutlich an der Entstehung der ,,striated rootlets* beteiligt sind
(Abughrien und Dore, 2000).

Bei der Wachtel konnte Aktin im Zilienschaft lokalisiert werden (Chailley et al., 1986). Auch
Myosin scheint bei der Centriolbildung eine Rolle zu spielen. Es ist evtl. an der Wanderung

der Basalkorperchen zu den apikalen Zellpolen beteiligt (Lemullois et al., 1987).

2.1.6 Basalzellen sind Immunzellen im Eileiter

Die frither im Allgemeinen als Basalzellen des Eileiters bezeichneten Zellen sind kleine, runde
Zellen, die sich meist direkt auf der Basallamina oder zumindest basal im Epithel befinden. Sie
haben keinen Kontakt zur Epitheloberfldche. Frither nahm man an, dass diese Zellen tatséch-
lich als Stammzellen fiir das Epithel fungieren und in diesem Sinne der Epithelregeneration

dienen konnten (Pauerstein und Woodruff, 1967). Heute geht man davon aus, dass es sich um
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Leukozyten handelt, was Novak und Sampson schon 1928 postulierten. Eine weitere Vermu-
tung war, dass diese Zellen Mastzellen seien, die aus dem Bindegewebe einwandern und im
Epithel ihre Granula abgeben (Rasweiler, 1972). Im Ostrus soll dabei die Infiltration mit Mast-
zellen am stérksten sein. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das von ihnen freigesetzte
Histamin ein Odem in der Tunica mucosa verursacht. Weiter wurde vermutet, dass dadurch
eine vermehrte Durchblutung und erhdhte sekretorische Aktivitit bedingt sei (DuBois et al.,
1980).

Das Zytoplasma dieser basalen Zellen stellt sich im Allgemeinen dichter als bei zilientragen-
den oder sekretorischen Zellen dar. Der Kern ist rund, hyperchromatisch und zumeist von ei-
ner aufgehellten zytoplasmatischen Zone umgeben (Lombard, 1950). Bjorkman und Fredrics-
son (1961) stellten fest, dass diese Zellen nicht an der Basalmembran verankert sind. Dies
sprach gegen die Interpretation der Basalzellen als Reservezellen. Da eine grofle morphologi-
sche Ahnlichkeit mit den in der Lamina propria befindlichen Lymphozyten besteht, ging Lom-
bard bereits 1950 davon aus, dass es sich bei den Basalzellen um intraepitheliale Lymphozyten
handelt. Wesentlich spiter fanden Eriksen et al. (1994) heraus, dass diese so genannten Basal-
zellen bis auf wenige Mitochondrien arm an Organellen sind. Zudem fehlen ithnen Haftstruktu-
ren zu den Nachbarzellen, womit ein epithelialer Ursprung ausgeschlossen werden kann.
Diese basal liegenden Zellen zeigen weder eine spezifische positive Reaktion mit dem fiir den
Epithelzellnachweis gebrdauchlichen Antikorper gegen Panzytokeratin, noch mit dem Antikor-
per gegen das S100-Protein, welches sowohl in zilientragenden als auch in sekretorischen Zel-
len des Eileiterepithels exprimiert wird (Walter und Miller, 1996). Unterstiitzt wird die Inter-
pretation dieser Rundzellen als Abwehrzellen dadurch, dass sie bei Salpingitis vermehrt auftre-
ten (Abe und Oikawa, 1990; van Bogaert et al., 1978). Dies stellten bereits 1967 Pauerstein
und Woodruff fest. Allerdings deuteten sie die erhdhte Zellzahl dieser Rundzellen als Zeichen
erhohter Proliferation aufgrund der Entziindung. Da diese Zellart auch im Stroma zu finden
war, interpretierten sie sie als Stammzelle, die sowohl das Bindegewebe als auch das Epithel
regeneriert.

Mit Hilfe des CD3 Antikorpers konnten die basalen Zellen im Eileiter als T-Lymphozyten
identifiziert werden (Comer et al., 1998a).

Sehr detailliert setzten sich Abughrien et al. (2000) mit der Frage nach der Funktion dieser
Zellen auseinander. Diesen Untersuchungen zufolge machen die basalen Zellen ca. 3,5 % der
Epithelzellen aus und zeigen quantitativ keine Verdnderungen wihrend des Zyklus. Da keine
Granula oder Anzeichen fiir eine Migration durch das Epithel in Richtung Lumen vorhanden

sind, wird eine Klassifizierung als Mastzelle ausgeschlossen. Weiter unterscheiden sie zwei
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verschiedene Typen dieser Zellen. Zellen vom Typ 1 sind demnach Lymphozyten, die viel
peripheres Heterochromatin, wenig Zytoplasma mit wenigen Ribosomen aufweisen. Typ 2-
Zellen enthalten viele freie Ribosomen, viel granuliertes endoplasmatisches Retikulum mit
engen Zisternen, Vesikeln neben Golgi-Apparaten und Mitochondrien vom Crista-Typ. Ahnli-
che Zellen konnten sie auch in der Lamina propria ausmachen. Es handelt sich bei den Typ 2-

Zellen ihrer Meinung nach um Makrophagen (Abughrien et al., 2000).

2.1.7 Apoptose und Mitose im Eileiterepithel

Insgesamt gibt es bisher wenig Befunde iiber die Regeneration des Eileiterepithels. Bereits
1950 beschreibt Lombard, dass sich in den Vorwolbungen der Epithelzellen Kerne befinden,
die zum groflen Teil pyknotisch erscheinen. Auch die frei im Eileiterlumen vorkommenden
Zellen scheinen degenerative Verdnderungen aufzuweisen. Auch Wrobel et al. (1993) vermu-
ten, dass kernhaltige Protrusionen ein Anzeichen von Epithelerneuerung sind, bei der Zellen
aus dem Epithelverband ausgeschleust werden.

Nach Schmidt-Barth (1981) kann man uterusnah in den Sekretionszellen oft Degenerations-
merkmale erkennen, wihrend die Zellen ovarnah vital erscheinen.

Beim Hund wurden mit Hilfe des MIB-1 Antikdrpers im caudalen Eileiteristhmus und der ute-
rotubalen Verbindung Mitosen im Andstrus und in der lutealen Phase nachgewiesen. In der
spéten follikuldren Phase wurde nur noch eine geringe Proliferation in diesem Abschnitt fest-
gestellt. Im restlichen Ovidukt sind in allen Zyklusphasen nur vereinzelt oder keine Zellteilun-
gen vorhanden. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass keine positive Reaktion
mit dem MIB-1 Antikorper bei den so genannten Basalzellen zu verzeichnen war. Eine Funk-
tion dieser Zellen als Stammzelle wird damit sehr unwahrscheinlich (Steinhauer, 2002).

Beim Schwein wird eine erhdhte Proliferationsrate im Eileiterepithel im Prodstrus beschrie-
ben.

Das Ki-67 Antigen ist ein nukleédres Protein, das nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus auf-
tritt. Antikorper gegen das Ki-67 Protein zeigen Zellen an, die mitotisch aktiv sind (Gerdes et
al., 1984). Die Expression des Ki-67 Antigens beginnt mit Ende der G;-Phase, ist wihrend der
S-Phase und der G,-Phase kontinuierlich zunehmend und erreicht ihr absolutes Maximum in
der Mitose. Nach Ablauf der Mitose wird das Protein umgehend abgebaut und ist in der Gy- als
auch in der frihen G;-Phase nicht mehr nachzuweisen. Der Name Ki-67 setzt sich zusammen
aus Ki fiir Kiel, weil dort der erste murine monoklonale Antikdrper hergestellt wurde und 67

fiir die Stelle auf der Zellkulturplatte, auf der der Antikorper produzierende Klon gewachsen
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ist (Brown und Gatter, 1990). Cattoretti et al. (1992) stellten aus rekombinanten Teilen des Ki-
67 Antigens die monoklonale Antikoérperreihe MIB 1-3 her. Damit konnten proliferierende

Zellen auch in Geweben der Haustiere nachgewiesen werden (Teter et al., 1995).

Mc Daniel et al. (1968) finden abgeschilferte Epithelzellen in fast allen ihrer Proben. Diese
werden oft als homogene Masse im Lumen des Eileiters beschrieben. Sie vermuteten eine
Desquamation und einen Ersatz dieser Zellen durch andere Epithelzellen. Im Zusammenhang
mit der Epithelerneuerung beschreiben sie das Vorkommen von Zellkissen am basalen Ende
der Falten. Nach ihren Beobachtungen erhoht Progesteron das Vorkommen von Protrusionen

und die Epithelzelldesquamation.

2.1.8 Zyklische Verinderungen im Epithel des Eileiters

Bereits 1959 untersuchte Bjorkmann die Verdnderung des Eileiterepithels im Zyklusverlauf.
Er beschreibt eine glatte Oberflache des Epithels in der follikuldren Phase und eine von Zell-
vorwdlbungen dominierte in der lutealen Phase. Auch die Mikrovilli variieren in ihrer Form.
Waihrend sie sich in der follikuldren Phase in langer, diinner Gestalt préasentieren, sind sie in
der lutealen Phase flacher und stumpfer und zudem in der Anzahl vermindert. Es wird vermu-
tet, dass sie dann relativ flach erscheinen, wenn die Zellen stiarkere Vorwolbungen besitzen.
Des Weiteren erscheint das Epithel in der lutealen Phase kompakt, wéhrend sich die Zellzwi-
schenrdume in der follikuldren Phase durch eine Fliissigkeitsansammlung weiten (Bjorkman,
1959).

Hohenveranderungen des Epithels im Zyklusverlauf wurden beschrieben. Lombard (1950)
beschreibt detailliert eine Verdnderung der Zellhohe wahrend des Zyklusverlaufs, welche mit
dem Vorkommen von acidophilen Granula in den Zellen korreliert. Nach seinen Angaben ist
das Epithel der Ampulla im Ostrus am hchsten. Zu dieser Zeit kommen auch die meisten und
groBten acidophilen Granula vor. Im Metostrus findet eine leichte Verminderung der Zellhohe
statt. Hier sind zwar relativ viele Granula vorhanden, sie sind aber sehr klein, weit verteilt und
farben sich nur schwach an. Im Didstrus ist die Epithelhdhe am geringsten und die acidophilen
Granula werden weniger.

Auch Weeth und Herman (1952) machen iibereinstimmende Angaben zu der variierenden Epi-
thelhdhe. Im Ostrus betrigt sie ca. 34 um und in der Zyklusmitte nur noch 18 um.

Weiter konnten Mc Daniel et al. (1968) zeigen, dass Rinder, die mit Ostrogenen behandelt

wurden das hochste Epithel aufweisen. Diese Hohe nimmt nach Progesterongaben wieder
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deutlich ab.
Nach den Angaben von Yaniz et al. (2000) erreicht das Epithel allerdings schon im Prodstrus

die maximale Hohe, die bereits im Ostrus wieder abnimmt.

Zu den Anteilen der sekretorischen und zilientragenden Zellen am Oberfldchenepithel in den
verschiedenen Zyklusphasen gibt es mehrere Untersuchungen, die zum Teil unterschiedliche
Ergebnisse liefern.

Abughrien und Dore (2000) untersuchten elektronenmikroskopisch bei einer mit Ostrogen
behandelten und einer Kontrollgruppe von Rindern die Ziliogenese im Eileiter.

Der Anteil zilientragender Zellen ist demnach in der Ampulla im Ostrus am hdchsten und be-
trigt ca. 61 % bei der Kontrollgruppe und ca. 64 % bei der mit Ostrogen behandelten Gruppe.
Bis zum Tag 7 des Zyklus sinkt die Anzahl zilientragender Zellen um ca. 15 %. Ostrogenab-
héngige Zilienbildung wird auch beim Schwein postuliert (Nayak et al., 1976).

Auch Abe und Oikawa (1993a) finden beim Rind in der Ampulla und den Fimbrien in der lu-
tealen Phase weniger zilientragende und mehr sekretorische Zellen als in der follikuldren Pha-
se. Sie vermuten, dass die Abnahme der zilientragenden Zellen an der Oberflache mit der
Verminderung der Epithelhdhe der zilientragenden Zellen in der lutealen Phase zusammen-
héngt. In der follikuldren Phase dagegen iiberragen die Zilien die sekretorischen Zellen deut-
lich und sind dadurch gut sichtbar. Im Isthmus und der UTJ finden viele Autoren iiberein-
stimmend keine Protrusionsbildung oder zyklische Verdanderung der Zilienanzahl (Abe und
Oikawa, 1993a; Abughrien und Dore, 2000; Bjérkman und Fredricsson, 1961; Lombard,
1950). Im Gegensatz zu Abe und Oikawa (1993a) sowie Abughrien und Dore (2000) werden
in anderen Untersuchungen auch in der Ampulla des Rindereileiters keine zyklischen Verande-
rungen der Zilienanzahl festgestellt (Bjorkman und Fredricsson, 1961; Lombard, 1950). Yo-
koki et al. (1982) beobachteten einen Zilienverlust ausschlielich in den Fimbrien wihrend des
Diostrus. Yaniz et al. (2000) stellten eine Abnahme der zilientragenden Zellen in den basalen
Faltenregionen der Ampulla und des Infundibulums wihrend der follikuldren Phase fest.
Nach Nayak und Ellington (1977) sind die Zilien beim Rind im Ostrus linger und haben ge-
ringere Tendenz zusammenzukleben als in den anderen Zyklusstadien.

Bei vielen Tierarten wurde eine Verminderung der Zilienanzahl und ihrer Motilitdt in der lu-
tealen Phase beschrieben (Hafez, 1987; Hunter, 1988; Nilsson, 1969; Odor und Augustine,
1995; Sawyer et al., 1984). Beim Menschen werden Zilienverluste in der lutealen Phase und
Zilienregeneration in der follikuldren Phase bei ca. 10-12 % der zilientragenden Zellen festge-

stellt (Verhage et al., 1979). Die hochste Anzahl zilientragender Zellen wird periovulatorisch
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beschrieben (Donnez et al., 1983). Insbesondere beim Hund sind die Zilienverluste sehr deut-
lich (Verhage et al., 1973a). Zudem konnen qualitative Verdanderungen der Zilien wiahrend des
Zyklus beobachtet werden. Danach erscheinen die Zilien in der spiten sekretorischen Phase

aufrechter und stirker beweglich (Gaddum-Rosse und Blandau, 1973).

Die in 2.1.3 bereits kurz erwdhnten Vorwdlbungen des Epithels werden Protrusionen genannt
und sind ebenfalls zyklischen Schwankungen unterworfen. In der englischsprachigen Literatur
werden sie oft als ,,blebs* bezeichnet. Sie konnen kernhaltig sein, was schon 1959 von Bjork-
man beschrieben wurde. Spéter wurden drei verschiedene Arten von Protrusionen unterschie-
den, die abhdngig vom Zyklusstadium auftreten:

1. Vorwolbungen der Zellspitze mit intakten Organellen

2. Vorwdlbungen, die den Zellkern enthalten

3. Vorwdlbungen, die Sekretgranula enthalten, welche merokrin sezerniert werden
(Schmidt-Barth, 1981).

Die mit Ostrogen behandelten Rinder und die sich im Ostrus befindenden Kiihe weisen an der
Oberfliache der nicht zilientragenden Zellen kleine Vorwdlbungen des Zytoplasmas auf (,,do-
mes*). Diese Zellen sind stdrker gefarbt, aber schmaler als die zilientragenden Zellen. Die mit
Progesteron behandelten oder sich in der lutealen Phase befindenden Tiere zeigen im Epithel
der Ampulla grof3e Protrusionen, die Kerne oder Kernteilen enthalten. Diese Zellvorwdlbun-
gen sind oft nur durch schmale Zytoplasmabriicken mit dem Epithel verbunden (Mc Daniel et
al., 1968). Auch Lombard (1950) beschreibt im Prodstrus grofe, keulenférmige Protrusionen,
die ebenfalls nur diinne Zytoplasmaverbindungen mit ihren Zellen aufweisen. Oft weisen die
Zellen pyknotische Kerne auf. Im Ostrus und im Metdstrus treten nur selten kleine, unschein-
bare Protrusionen auf, die intakte Kerne enthalten. Im Didstrus ist die Protrusionsbildung am
starksten und gleicht der im Prodstrus. Es kommen jetzt freie Zellen im Lumen vor sowie gra-
nuldres Material, das in einer Schicht das Epithel bedeckt. Die Zellen, bei denen Protrusionen
vorkommen sollen Degenerationserscheinungen zeigen (Lombard, 1950).

Die Vorwolbungen der sekretorischen Eileiterepithelzellen werden bei den in der Literatur
bereits beschriebenen Spezies beobachtet, z.B. beim Mensch (Patek et al., 1972a), beim Pavian
(Odor und Augustine, 1995), beim Hund (Sawyer et al., 1984; Steinhauer, 2002) bei der Ziege
(Abe et al., 1999) und bei der Ratte (Reeder und Shirley, 1999; Shirley und Reeder, 1996).

Insbesondere beim Hund sind die zyklischen Verdnderungen im Epithel aufgrund der Zyklus-

lange von mindestens 6 Monaten sehr deutlich zu beobachten. In der langen andstrischen Pha-

24



Literaturiibersicht

se ist das Epithel inaktiv und undifferenziert. Es erscheint sehr flach und der Anteil der zi-
lientragenden Zellen betriigt in der Ampulla nur ca. 1 %. Mit beginnendem Ostrogeneinflu} in
der frithen follikuldren Phase verdndern sich die Epithelzellen, um in der spéten follikulidren
Phase (Ostrus) ihr maximales Volumen und Héhe zu erreichen. Der Anteil der zilientragenden
Zellen betrigt dann ca. 60 %, die Zellkerne liegen nun apikal und haben deutliche Nukleoli.
Im Ostrus sind die Mikrovilli am lingsten. Der supranukleir gelegene Golgi-Apparat der Epi-
thelzellen zeigt die stirkste Entwicklung und besteht aus vielen Zisternen. Die Anzahl der Mi-
tochondrien und die Menge des rER ist erhdht.

Der Eileiterdurchmesser ist im Prodstrus dreimal so grof3 wie im Andstrus. Dies ist wahr-
scheinlich unter anderem durch die Odematisierung der Lamina propria verursacht. Im Met-
Ostrus kommt es zu einer AbstoBung der Zilien. Der Anteil der zilientragenden Zellen betrigt
nunmehr nur noch ca. 30 %. Zudem verlieren die Epithelzellen ihre stark isoprismatische Ge-
stalt. Beim Hund findet die Abstoung der Zilien innerhalb von 6-9 Tagen in der Form statt,
dass die Zilien in Biischeln an ihrer Basis abgetrennt und dann resorbiert werden (Sawyer et
al., 1984).

Bei der Ratte hingegen wird die Bildung von membranumgrenzten Zilienpaketen beschrieben,
die dann von der Zelle abgeschniirt werden. Die Zilien werden demnach bei der Ratte nicht
resorbiert. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass bei dieser Spezies der Zyklus besonders
kurz ist. Auch in anderer Hinsicht scheint das Rattenovidukt nicht mit dem anderer Spezies
vergleichbar zu sein. Eine Ostrogengabe zum Beispiel wirkt sich nicht stimulierend aus. Zur
Zeit der Ovulation wird die geringste Anzahl zilientragender Zellen beschrieben und im Di-
Ostrus die hochste. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei der Ratte sekretorische und

zilientragende Zellen ineinander iibergehen konnen (Reeder und Shirley, 1999).

Die Sekretion im FEileiter erreicht ihre hochste Aktivitit zur Ovulation. Zuvor wird ein maxi-
males Volumen des Golgi-Apparates sowie die grofite Menge an dilatiertem rER und Polyri-
bosomen verzeichnet (Nayak und Ellington, 1977; Urhin und Kliment, 1977). Die Zellhohe
variiert demnach abhingig von der sekretorischen Aktivitdt (Weeth und Herman, 1952).

Eine nur leichte Vermehrung der Granula in der follikuldren Phase beschreiben Bjérkman und
Fredricsson (1961). Sie stellen allerdings eine Strukturverdnderung der Granula fest. Wihrend
diese in der lutealen Phase noch klein und dicht sind, werden sie unter Ostrogeneinfluss in der
follikuldren Phase grofer und heller. Obwohl die Granula basophil sind und eine positive Peri-
odic-Acid-Schiff (PAS) Reaktion zeigen, enthalten sie nach elektronenmikroskopischen Un-

tersuchungen kein Glykogen. Bjorkman und Fredricsson (1961) beobachteten auerdem die

25



Literaturiibersicht

Fusion von Vesikel- und Zytoplasmamembran. Sie folgerten daraus, dass die Sekretion im
Eileiter merokrin erfolgt. Auch Eriksen et al. (1994) beobachteten in allen Segmenten glei-
chermaflen das Freiwerden des Granulainhaltes aus der Zelle durch Exozytose. Die unregel-
méfBigen Granula beinhalten zwei verschieden dichte Inhalte. Innen erscheint das Material
amorph, aulen membrands gegliedert. Die meisten sekretorischen Granula kommen in der
durch Ostrogen dominierten Phase in Ampulla und Isthmus vor. Die Lokalisation der Granula
in der Zelle ist jedoch variabel. So treten sie im Infundibulum vermehrt supranukleir, in der
Ampulla eher in der Mitte der Zelle und im Isthmus apikal auf. Dieses Verteilungsmuster ist
unter Progesteroneinfluf nicht mehr vorhanden (Eriksen et al., 1994). Ebenso findet Lombard
(1950) im Ostrus die groBten und am intensivsten gefirbten Granula. Am zahlreichsten kom-
men diese am 2. Tag des Postdstrus vor. Sie sind lediglich in der Ampulla und in ampullana-
hen Isthmusbereichen zu finden. Am 5. Zyklustag gibt es nur noch wenige, schwach gefarbte
Granula. In den spéteren Zyklusstadien lassen sich keine Granula mehr nachweisen. Ab dem
Tag 17 nimmt ihre Anzahl und die Farbeintensitit wieder zu (Lombard, 1950).

Abe et al. (1993b) untersuchten immunhistochemisch die Lokalisation des ovidukt-
spezifischen-Glykoproteins (OSG) und fanden, dass es, wie auch die sekretorischen Granula,
im supranukledren Zytoplasma lokalisiert ist. Die immunhistochemische Reaktion ist in der
follikuliren Phase stirker ausgeprigt als in der lutealen Phase. Sie ist im Isthmus allgemein
schwicher als in der Ampulla. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die
OSG positiven Granula unterschiedliche Gréf3e, Form und Dichte aufwiesen (Abe et al.,
1993b).

Riisse und Liebich (1979) erkldren die unterschiedlichen Formen der Granula als verschiedene
Reifestadien. Diejenigen, die innen amorphes und auflen lamelldres Material aufweisen, sind
danach die reifsten Granula. Diese Struktur der sekretorischen Granula ist ihrer Meinung nach
spezifisch fiir Wiederkduer. Die Interpretation der verschiedenen Reifungsstadien wird jedoch
von Eriksen et al. (1994) in Frage gestellt. Sie finden Granula, die noch in Beziehung zu den
Diktyosomen stehen und bereits in diesem frithen Stadium ihrer Entwicklung einen lamelldren
Autfbau haben.

Sehr interessant ist die Feststellung von Wordinger et al. (1977), dass Kiihe, die bereits mehr-
mals gekalbt haben mehr elektronendichte sekretorische Granula im Zytoplasma aufweisen als
Férsen. Gelegentlich treten im Epithel der Ampulla auch Lipidtropfen auf. Diese befinden sich
verteilt im gesamten Zytoplasma von zilientragenden und sekretorischen Zellen. Ein Beweis,
dass sie sezerniert werden, wurde bisher nicht erbracht. Thr Auftreten konnte auch metaboli-

sche Griinde haben, evtl. werden sie sogar aus dem Lumen resorbiert (Wordinger et al., 1977).
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2.2 Eileiterepithelzellkultur

2.2.1 Isolierung von Eileiterepithelzellen, Anzucht und Kulturmodelle

Isolierung von Eileiterepithelzellen:

Die Eileiterepithelzellen konnen aus dem Gewebeverband nach verschiedenen Methoden iso-
liert werden. Die mechanische Isolierung durch Ausstreifen oder Ausschaben des Ovidukts
wird von einigen Autoren (van Langendonckt et al., 1995; Walter, 1995) mittlerweile bevor-
zugt, da sie leicht durchzufiihren, verlasslich und kostengiinstig ist. Zudem treten nicht so star-
ke Zellschdadigungen wie bei der enzymatischen Isolierung mit Enzymen wie z.B. Kollagenase
oder Trypsin auf.

Beim Ausstreifen 16sen sich die Zellen von der Basalmembran, ohne dass die Lamina propria
mucosae Schaden nimmt (Walter, 1995). Die Methode des mechanischen Ausschabens wird
am lings geoffneten Eileiter durchgefiihrt. Dazu gibt es Untersuchungen am humanen Eileiter
(Takeuchi et al., 1991). Darin wird beschrieben, dass diese Methode zu einer starke Kontami-
nation der Kultur mit Fibroblasten fiihrt, die den Epithelzellrasen iiberwuchern. Aus diesem
Grunde wird dort eine 30 miniitige Inkubation mit 1%iger Kollagenase zur Isolierung bevor-

zugt, um einen hohen Reinheitsgrad der Zellkultur zu erreichen.

Kultivierung der Eileiterepithelzellen:

Die bovinen Eileiterepithelzellen werden bei 37-39°C kultiviert. Dies ist wichtig um die Mog-
lichkeit einer Kokultur mit Embryonen zu gewihrleisten, da diese eine Umgebungstemperatur
von 39°C bendtigen, um sich entwickeln zu konnen (Walter, 1995).

Die Zellen bilden sowohl auf Glas als auch auf kollagenbeschichteten oder unbeschichteten
Membranen einen Zellrasen (Walter, 1995). Dieser erreicht eine Konfluenz abhingig von der
Unterlage und der Isolierungsmethode. Unter Konfluenz versteht man die Entstehung eines
geschlossenen Zellrasens (Wiesner und Ribbeck, 2000). Konfluenz wird z.B. auf Glasplatt-
chen nach 7 (Walter, 1995), auf Membraninserts nach 2-3 (Gomez und Uria, 1997) und auf
Matrigel nach 15-20 (Joshi, 1991) Kulturtagen erreicht. Im Vergleich erreichen enzymatisch
isolierte Zellen ca. 3 Tage friiher eine Konfluenz als mechanisch isolierte auf gleicher Unterla-
ge. Das konnte damit zusammenhéngen, dass die enzymatisch isolierten Zellen bereits als Ein-
zelzellen in der Suspension vorliegen (Sattar et al., 1999).

Meistens wird dem Kulturmedium 5%iges Serum zugegeben. Van Langendonckt (1995) stellte

jedoch fest, dass die adhdrenten bovinen Eileiterepithelzellen (BOEC) bis zu 7 Tagen ohne
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Zugabe von Serum in einem funktionellen Stadium erhalten werden kdnnen. Allerdings zeigen
sich hierbei elektronenmikroskopisch einige degenerative Anzeichen, wie z.B. das Fehlen des
Golgi-Apparates und des granulierten endoplasmatischen Retikulums (rER) sowie eine Akku-
mulation von Intermedidrfilamenten. Humane Eileiterepithelzellkulturen zeigen ohne Serum-

zugabe keine Adhédrenz und damit auch kein Wachstum (Takeuchi et al., 1991).
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Tabelle 1:

Methoden fiir die Isolation und Kultur von bovinen Eileiterepithelzellen

Autor Isolierung Regionen Medium Serum Zugaben Substrate
Witkoska mech. Isthmus und Parker-199 Kalber-Serum |-- Glassplattchen
(1976) Ampulla (15%)

Witkoska mech. Isthmus und Parker-199 Kalber-Serum |(E2, P, T, LH) |Glassplattchen
(1979a,b) Ampulla (15%)
Joshi (1988)  [enzym. Isthmus und DMEM/F12 [FCS (10%), Insulin, Plastik
Ampulla Pferde-S. Transferrin,
(10%) Selenium
Joshi (1991) |enzym. Isthmus und DMEM/F12 |Pferde-S. Matrigel
Ampulla (10%)
Eyestone & enzym. und |gesamter Ham's F10, FCS (10%) - Plastik
First (1989) mech. Eileiter TCM-199
Hishinuma et |enzym. Isthmus und DMEM/F12 |Kilber-Serum |-- Plastik
al. (1989) Ampulla (10%)
Ouhibi etal. |enzym. keine Angabe Men.zo B2 FCS (7,5%) Lactalbumin, Plastik
(1989) Medium Hydrolysate
Ouhibi etal. |enzym. fetaler Eileiter [Menzo B2 FCS (7,5%) . |Plastik
. Serotonin
(1991) Medium
Ellington et al. [enzym. keine Angabe |Ham's F10 FCS (10%) Insulin, EGF, |Plastik
(1990) Transferrin,
Selenium
Schmidt et al. |mech. Isthmus und RPMI-1640 |FCS (10%) -- Plastik
(1990) Ampulla
Hoshi et al. enzym. Ampullaund |DMEM/F12 |FCS (2-10%) [EGF, TGF-b Kollagenbeschich-
(1992) AlJ tetes Plastik
Thibodeaux et |enzym. keine Angabe [TCM-199, FCS (10%) Serotonin
al. (1992a) CMRL-1066, Plastik
MenzoB2M,
Ham's F12
Tiemann & enzym. und  |gesamter MEM FCS (10%) - Matrigel
Hansen (1995) [mech. Eileiter beschichtetes
Plastik
van Langen- |[mech. Ampulla und TCM-199 FCS (10%) -- Plastik
donckt et al. AlJ oder serumfrei
(1995)
Walter (1995) Isthmus und TCM-199 FCS (10%) -- Glassplattchen,
Ampulla Polycarbon-
membran
(Tabelle iibernommen von Abe (1997), abgewandelt)
Abkiirzungen: E,:  Ostradiol E,-B
P: Progesteron
T:  Testosteron
LH: Luteinisierendes Hormon
FCS: Fetales bovines Serum
Kulturmodelle:

Bei der Kultivierung auf permeablen Membranen wird neben morphologischen Unterschieden

(siehe 2.3.3) basal ein signifikant niedrigerer pH-Wert festgestellt als im apikalen Medium
(Gomez und Uria, 1997).

Durch eine unterschiedliche Verteilung von Glukose, Laktat und anderen Ionen zwischen dem
apikalen und basalen Kompartment entsteht eine Potentialdifferenz (Cox und Leese, 1997).

Dabei ist der apikale Raum negativ gegeniiber dem basalen Raum. Auch fiir K" und Ca*" ent-
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stehen kleine aber konstante Gradienten, die der In-vivo-Situation entsprechen. K" ist z.B. in
der oviduktalen Fliissigkeit bis zu 4-mal hoher konzentriert als im Serum und ist in Kultur
ebenfalls im apikalen Medium erhoht. Es wird angenommen, dass K eine Rolle fiir den Erhalt
der Fertilitdt der Spermien und fiir die Entwicklung von Prdimplantationsembryonen spielt.
Der Glukosekonsum und die Laktatproduktion sind im basalen Kompartment hoher als im
apikalen. Dies diirfte ebenfalls der In-vivo-Situation entsprechen, weil eine Zufuhr von Néhr-
stoffen und ein Abtransport von Metaboliten nach basal iiber die Kapillaren der Lamina

propria des Eileiters stattfindet (Cox und Leese, 1997).

Neben statischen Kulturmodellen etablierten Reischl et al. (1999) ein Perfusionskultursystem
fiir adhérente bovine Eileiterepithelzellen. Bei diesem System wird ein kontinuierlicher Zuflufl
von Néhrstoffen und ein Abtransport von Metaboliten gewéhrleistet, der pH-Wert des umge-
benden Mediums wird dadurch ebenfalls konstant gehalten. Dieses Modell ermdglicht eine
bessere Erhaltung der Zellen. So wird unter anderem die Zellpolaritit und der Zilienbesatz
aufrechterhalten, die Ausbildung von Zellorganellen verbessert und eine hohere Transkription

von eileiterspezifischen Genen (OSG 85-97 und Oviduktin-4) erreicht.

2.2.2 Charakterisierung der kultivierten Eileiterepithelzellen

Die frisch isolierten Eileiterepithelzellen schwimmen frei im Medium oder hiangen in kleinen
Aggregaten zusammen. Oft bilden sie Bénder, in denen die Epithelzellen aufgereiht erschei-
nen. Nach ca. 24 Stunden Kultivierung ordnen sie sich zu bldschenformigen Gebilden (Spha-
roiden) um, in denen die apikale, zilientragende Zelloberfliche nach auflen gerichtet ist. Nach
ca. 72 Stunden Kulturdauer beginnen sich die Zellen an der Unterlage anzuheften. Sind sie
einmal adhdrent geworden, vermindert sich die Aktivitét der Zilien.

Nach weiteren 24 Stunden beginnen sie sich intensiv zu teilen und nach einigen Tagen hat sich
ein konfluenter Zellrasen gebildet. Seine Zellen weisen keine Zilien mehr auf (Takeuchi et al.,
1991; Walter, 1995). In diesem Stadium wird die Kultur Primérkultur genannt. Es handelt sich

um frisch isolierte Zellen, die noch nicht passagiert worden sind (Wiesner und Ribbeck, 2000).

In anderen Untersuchungen an humanen Zellen sind Zilien in der Primérkultur bis zum Tag 20
sichtbar (Kervancioglu et al., 1994). Sattar et al. (1999) beschreiben ebenfalls zilidre Aktivitat
bei adhédrenten Kulturen. Wie lang diese anhilt, gibt er allerdings nicht an. Einig sind sich je-

doch alle genannten Autoren darin, dass die Eileiterepithelzellen in den Subkulturen keine
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Zilien mehr aufweisen. Es ist nicht geklirt, ob die urspriinglich zilientragenden Zellen ihre
Zilien verlieren und dedifferenzieren, oder ob alle zilientragenden Zellen zugrunde gehen
(Takeuchi et al., 1991; Walter, 1995).

Ungeféhr die Hilfte der Zellaggregate erlangt keine Adhérenz. Sie werden zu frei schwim-
menden Vesikeln, deren Zellen bis zum Ende der Kulturdauer (hier am Tag 12) Zilien tragen
(Walter, 1995). Es handelt sich dabei um eine Art Suspensionskultur. Sie ist dadurch charakte-
risiert, dass die Zellen durch leichte Bewegung am Absetzen gehindert werden (Wiesner und
Ribbeck, 2000). Diese Bewegung erzeugen die Sphéroiden selbst durch ihren Zilienschlag und
die daraus resultierende Rotationsbewegung (Walter, 1995). Wahrend sich die Zellen in Sus-
pension nicht teilen, zeigen ca. 59 % der adhirenten Zellen am Tag 7 der Kultur eine mitoti-
sche Aktivitdt und 1-3 % weisen mitotische Kernfiguren auf (nachgewiesen mit dem MIB-1
Antikdrper) (Walter, 1995).

In Primérkulturen von humanen Eileiterepithelzellen, die enzymatisch isoliert wurden, prolife-
rieren die Zellen 5-20 Tage und {iberleben ca. 4-5 Wochen (Takeuchi et al., 1991), bzw. ver-
mehren sich 8 Tage lang und iiberleben weitere 10 (Sattar et al., 1999), solange sie nicht sub-
kultiviert werden. Je ofter die Zellen jedoch passagiert werden, desto langsamer wachsen sie
und bilden dann nur noch liickenhafte Zellrasen aus. Sie erlangen in der 3. Generation keine
Konfluenz mehr und zeigen in der 4. Generation keinerlei Wachstum (Sattar et al., 1999; Ta-
keuchi et al., 1991). Bei den mikroskopischen Untersuchungen mit hoheren Vergrof3erungen
wird deutlich, dass die subkultivierten Zellen eine granulierte Zelloberflache und viele Vakuo-
len aufweisen. Mechanisch isolierte Zellen hingegen iiberleben bis zu 8 (Sattar et al., 1999)
bzw. 11 (Kervancioglu et al., 1994) Passagierungen und scheinen dabei sogar Anzeichen von
Regeneration nach der Subkultivierung zu zeigen. Allerdings gehen sowohl die Primér- als
auch die Subkulturen mit geringeren Zellzahlen einher (Sattar et al., 1999). Kervancioglu
(1994) legt die Lebensspanne seiner mechanisch isolierten Zellen sogar auf 42-60 Tage fest.
Allerdings pflanzte er zur Zellgewinnung Gewebestiickchen aus und entfernte diese nach 3

Kulturtagen.

Zellmorphologie:

Die Zellen eines konfluenten Monolayers sind flach und von epithelialer Natur. Sie tragen
mitunter sehr lange Mikrovilli an ihrer apikalen Zelloberfldche (Bongso et al., 1989a; Dickens
et al., 1996; Henriksen et al., 1990; Oubibi et al., 1989; Thibodeaux et al., 1991). Mittlerweile
besteht die einstimmige Meinung, dass permeable Membranen als Unterlage forderlich fiir die

Polarisierung und Aufrechterhaltung eines differenzierten Zustands der Zellen sind. Auf Kol-
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lagen erhalten die Zellen ihre Polaritét bis zu 14 Tage bei (Cox und Leese, 1997). Van Lan-
gendonckt (1995) und Gomez und Uria (1997) beschreiben Anzeichen verminderter zelluldrer
Aktivitit, wie z.B. lipidfreie Vakuolen und eine verminderte Anzahl von Mitochondrien bei
Zellen, die auf Plastik kultiviert wurden.

Bei der Kultivierung mit Membran-Inserts finden Gomez und Uria (1997) den hochsten Orga-
nellenreichtum und damit die geringste Dedifferenzierung der Zellen verglichen mit anderen
Kulturunterlagen. Auf diese Art kultivierte Zellen bilden allerdings einen Polylayer aus, in
denen die Zellen geschichtet aber noch flacher als im Monolayer sind. Zellverbindungen las-
sen sich bei allen Kulturbedingungen nachweisen.

Die adhidrenten Zellen eines 7 Tage alten Zellrasens haben eine polygonale Form mit grof3en,
runden, zentralen Zellkernen, die ein lockeres Chromatin beinhalten (Sattar et al., 1999;
Takeuchi et al., 1991; Walter, 1995). Mit Ol-Rot kénnen bei ihnen Lipidtropfen und mit der
PAS-Reaktion Glykogen nachgewiesen werden. Mit der Alcianblaufarbung bei pH 2,5 werden
saure Glykoproteine in Gruppen von Zellen identifiziert, die von groen nicht reaktiven
Zellarealen umgeben sind. Im Eileiterepithel ex vivo konnten mit diesen Methoden hingegen
keine grofleren Mengen an Lipiden und Glykogen festgestellt werden. Im Isthmus allerdings
sind Diastase-resistente, PAS-positive Granula im apikalen Zytoplasma der sekretorischen
Zellen zu finden (Walter, 1995).

Einspanier et al. (2001) fanden heraus, dass ldnger kultivierte BOEC eine stirkere Expression
von Caldesmon als frisch isolierte Zellen zeigen. Caldesmon wird in Zusammenhang mit in-
trazelluldiren Bewegungen gebracht (Hegmann et al., 1991). Weiter spielt es eine Rolle bei
Verianderungen der Zellform und des Zytoskeletts bei Mitosen (Yamashiro et al., 1991; Ya-
mashiro et al., 1990) und der mikrofilamentédren Organisation der Zelle (Yamashiro-
Matsumura und Matsumura, 1988). Es ist in verschiedenen Kulturzellen an so genannten
Stressfasern gleichmiBig angeordnet. Diese Stressfasern bestehen aus gebiindelten Aktinfila-
menten und bewirken eine Verbindung der Kulturzellen untereinander und eine Verankerung

am Kulturuntergrund (Owada et al., 1984).

Identifizierung der Kulturzellen:

Die Antikdrper gegen die verschiedenen Zytokeratine dienen schon seit langem als Differen-
zierungsmarker fiir epitheliale Zellen. Durch seinen Nachweis kann der Gehalt an Epithelzel-
len einer angeziichteten Zellkultur nachgewiesen werden (Joshi, 1988; Sattar et al., 1999; Ta-
keuchi et al., 1991; Walter, 1995). Auch Kervancioglu (1994) wies mit dem Antikdrper gegen

Zytokeratin eine 98 %ige Reinheit seiner Primdrkultur nach. Er pflanzte Gewebestiicken aus
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und entfernte diese nach 3 Kulturtagen. Am Tag 40 der Anzucht erreichte er in der Subkultur
noch einen Reinheitsgrad von 80 %.

Das Eileiterepithel exprimiert die Zytokeratine (ZK) 7, 8, 18 und 19. Weiter wurde eine Ex-
pression von ZK 17 bei einer Subpopulation von sekretorischen Eileiterepithelzellen nachge-
wiesen (Comer et al., 1998a). In humanen Epithelien wurde das ZK 17 mit Basalzellen asso-
ziiert (Troyanowsky et al., 1989).

Einige Zellen der Eileiterepithelzellkulturen reagieren positiv mit dem Antikdrper gegen Vi-
mentin (Abe, 1997; Takeuchi et al., 1991). Desmin kann in BOEC nicht nachgewiesen werden
(Abe, 1997).

Eine weitere Moglichkeit der Charakterisierung von Eileiterzellen bietet das S100 Protein. Es
wurde von Moore (1965) isoliert und als spezifisches Eiwei3 im Nervensystem gedeutet. Es
handelt sich dabei um ein saures Protein, welches Kalzium bindet und nur in geséttigtem Am-
moniumsulfat bei neutralem pH l6sbar ist. Aus diesem Grund wurde es S100 genannt. Spéater
wurde das S100-Protein auch auBlerhalb des Nervensystems nachgewiesen. Kamiya et al.
(1989) untersuchten die Lokalisation des S100 im Eileiter des Rindes. Es konnte unabhéngig
vom Zyklustag in den Epithelzellen der Ampulla, des Isthmus und des Infundibulums nachge-
wiesen werden. Seine funktionelle Bedeutung ist nach wie vor unklar.

Frei schwimmende Zellaggregate (Sphéroiden) von Eileiterepithelzellen exprimieren das S100
Protein weiterhin, wohingegen die Zellen eines Monolayers keine positive Reaktion mehr mit
dem Antikorper zeigen. Dies konnte ein Hinweis auf eine Dedifferenzierung der adhirenten
Zellen sein (Walter und Miller, 1996).

Mittels des Antikorpers gegen ChromograninA konnen zilientragende Zellen selektiv be-
stimmt werden. Das ChromograninA wurde urspriinglich in sekretorischen Granula von endo-
krinen und neuroendokrinen Zellen identifiziert (Huttner et al., 1991). Es hat eine hohe Kapa-
zitdt Ca®" zu speichern aber eine niedrige Affinitit zu Ca*". Zudem weist es eine Homologie zu
anderen Kalzium bindenden Proteinen auf (Gorr et al., 1988). Spater wurde vermutet, dass
Chromogranin die intrazellulire Ca®"-Konzentration iiber einen Kanal zu steuern vermag (Yoo
et al., 2000), und dass durch Ca*" die zilidre Aktivitit stimuliert wird (Verdugo et al., 1977).
Dies konnte erkldren, warum ChromograninA im Eileiter selektiv in zilientragenden Zellen am
apikalen Zellpol lokalisiert ist (Steffl et al., 2003). ChromograninA und der Inositol-1,4,5-
Trisphosphat-Rezeptor (InsPsR), der ebenfalls an der apikalen Membran der zilientragenden
Zellen lokalisiert ist, sollen gemeinsam fiir den Zilienschlag verantwortlich sein. Chromogra-
ninA hat demnach die Funktion eines Ca**-Speichers und InsPsR ist ein Ca*" Kanal, der fiir

dessen Freisetzung verantwortlich ist (Steffl et al., 2003).
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Comer (1998a) konnte mit Hilfe zweier spezifischer Antikorper zilientragende und sekretori-
sche Zellen in der Kultur differenzieren. Das HMFG-2 (Human Milk Fat Globule-2) reagiert
positiv mit dem Zytoplasma der sekretorischen Zellen. Ein anderer Antikdrper, der LhS28 er-
kennt hingegen ein Antigen der Basalkorperchen und fungiert somit als Marker von differen-
zierten, zilientragenden Zellen. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass eine positive
Reaktion mit dem MIB-1 Antikérper nur bei den mit HMFG-2 reagierenden Zellen entdeckt
wurde. Daraus ldsst sich schlieBen, dass nur die sekretorischen Zellen eine proliferative Akti-

vitdt aufweisen (Comer et al., 1998b).

2.2.3 Ultrastrukturelle Morphologie der kultivierten Eileiterepithelzellen

Elektronenmikroskopische Studien wurden unter anderen bereits von bovinen (Gomez und
Uria, 1997; Walter, 1995) und von humanen (Kervancioglu et al., 1994; Takeuchi et al., 1991)
Eileiterepithelzellen verdffentlicht. Kervancioglu et al. (1994) haben in ihren Untersuchungen
polarisierte Primérkulturen mit nicht polarisierten Subkulturen transmissionselektronenmikros-

kopisch verglichen.

Adhérente Eileiterepithelzellen sind tiber Desmosomen miteinander verbunden (Walter, 1995)
(Takeuchi et al., 1991). Kervancioglu et al. (1994) beschreiben, dass in einer Sekundarkultur
zwischen benachbarten Zellen weniger Desmosomen ausgebildet werden als in der Primérkul-
tur. Die Zellform ist in der Primérkultur sdulenférmig, der Zellkern liegt basal. In der Sekun-
dérkultur erscheinen die Zellen hingegen flach. Weiter sind Lipidtropfen im Zytoplasma
vorhanden (Kervancioglu et al., 1994).

An der apikalen Zelloberfliche weisen adhirente Kulturzellen weiterhin zahlreiche Mikrovilli
mit einer ausgeprigten Glykokalix auf (Takeuchi et al., 1991; Walter, 1995). Kervancioglu et
al. (1994) beschreiben das Vorkommen von Mikrovilli lediglich in der Primérkultur.

An der lateralen Zellmembran schieben sich Falten und Einbuchtungen fingerformig ineinan-
der. Auch ,tight-*“ und ,,adhering junctions* sind zwischen benachbarten Zellen vorhanden.
Nach 7 Tagen in Kultur konnten weder Zilien noch Basalkdrperchen nachgewiesen werden
(Takeuchi et al., 1991; Walter, 1995).

Uber die Prisenz von sekretorischen Granula gibt es unterschiedliche Meinungen. Wihrend
Walter (1995) in einer 7 Tage alten Kultur keine Granula findet, beschreiben Takeuchi et al.
(1991) zahlreiche Granula in den Epithelzellen nach 10-tdgiger Kulturdauer. Kervancioglu et

al. (1994) finden sogar in einer Sekundérkultur noch viele sekretorische Granula. In der polari-
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sierten Primérkultur sind diese hauptséchlich im apikalen Zytoplasma lokalisiert
(Kervancioglu et al., 1994).

Mikrofilamente sind im gesamten Zytoplasma mehr oder weniger gleichmifig verteilt. Sie
héufen sich jedoch in der Néhe der apikalen und basalen Membran (Walter, 1995).

Wihrend Walter (1995) und Kervancioglu et al. (1994) Organellenreichtum der Kulturzellen
beschreiben, finden Takeuchi et al. (1991) neben dem rER nur sehr wenige Organellen. Nach
Walter (1995) beinhalten die meisten Zellen Glycogenansammlungen. Die Zellkerne sind un-
auffillig (Walter, 1995). Takeuchi et al. (1991) beschreiben sie als stark euchromatisch.

Die Zellen weisen pinocytotische Vesikel sowohl apikal als auch basal auf (Walter, 1995).

Frei schwimmende Zellaggregate haben unterschiedliche GréBen. Die Zellen sind einschichtig
und polarisiert. [hre ehemals apikale Zelloberfldche zeigt nach auflen. Zwischen benachbarten
Zellen sind apikal Schlussleisten ausgebildet. Lateral sind die Zellzwischenrdume weitrdumig,
und werden von fingerformigen Ausstiilpungen der Zellen durchzogen. Die Differenzierung in
zilientragende und sekretorische Zellen bleibt erhalten. Eine leichte Tendenz zur Dedifferen-
zierung kann nach 12 Tagen in Kultur beobachtet werden. Die Anzahl der zilientragenden Zel-

len und der sekretorischen Granula nimmt ab (Walter, 1995).

2.2.4 Hormonelle Einfliisse auf kultivierte Eileiterepithelzellen

Hoshi und Oikawa (1992) fanden heraus, dass der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) allein oder in Kombination die Proliferation von BOEC
fordern, wihrend der ,,transforming groth factor-f3;* (TGF-,) sie stark hemmt. TGF-f3,
blockiert zudem die Wirkungen von EGF und FGF. Bovines Insulin, bovines Transferrin,
Ostradiol-17-B (E), Progesteron (P), Follikel stimulierendes Hormon (FSH), Luteinisierendes
Hormon (LH) und bovines Serumalbumin haben keinen signifikanten Einflul} auf das Zell-
wachstum in Kulturen (Hoshi und Oikawa, 1992).

In den Untersuchungen von Witkowska (1979) wurde demonstriert, dass Ostrogene, Progeste-
ron, Testosteron (T) und LH die Enzymaktivititen von BOEC beeinflussen. So wird z.B. durch
Ostrogen und Testosteron die Bionsynthese von Steroiden verstirkt und der Lipidgehalt der
Zellen erhoht. Ostrogen, Progesteron und LH verstirken die Aktivitit der alkalischen Phospha-
tase und fithren zur Einlagerung von Glykogen in die Zellen (Witkowska, 1979).

Takeuchi et al. (1991) untersuchten den Einflull von EGF, FGF, Insulin, Estradiol-17f und

Progesteron auf humane kultivierte Eileiterepithelzellen. Eine Zugabe von EGF hat anfangs
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keinen Effekt auf die Kultur. Nach ca. 7 Tagen fiihrt die EGF-Supplementation zu einem ver-
stiarkten Zellwachstum und zu einer grofBeren Zelldichte. Progesteron hingegen scheint eine
Tendenz zur Hemmung des Zellwachstums der Eileiterepithelzellen zu haben. Die anderen
Zusitze zeigen keinen EinfluBl auf die Kultur (Takeuchi et al., 1991).

Comer (1998a) untersuchte den EinfluB von Ostrogen auf eine FEileiterepithelzellkultur die
nach seinen Angaben bereits dedifferenziert war. Die Zellen dieser Kultur reagieren positiv
mit einem Marker fiir sekretorische Zellen (HFMG). Nach einer Ostrogensupplementierung
reagiert ein bestimmter Anteil Zellen mit einem Marker fiir zilientragende Zellen (LhS28).
Daraus wird geschlussfolgert, dass Ostrogen die Differenzierung einer sekretorischen Vorl4u-
ferzelle zu einer zilientragenden Zelle fordert (Comer et al., 1998a). Bereits in fritheren Unter-
suchungen am Eileiter wurden Differenzierungsvorginge in Zusammenhang mit Ostrogen
gebracht (Abe und Oikawa, 1989). Keinen Einfluss hat das Ostrogen auf die Expression von
Zytokeratinen und von Hormonrezeptoren (Comer et al., 1998a).

Der Pléttchen aktivierende Faktor (PAF) induziert bei Eileiterepithelzellen des Hamsters einen
Zilienschlag in vitro (Harper, 1989). Der PAF-Rezeptor konnte beim Rind auf der Zellmem-
bran und im Zytoplasma nachgewiesen werden. Bei den Zellen, die einem tréchtigen oder
nicht trachtigen Tier des Zyklustages 2-4 entnommen wurden, ist die Reaktion stérker als bei
Zellen, die den Zyklustagen 12-20 entstammen (Tiemann et al., 2001). PAF verursacht eine
Erhéhung des intrazelluldren Ca®-Spiegels in epithelialen und stromalen Zellen des bovinen
Ovidukts (Tiemann und Hansen, 1995). Die Proliferation von bovinen Eileiterepithel- und

-stromazellen wird ebenfalls durch PAF gefordert (Tiemann et al., 1999).

2.2.5 Zelllinien von Eileiterepithelzellen

Unter einer Zelllinie versteht man eine Zellpopulationen, die auf definiertes Ausgangsmaterial
zuriickzufiihren ist und somit spezifische Eigenschaften besitzt. Eine permanente Zelllinie
kann tiber sehr lange Zeit kultiviert werden (Wiesner und Ribbeck, 2000). Da Zellkulturen mit
der Zeit der Dedifferenzierung unterliegen, bieten permanente Zelllinien einen Vorteil, da ihre
Eigenschaften konstant erhalten bleiben. Neues Gewebe fiir herkdmmliche Kulturen ist nicht
standig erhiltlich und die Isolation héufig technisch aufwendig. AuBBerdem haben Primérkultu-
ren den Nachteil, dass die Ergebnisse durch die biologische Varianz der Gewebe verschiedener
Tiere starker schwanken (Ando et al., 2000). Es wurden bereits verschiedene permanente Zell-
linien von humanen oviduktalen Epithelzellen durch Immortalisation mit Viren hergestellt

(Ando et al., 2000; Lee et al., 2001). Diese permanenten Zelllinien haben vor allem in Kokul-
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turen mit Embryonen gro3en Nutzen. Die Entwicklung der Embryonen wird positiv beein-
flusst. Die Eileiterepithelzellen sezernieren embryotrophe Faktoren nicht nur unter in vivo Be-
dingungen, sondern auch in Kultur. Zudem ist die Anzahl der Kulturzellen beim Arbeiten mit
permanenten Zelllinien leicht konstant zu halten (Ando et al., 2000).

Einige Zelllinien aus dem Eileiterepithel behalten ihre in vivo Eigenschaften, wie z.B. die Ex-
pression von Zytokeratin 19 und ERa, iiber mindestens 50 Passagen bei (Lee et al., 2001). Die
Expression von Zytokeratin 7 sowie das Vorhandensein von Zellverbindungen, Mikrovilli und
Kinozilien (Ando et al., 2000) war nach vielen Passagen noch zu verzeichnen.

Wihrend Ando et al. (2000) eine zilientragende Zelllinie des Eileiterepithels erstellten, expri-
mierten die Zellen von Lee et al. (Lee et al., 2001) das humane oviduktspezifische Glykopro-
tein. Dieses kann ausschlieBlich den sekretorischen Epithelzellen zugeordnet werden (Comer
et al., 1998a).

Die Zilienbildung wird nach lingerer Zeit unter Ostrogenstimulation erreicht (Ando et al.,
2000). Schon Comer et al. (1998a) befassten sich ausgiebig mit der Frage, ob die zilientragen-
den Zellen aus Zellen des sekretorischen Typs durch Differenzierung hervorgehen, oder ob sie
eine eigene Zellart darstellen. Es ist nach wie vor unklar, ob die zilientragenden Zellen aus der
Kultur verschwinden, weil sie nicht in der Lage sind, sich anzuheften oder ob die Zellen einen
Verlust der Zilien aufweisen und somit einer Dedifferenzierung unterliegen (Ando et al.,
2000).

Umezu et al. (2003) erstellten klonale Zelllinien aus Eileitergewebe von p53-defizienten Méau-
sen. Dabei wurden epitheliale und fibroblastische Klone getrennt geschaffen, die alle ERa und
PR exprimierten. In einem der epithelialen Klone konnte das Gen des oviduktspezifischen
Glykoproteins der Maus identifiziert werden. Es wird durch Ostrogensupplementierung stimu-
liert und durch Progesteron gehemmt. In anderen Klonen wird ein fiir zilientragende Zellen
spezifisches Gen exprimiert. Beide genannten Gene treten nie im gleichen Klon auf. Das legt
die Vermutung nahe, dass das Eileiterepithel aus zwei funktionell festgelegten Zellpopulatio-

nen, den zilientragenden und den sekretorischen Zellen besteht.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Fiir die Untersuchungen wurden Eileiter von Kiihen der Rasse Deutsches Fleckvieh verwen-
det. Das Gewebe wurde spétestens 20 Minuten nach der Schlachtung der Tiere auf dem stidti-
schen Schlachthof Miinchen entnommen. Ausgewihlt wurden nur Eileiter von Kiihen, die kei-
ne zystischen Verdnderungen an den Ovarien oder andere sichtbare pathologische Verinde-
rungen am gesamten inneren Reproduktionstrakt aufwiesen. Zur Beurteilung der Zyklussta-
dien wurden makroskopische Kriterien herangezogen (Nickel et al., 1987; Riisse und Sino-
watz, 2002). Um eine zweifelsfreie Zuordnung zu den Zyklusstadien moglich zu machen, er-
folgte die Probennahme nur bei eindeutigem ovariellen und uterinen Befund. Der ipsi- und
contralaterale Eileiter wurden anhand des Ovarbefunds definiert.

Der zweite Teil der Proben entstammt Férsen, die mittels Brunstsynchronisation in eindeutig
definierbare Zyklusstadien gebracht wurden. Die Uberpriifung des jeweiligen Stadiums erfolg-
te hierbei mittels Sonographie des Ovars 48 bis 2 Stunden vor der Schlachtung in Intervallen.
Diese Untersuchungen wurden durch die makroskopischen Befunde an Ovar und Uterus besti-

tigt.
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Tabelle 2: Verwendete Eileiterproben
Isthmus Ampulla Infundibulum UuTJ
170/98 ipsi 171/98 ipsi
326/03 ipsi 325/03 ipsi
34/03 ipsi 33/99 ipsi
Proostrus 834/03 ipsi
401/03 ipsi
204/04 ipsi 203/04 ipsi
86/04 ipsi 87/04 ipsi
25/99 ipsi, |28/99 ipsi,
644/02 ipsi 642/02 ipsi,
Ostrus 616/02 ipsi  |614/02 ipsi
473/04 ipsi 471/04 ipsi
472/04 contra |470/04 contra
203/03 ipsi 202/03 ipsi
495/03 ipsi 494/03 ipsi
519/03 ipsi 518/03 ipsi
Metostrus [859/03 ipsi 858/03 ipsi 857/03 ipsi 860/03 ipsi
864/03 contra [862/03 contra
874/03 ipsi 873/03 ipsi
878/02 contra [877/03 contra
683/03 ipsi 681/02 ipsi
700/02 ipsi 699/02 ipsi
491/02 ipsi 490/02 ipsi
Didstrus o o Tipst 21304 ipsi
892/03 ipsi
887/03 contra
Friiher 898/03 ipsi
Diéstrus (d 6) 903/03 contra
Trichtig (d 8) 377/03 contra

UTJ: uterotubaler Ubergang
ipsi: ipsilateraler Eileiter

contra: contralateraler Eileiter

3.2 Untersuchungen am Eileiter ex vivo

3.2.1 Entnahme und Priparation der Proben

Nach der Entnahme der Eileiter wurde das umgebende Bindegewebe entfernt und das Organ in

voller Lange ausgebreitet, um so die priazise Unterteilung der Segmente (Ampulla, Isthmus,

Infundibulum und uterotubale Verbindung) durchfiihren zu kdnnen. Zur Orientierung dienten

dabei der Eileiterdurchmesser sowie die Elastizitit und Firbung der Wand. Am Ubergang vom

Isthmus zur Ampulla haben wir zur Sicherheit ca. 2 cm des Eileiters herausgetrennt und ver-

worfen, um eine klare Trennung beider Segmente zu gewéhrleisten und so eindeutige Proben

zu erhalten.
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3.2.2 Fixierung und Probenaufbereitung fiir die Lichtmikroskopie

Die Proben der einzelnen Segmente wurden in Bouin-Losung fiir die Lichtmikroskopie fixiert.
Bereits am Schlachthof wurden die Proben mit einer Seitenldnge von ca. 0,5 - 1 cm zurechtge-
schnitten und anschlieBend fiir 24 Stunden in Bouin-Losung fixiert. Am folgenden Tag wurden
die Proben in 70 %iges Ethanol eingelegt, welches dreimal im Abstand von 24 Stunden erneu-
ert wurde.

Im Einbettungsautomaten (Shandon Duplex Processor, Fa. Reichert-Jung, Wien/ Osterreich)
erfolgte iiber eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 80%, 96%, Isopropanol) und Xylol die
Entwisserung der Proben sowie die Einbettung in Paraplast® (Roth, Karlsruhe) iiber eine Dau-
er von 24 Stunden. Anschlieend wurden die Proben mit Hilfe des Histostat-Tissue-
Embedding Centers (Fa. Reichert-Jung, Wien/Osterreich) in Paraplastbldcke gegossen und bei
4°C ausgekiihlt. Von jedem Block wurden mit dem Rotationsmikrotom Typ 1516 (Fa. Leitz
GmbH, Wetzlar) 5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf unbeschichtete (SuperFrost™) sowie
beschichtete (SuperFrostUltraPlus” adhisiv) Objekttriger aufgezogen (beide Fa. Menzel-
Glaser).

3.2.3 Histologische Firbungen

Bei allen nun folgenden Férbungen wurden die Schnitte zuerst in der absteigenden Alkohol-
reihe entparaffiniert (2 x 10 min Xylol, kurz durchschwenken in 2 x Isopropanol, 96 % Etha-
nol, 70 % Ethanol, A. dest).

Nach Durchfiihrung der entsprechenden Farbung wurden die Schnitte dann in einer aufstei-
genden Alkoholreihe entwissert (Ethanol 70 %, Ethanol 96 %, 2 x Isopropanol 2 x 10 min
Xylol) und mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG) eingedeckt.

Zur Ubersicht wurde von allen Blocken zuerst ein Schnitt H.E. gefirbt. Bei der Himatoxylin-

Eosin-Farbung heben sich die Kerne blau vom tiibrigen kriftig rosaroten Gewebe ab.

Bei der Periodic-Acid-Schiff-Reaktion nach McManus (PAS) werden alle komplexen Kohlen-
hydrate nachgewiesen, sie erscheinen rosa bis violett. Die Kerne werden mit Himalaun blau

gegengefarbt.
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Tabelle 3: Bewertungsschema der PAS-Reaktion

negativ keine Féarbung -
unklare Reaktion heller Farbschleier +
schwach positiv spezifische aber schwache Farbung +
deutlich positiv deutliche Fiarbung ++
stark positiv kréftige, leuchtende Rot-Féarbung +++

Die Trichromfarbung nach MASSON und GOLDNER lisst die Kerne durch das Eisenhdma-
toxylin nach Weigert braun bis schwarz erscheinen. Das Zytoplasma farbt sich ziegelrot, die
Erythrozyten zeigen sich orange wihrend Bindegewebe und Schleim eine griine Farbung an-
nehmen.

Einen Nachweis fiir saure Mukosubstanzen erlaubt die Alcianblaufarbung. Sie wird parallel
bei zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt, um Karboxyl- (bei pH 2,5) von Sulfatgrup-
pen (bei pH 1,0) unterscheiden zu konnen. Bei einer positiven Reaktion erscheinen die jewei-
ligen Mukosubstanzen leuchtend blau, wéahrend sich die Kerne in hellem Rot absetzen. Der
Hintergrund stellt sich zartrosa dar.

Bei der Silberimpriagnation nach Gomori schligt sich Silber durch Reduktion von Silbersalzl6-
sungen an argyrophilen Fasern nieder. Deshalb heben sich retikuldre Fasern tiefschwarz ab,
kollagene Fasern sind braunlich oder grauschwarz impragniert. Breite Biindel kollagener Fa-
sern erscheinen meist in braunviolettem Ton. Kerne und zytoplasmatische Granula sind briun-
lich bis schwarz geférbt.

Alle Farbungen wurden nach Romeis, ,,Mikroskopische Farbungen durchgefiihrt (Romeis,
1989), die Zusammensetzung der Losungen ist im Anhang detailliert aufgefiihrt.

Die Auswertung und fotografische Dokumentation erfolgten im Leitz Aristoplan Mikroskop
(Leitz GmbH, Wetzlar) gekoppelt mit der Canon Powershot A95 - Digitalkamera (5,0 Mega-
pixel).

3.2.4 Immunhistochemische Untersuchungen

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die in Bouin-Losung fixierten Prépa-
rate verwendet. Eine Entparaffinierung fand in Xylol {iber eine absteigende Alkoholreihe statt
(siehe auch 3.2.3 ). Die verschiedenen Inkubationen erfolgten in einer feuchten Kammer.

Es wurden unterschiedliche Vorbehandlungen durchgefiihrt, um maskierte Antigene freizule-

gen (siche Tabelle).
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ABC-Methode:

e Diese Methode beginnt mit der Hemmung der endogene Peroxidase, damit das endogen
vorhandene Enzym spéter nicht mit dem Diaminobenzidin reagieren kann. Dazu wurde
Hydrogenperoxid (30 %) im Verhéltnis 1:3 mit A. dest verdiinnt und fiir 10 min inkubiert.

e Danach wurden die Priparate 10 Minuten lang mit flieBendem Leitungswasser gespiilt.

e Um unspezifische Bindungen des Antikorpers an Proteine zu verhindern wurde an-
schlieBend Dako-Protein-Block-Serum-Free (Dako, Heidelberg) aufgetraufelt.

e Nach 10 miniitiger Inkubation wurde der Proteinblocker nur abgegossen (nicht mit PBS
gesplilt) und der mit Dako-Antibody-Diluent (Dako, Heidelberg) verdiinnte Priméranti-
korper aufgetragen.

e Nach der entsprechenden Inkubation des verdiinnten Antikorpers (siehe Tabelle) wurden
die Priparate dreimal fiir jeweils 5 Minuten mit PBS, pH 7,4 - 7,6 gespiilt.

e Der entsprechende biotinmarkierte Sekundarantikorper wurde aufgetragen, die Inkuba-
tionszeit betrug 30 oder 60 Minuten (siche Tabelle) bei Raumtemperatur.

o Es folgte das Auftragen des Streptavidin-Biotin-Horseradish-Peroxidase-Complex (=AB-
Komplex, Dako, Heidelberg) Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Dieser AB-Komplex bindet an den Sekundérantikorper, weil das Avidin (ein Glykoprotein
aus dem HiihnereiweiB}) eine sehr starke Affinitdt zum Biotin des Sekundérantikorpers hat.

e Die Priparate wurden dreimal fiir jeweils 5 min mit PBS gespiilt.

e Es wurde DAB (3,3-Diamino-benzidin; Kem-En-Tec Diagnostics, Kopenhagen) aufgetra-
gen, welches mit der Peroxidase des AB-Komplex reagiert. An den entsprechenden Stellen
mit positiver Reaktion entsteht eine braune Farbung.

e Die Priparate wurden griindlich mit Leitungswasser gespiilt und die Zellkerne in der Regel
mit Himalaun gegengefarbt. Anschlieend wurde erneut fiir 10 min mit flieBendem Lei-
tungswasser gespiilt.

e AbschlieBend wurden die fertigen Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwés-
sert (kurz Alkohol 70 %, 96 %, 2 x Isopropanol dann 10 min und 30 min Xylol) und aus
dem Xylol mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG) eingedeckt.

42



Material und Methoden

APAAP-Methode:

e Nach der entsprechenden Vorbehandlung wurden die Praparate dreimal fiir jeweils fiinf
Minuten in Tris-Puffer, pH 7,4 - 7,6 gespiilt.

e Der Primérantikorper wurde mit dem Dako-Antibody-Diluent (Dako, Heidelberg) entspre-
chend verdiinnt (siche Tabelle) und aufgetragen.

e Nach jeweiliger Inkubationszeit und -temperatur des Antikorpers (siche Tabelle) wurden
die Priparate erneut dreimal fiir jeweils 5 min mit Tris-Puffer, pH 7,4 - 7,6 gespiilt.

e Der Sekundérantikorper (sieche Tabelle) wurde in Tris-Puffer gelost und aufgetragen.

e Nach der Inkubation wurde erneut dreimal flir 5 min mit Tris-Puffer pH 7,4 - 7,6 gespiilt.

e Der APAAP-Mouse-Monoclonal-Komplex (Dako, Heidelberg) wurde aufgetragen und 30
Minuten inkubiert.

e Die Praparate wurden erneut dreimal fiir jeweils 5 min mit Tris-Puffer pH 7,4 - 7,6 ge-
spult.

¢ Die letzten vier Punkte wurden wie oben beschrieben wiederholt.

o Der Farbstoff Fast-Red (F4648, Sigma, Deisenhofen) wurde aufgetragen und fiir 10-20
min inkubiert.

e AnschlieBend wurden die Priparate wieder dreimal fiir jeweils 5 min mit Tris-Puffer pH
7,4 - 7,6 gespiilt.

e Dann wurde zusétzlich mit flieBendem Leitungswasser flir 5 min gespiilt.

e Teilweise wurde eine Kerngegenfarbung mit Himalaun durchgefiihrt und danach fiir 10
min mit flieBendem Leitungswasser gespiilt.

e Die Praparate wurden aus dem Wasser mit Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt)
eingedeckt.

Auswertung und fotografische Dokumentation erfolgten am Leitz Aristoplan Mikroskop (Leitz

GmbH, Wetzlar), an das eine Canon-Powershot A95 - Digitalkamera angeschlossen war.
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Fluoreszenz-Markierung:

Die entsprechenden Vorbehandlungen wurden durchgefiihrt (siche Tabelle).

Der Primérantikdrper wurde mit dem Dako-Antibody-Diluent (Dako, Heidelberg) entspre-
chend verdiinnt (siche Tabelle), aufgetragen und in einer feuchten Kammer inkubiert.

Die Préparate wurden 3 mal fiir jeweils 5 Minuten in PBS gespiilt, anschlieend direkt der
Fluoreszenzmarkierte Sekundirantikorper (TRITC oder FITC) in entsprechender Verdiin-
nung mit PBS aufgetragen und unter Lichtabschluf3 inkubiert (siche Tabelle).

Nach kurzem Spiilen in PBS wurde eine Kernfarbung mit DAPI (Hoechst, Frankfurt /
Main) durchgefiihrt. Als Verdiinnung wurde 1:1000 mit PBS gewihlt, die Inkubation be-
trug 5 min.

Unter Lichtabschlufl wurden die Préparate dreimal fiir jeweils 5 min mit PBS und an-
schlieBend fiir 5 min mit A. dest gespiilt.

Die Priparate wurden mit Gel/ Mount® (Biomeda, Foster City, USA) eingedeckt und unter
Lichtabschluf3 im Kiihlschrank (8 °C) aufbewahrt.

Die Auswertung und Dokumentation erfolgten am Confokalen Laser Scanning Mikroskop

LSM 510-Meta (Zeiss, Jena).
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Tabelle 4: Verwendete Antikorper und Inkubationsbedingungen
Primir- Verdiinnung, |AK-liefernde|Hersteller [Sek-AK, Positiv- |Vorbehandlung (Methode
Antikérper |Inkubation |Tierart (Primir-AK)|(Verdiinnung, (kon-
Inkubation) (trolle
Panzyto- 1:100, Maus Biocarta Darm Trypsin ABC und
keratin iiber Nacht (San Diego; (Sigma, Deisen- |Fluoreszenz
(monoklonal) |bei 4°C USA) hofen), (TRITC)1)
. fiir 30 min
Antl-Maus IegG bei RT
Vimentin 1:500, Maus blot.yom Darm Protease 0,1% [ABC
(monoklonal) |iiber Nacht Kgnlnchen (Sigma, Deisen-
bei 4°C (Slgma’ hofen),
Dako Deisenhofen) . .
(Heidelberg) |Verd: 1:300 ﬁlr. 15 min
U bei RT
a-SMA 1:40, Maus f‘ur. 30 min Darm keine ABC
(monoklonal) |1h bei RT bei RT
Progesteron- |1:400, Maus Beckman- Uterus . ABC und
.. Hitzebehand-
rezeptor iiber Nacht Coulter ) Fluoreszenz
(monoklonal) |bei 4°C (Krefeld) lu‘fr 1 dlelr (TRITC)1)
Estrogen- 1:200, Kaninchen [Santa Cruz Uterus I;/I:na;)g; Ser’nin ABC und
rezeptor iiber Nacht (Kalifornien, im Citratpuffer Floureszenz
(polyklonal) |bei 4°C USA) (FITC)2)
Laminin 1:500, Kaninchen |Serotec Anti- Hoden Protease 0,1% |ABC
(polyklonal) |iiber Nacht (Disseldorf) |y hinchen (Sigma, Deisen-
bei 4°C IgG biot. vom hofen),
Schwein fiir 15 min
(Dako, bei RT
S100 1:400, Kaninchen |Dako Heidelberg) Uterus keine ABC
(polyklonal) |30 min (Heidelberg) Verd - 1 :400 (Driisen-
bei RT fir 30 min epithel)
Chromo- 1:400, Kaninchen |Dako bei RT Tracheal {Hitzebehand- ABC
granin A tiber Nacht bei (Heidelberg) epithel [lung in der
(polyklonal) |4°C Mikrowelle,
2 mal 5 min
im Citratpuffer
Ki-67 bzw. |[1:50, Maus Dako Anti-Maus Darm, Hitzebehand- APAAP
MIB 1h bei RT (Heidelberg) |1gG biot. vom [Uterus [lung in der
(monoklonal) Kaninchen Mikrowelle,
(Sigma, 3 mal 5 min
Deisenhofen) im Dako-Puffer
Verd: 1:25 (Dako,
fiir 30 min Heidelberg)
bei RT
Caspase-3 1:150, Kaninchen |Biosciences |Anti- Darm, Hitzebehand- ABC
(polyklonal) |1h bei RT (Pharmingen) |Kaninchen, Uterus  |lung in der (mit Vektor-
Vektor-Elite- Mikrowelle, Elite-Kit,
Kit 3 mal 5 min Biosciences,
(Biosciences, im Biologo- Pharmingen)
Pharmingen) Puffer
(Biosciences,
Pharmingen)

1) Anti-Maus aus dem Kaninchen, TRITC-markiert, Verdiinnung 1:40 (Dako 166, Heidelberg)
2) Anti-Kaninchen aus der Ziege, IgG (H+L), FITC-markiert, Verdiinnung 1:400 (Vektor, 164, Biosciences,

Pharmingen)
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3.2.5 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen

Elektronenmikroskopisch wurden Proben aus der Ampulla untersucht.

Die Proben mit einer Seitenldnge von ca. 2 mm wurden iiber Nacht in die Fixierungslosung
nach Karnovsky gegeben und im Kiihlschrank aufbewahrt (Karnovsky, 1975).

Am néichsten Tag wurden die Préparate dreimal jeweils flir 20 Minuten mit 0,1M Cacodylat-
Puffer (pH 7,4) gewaschen. Anschlieend wurden sie mit Osmiumtetroxid (1%)-
Kaliumferrocyanid (1,5%) nachfixiert (2 Stunden bei 4°C unter Lichtabschlu3) und nochmals
dreimal je 20 Minuten in Cacodylat-Puffer 0,1M gewaschen.

In einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 50%, 70%, 90% je 30 min, absoluter Ethanol
drei mal 30 min) wurden die Proben dann entwissert und schrittweise in Epon eingebettet (2
mal 15 min in Propylenoxid, 1 h in Propylen-Epon-Gemisch (2:1), iiber Nacht in Propylen-
Epon-Gemisch (1:1), 30 min reines Epon).

AbschlieBend wurden sie in Gelatinekapseln eingebettet. Die Polymerisierung der Blocke er-
folgte bei 60°C iiber 24 Stunden.

Am Ultramikrotom (Ultracut E, Fa. Reichert-Jung, Wien) wurden 1pum dicke Semidiinn-
schnitte angefertigt. Diese wurden zur Ubersicht mit Methylen-Blau nach Richardson gefirbt.
Dadurch konnten die Proben bereits hinsichtlich der Erhaltung morphologischer Charakteristi-
ka untersucht werden. War dies gegeben, wurden die entsprechenden Blocke ultradiinn (60
nm) geschnitten und auf Kupfer Grids aufgezogen. Es folgte eine Nachkontrastierung der
Ultradiinnschnitte mit einer wissrigen Losung aus Uranylacetat (5 min) und einer Bleicitrat-

16sung nach Reynolds (Reynolds, 1962).

3.2.6 Gewinnung und Auswertung morphometrischer Daten

Die Epithel- und Kerngréf8en wurden mit Hilfe eines Messokulars bestimmt. Die Einheiten des
Messokulars wurden mit einem in pm skalierten Objekttrager abgeglichen und umgerechnet.
Die Auszihlung der Zellen erfolgte in einer 8 mal 40er VergroBerung mit Hilfe eines Plan-
quadrates mit den Kantenldngen von 0,2 mm X 0,2 mm. Bei den immunhistochemischen
Nachweisen der Hormonrezeptoren (Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor) wurden die
Zellkerne in drei Reaktionsgruppen eingeteilt: 1. negativ (--), 2. positiv (+), 3. intensiv positiv
(++ und +++). Die Zellzahlen wurden in jeweils fiinf Planquadraten bestimmit.

Im Versuch mit dem MIB-1-Antikorper wurde lediglich die absolute Anzahl Ki-67 positiver
Zellen pro Planquadrat ermittelt. Dazu wurden pro Schnitt 10 Planquadrate ausgezéhlt und der

Mittelwert berechnet.
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Auch bei den immunhistochemischen Untersuchungen der Zellen aus der Suspensionskultur
wurden die absoluten Zahlen positiv reagierender Zellen in 10 Planquadraten bestimmt und
der Durchschnitt ermittelt. Es handelte sich hierbei um die Auswertung der Versuche mit den
Antikdrpern gegen Vimentin, Ki-67, Progesteronrezeptor und Ostrogenrezeptor a. Des Weite-
ren wurde ebenfalls die durchschnittliche Anzahl pyknotischer Kerne pro Planquadrat ausge-

zahlt.

Die graphische Darstellung der morphometrischen Daten erfolgte mit Hilfe der Programme
SPSS und Excel fiir Windows. Diese Darstellung erhebt lediglich den Anspruch auf eine
Visualisierung der Zahlen und soll die Ergebnisse verdeutlichen.

Aufgrund der geringen Probenmenge von n = 3, die sowohl in den Untersuchungen am Eileiter
ex vivo als auch bei der Sphiroid-Zellkultur vorhanden waren, haben wir grundsétzlich auf
eine statistische Auswertung verzichtet.

Die zyklischen Verdnderungen der Expressionsstirke der Rezeptoren sind nicht mit der An-
zahl positiver Kerne gleichzusetzen, da unterschiedlich starke Immunreaktionen stattfinden.
Um die Expression graphisch darstellen und verdeutlichen zu konnen, wurde die Zahl stark
immunpositiver Zellen mit dem Faktor zwei multipliziert und die einfach positiven Kerne ad-

diert.

3.3 Untersuchungen an kultivierten, bovinen Eileiterepithelzellen (BOEC)

3.3.1 Entnahme, Praparation und Transport des Probenmaterials

Die Auswahl des Materials erfolgte nach den Kriterien, die in 3.1 bereits beschrieben worden
sind. Es wurden fiir die Zellkultur nur Eileiter von Kiihen im Ostrus bis frithen Didstrus aus-
gewihlt. Dabei wurde der weibliche Reproduktionstrakt vom Uterus bis zu den Ovarien mog-
lichst sauber, grob abgesetzt. Mit einem sterilen Faden wurde der Eileiter anschlieend am
Infundibulum und am uterotubalen Ubergang abgebunden. Die Enden wurden dann sauber
abgeschnitten und das Organ vom umgebenden Bindegewebe soweit wie moglich befreit. Um
eine Kontamination mdglichst gering zu halten, wurde der Eileiter mit PBS + 1% Penicel-
lin/Streptomycin (P/S) gewaschen. Der Transport erfolgte in frischem PBS + P/S in 50 ml
Zentrifugenréhrchen (ZFR) auf Eis.
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3.3.2 Isolierung, Reinigung und Aussaat der bovinen Eileiterepithelzellen

Spétestens drei Stunden nach Entnahme wurden die Eileiter im Labor aus dem Transportmedi-
um entnommen und in PBS + P/S erneut gewaschen. Um eine Kontamination der Kultur mit
Fibroblasten und Endothelzellen zu minimieren wurde das restliche Bindegewebe nun sorgfal-
tig entfernt. Dabei wurde der Eileiter auf einem mit sterilisierter Alufolie iiberspannten Styro-
porbrett mit Nadeln fest geheftet und mit PBS + P/S feucht gehalten. An den Ligaturen wurde
der Eileiter abgesetzt und kurz mit geringem Druck mit PBS + P/S gespiilt. Das Organ wurde
nun in ca. 3 cm lange Teile geschnitten. Mit einer Schnabelpinzette wurden die Epithelzellen
dann in eine Petrischale (& 35 mm) mit ca. 3 ml Isoliermedium ausgestrichen. Dazu wurde das
Hohlorgan nichts ldngs gedffnet, sondern die Pinzette auBBen am Eileiter von der UTJ in Rich-
tung der Ampulla entlanggefiihrt. Die ausgestrichenen Epithelzellklumpen wurden zur mecha-
nischen Zerkleinerung mehrmals durch eine 22 G Kaniile aufgezogen.

Anschliefend wurde das isolierte Material zur Reinigung in 15 ml ZFR bei 1050 U / min
(=200 G) fiir 5 min zentrifugiert (Labofuge GL, Heraeus, Hanau) und der Uberstand mit Blut-
resten und Schleim abgenommen.

Die Zellen wurden zunéchst fiir ca. 2 Stunden in frischem Anzuchtmedium vorinkubiert. Da
sich die Fibroblasten schneller als die Epithelzellen am Boden der Petrischale anheften, kon-
nen sie mit diesem Schritt dezimiert werden. Die Zellsuspension wurde dann vorsichtig ent-
nommen, gemischt und tropfenweise in eine 24-Loch-Platte auf Glasplédttchen bzw. in eine
6-Loch-Platte verteilt.

Bei einigen Isolierungen wurden definierte Zellmengen ausgesdht. Dazu wurde die Zellanzahl
einer Referenzprobe ausgezéhlt. Zundchst mussten die Zellaggregate in Einzelzellen aufgeldst
werden. Dies erfolgte mittels 30 miniitiger Inkubation mit Trypsin (0,25% Trypsin EDTA,
Sigma, Deisenhofen) bei 37°C im Wasserbad. Dann wurden die Zellen der Referenzprobe mit
einer definierten Menge Medium gemischt, mit Trypanblauldsung, 0,4% (Sigma, Deisenhofen)
gefdarbt und mittels Neubauer Zédhlkammer (GLW, Wiirzburg) die lebenden Zellen ausgezihilt.
Die Zellkonzentration wurde mit den verschiedenen Verdiinnungsfaktoren bestimmt, so daf3
eine definierte Zellmenge ausgesiht werden konnte. Die Zahlung erfolgte am Invert-

Mikroskop Diavert (Leitz GmbH, Wetzlar).

Es wurden Vorversuche mit den Medien DMEM und dem Medium 199 (TCM) durchgefiihrt.
Bei der Anzucht mit DMEM-Medium konnte eine verstirkte Fibroblastenproliferation be-

obachtet werden. Dieses wurde durch immunhistochemische Vergleichsuntersuchungen von
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Kulturen mit TCM bzw. DMEM und den Antikorpern gegen Vimentin und Zytokeratin besti-

tigt. Deshalb entschieden wir uns bei den folgenden Kultivierungen fiir das TCM-Medium.

3.3.3 Anziichtung der bovinen Eileiterepithelzellen und Kulturbedingungen

Abhingig vom jeweiligen Versuchsablauf wurden folgende Kulturschalen verwendet:

- sterile Plastikpetrischalen (Fa. IWAKI, Tokio; 35mm / Non treated Dish)

= sterile 24-Lochplatten (IWAKI, Tokio; Microplate) mit Glasplédttchen am Boden, um im-
munhistochemische Versuche mit adhirenten Zellen durchfiihren zu kénnen

= sterile 6-Lochplatten (IWAKI, Tokio) fiir die Kultivierung und Erhaltung von Zellkonglo-
meraten in Suspension

Keimreduziertes Arbeiten ermoglichte eine Bench (Fa. BDK, Luft- und Reinraumtechnik

GmbH, Sonnenbiihl-Genkingen).

Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Begasungs-Brutschrank (Fa. Binder, Tuttlingen)

im offenen System bei 37°C mit 5 % CO, und Wasserdampfséttigung.

Das Medium wurde regelmafig an jedem 2. Tag gewechselt. Dazu wurde es bei den adhéren-
ten Zellen vollstindig abgesaugt. Die Zellrasen wurden einmal mit PBS gespiilt und frisches
Medium (37°C) zugegeben. Die in Suspension befindlichen Zellkonglomerate wurden in 15
ml ZFR gegeben und entweder kurz anzentrifugiert oder 5-10 min zum Sedimentieren ge-
bracht. Eine mikroskopische Kontrolle ergab, dass nach einer 10 miniitigen Sedimentationszeit
im ZFR keine lebenden Zellen mehr in den oberen zwei Dritteln des Uberstandes vorhanden
sind. Dieses Sedimentationsverfahren erwies sich als wesentlich schonender fiir die Zellen als
das Zentrifugieren. Das iiberstdndige Medium konnte abgenommen werden, die Zellen mit

frischem Anzuchtmedium resuspendiert und wieder in die 6-Wells verbracht werden.

3.3.4 Lichtmikroskopische Beurteilung der lebenden Epithelzellen

Mit Hilfe des Invertmikroskopes Diavert (Fa. Leitz GmbH, Wetzlar) wurden die lebenden Zel-
len beobachtet und mit dem angeschlossenen Kamerasystem Orthomat (Fa. Leitz GmbH,
Wetzlar) fotografiert. So konnte der Zeitpunkt der Adhédrenz und Konfluenz exakt bestimmt
werden. Zudem haben wir die Mobilitdt und Motilitdt der in Suspension befindlichen Zell-
konglomerate beobachtet, sowie ihre Form- und Strukturverdnderung. Sogar das Schlagen der

Zilien an sich war zu erkennen.
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3.3.5 Subkultivierung und Kryokonservierung der BOEC

Die Eileiterepitzelzellkulturen wurden in einigen Versuchen subkultiviert. Dazu wurde bei den
konfluenten Kulturen zuerst das Medium abgesaugt, dann die Zellen mit PBS gewaschen und
Trypsin-EDTA (0,5 g porzines Trypsin + 0,2 g EDTA x 4 Na/l HBSS), (Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen) fiir 5-10 min aufgetragen. Nach Ablosung der Zellen vom Bo-
den wurde die Enzymwirkung durch Zugabe von Kulturmedium mit Serum gestoppt. Die so
entstandene Zellsuspension konnte mit einer Pipette tropfenweise in neue Kulturschalen ver-
teilt werden.

Um Probenmaterial ldngere Zeit zu konservieren, wurden die adhirenten Zellen zuerst wie bei
der Subkultivierung beschrieben (siehe 3.3.5) mit Trypsin-EDTA vom Boden des Kulturge-
faBes abgeldst und zum Zentrifugieren (5 min bei 1050 U/min) mit reichlich Medium in ein
Zentrifugenrdhrchen gegeben (ebenso die frei schwimmenden Zellaggregate). Der Uberstand
wurde abgenommen und verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde mit Einfriermedium
aufgenommen, um dann die Suspension in 1 ml Portionen auf Kryoréhrchen (Bibby Sterilin
Ltd., Staffordshire, UK) aufzuteilen. Die Zellzahl betrug dabei ca. 1 x 10° Zellen pro ml Ein-
friermedium. Letzteres besteht aus normalem Kulturmedium, das mit 10% Dimethylsulfoxid
(DMSO, ICN, Biochemicals, Aurora, Ohio/USA) versetzt ist. Um die Zellen langsam und
gleichmiBig herunterzukiihlen, wurden sie in einer Styroporbox bei -70°C eingefroren und

spéter zur Langzeitaufbewahrung in fliissigem Stickstoff bei -196°C gelagert.

3.3.6 Probengewinnung

Lichtmikroskopie:

Fiir die histologischen Farbungen und die immunhistochemischen Untersuchungen wurden
Zellen von drei verschiedenen Rindern isoliert. Die Zellen wurden nach Herkunft aus der Am-
pulla und dem Isthmus getrennt kultiviert. An 4 verschiedenen Kulturtagen wurden Suspen-
sionszellen entnommen und fixiert. Dazu wurden die Sphéroiden zuerst sedimentiert bzw. in
einer Eppendorf-Zentrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg) bei 1000 U/min leicht anzentrifu-
giert. Dann wurde der Uberstand an Medium abgenommen und das Zellpellet zweimal mit
PBS gewaschen. Nach einer 24-stiindigen Fixierung mit Bouin-Losung wurden die Zellen drei
Tage lang in 70 %igen Alkohol gegeben, der tiglich gewechselt wurde, um die Pikrinséure
herauszuldsen. Spiter wurden die fixierten Sphiroiden in Paraplast® (Sherwood Medical,

Crawley, Sussex, GB) eingebettet und geschnitten (siche 3.2.2).
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Tiere zur Probennahme fiir die Zellkultur
Tiere Ovarbefund Uterusbefund Zyklusstadium
Rind 1 | Ipsi: frisches C. him., Schleimhaut durchsaftet, Metostrus
contra: kleine Follike hyperdamisch
1
Rind 2 | Ipsi: frisches C. ham., Schleimhaut leicht gerdtet, Metdstrus
contra: C.l. in Riickbildung mukdses Sekret vorhanden
Rind 3 | Ipsi: C.I. in Anbildung (sehr Schleimhaut leicht gerdtet und | Metdstrus bzw. sehr frither
frithes C.1.), leicht feucht Diostrus
contra: C.I. in Riickbildung,
kleine Follikel
Tabelle 6: Eingebettete Sphiiroiden fiir die immunhistochemischen Untersuchungen
Tage
Ampullazellen Ampullazellen Ampullazellen
nach der pu. azetien, pll. azellen, pu. azefien, Isthmuszellen
Isolierung Tier 1 Tier 2 Tier 3
Tag 1 20/04 21/04 2204 |
Tag 3 23/04 24/04 25/04 32/04 (von Tier 3)
Tag 7 26/04 27/04 28/04 33/04 (von Tier 1)
Tag 9 29/04 30/04 34 |-

Elektronenmikroskopie und PCR:

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchen und die PCR wurden Zellen von insgesamt 4

Rindern isoliert. Jeweils die Zellen von 2 Rindern wurden gepoolt, so dass eine ausreichend

grofle Zellmenge zustande kam, um an 4 verschiedenen Tagen Proben entnehmen zu kdnnen.

Rind 1 und Rind 2 befanden sich zum Zeitpunkt der Schlachtung im Metdstrus, Rind 3 im frii-

hen Metostrus und Rind 4 befand sich im Ostrus.
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Tabelle 7:  Ubersicht iiber die verwendeten Tiere zur Probennahme fiir die
Elektronenmikroskopie und die PCR

Tiere Ovarbefund Uterusbefund Zyklusstadium
Rind |Ipsi: frisches Corpus himorrhagicum, | Schleimhaut leicht hyperdmisch }
1 contra: kleine Follikel Metdstrus
Rind | Ipsi: frisches C. hdm., Schleimhaut durchsaftet,
) contra: frisches C. ham., kleiner Folli- | wenig mukdses Sekret vorhanden Metostrus
kel
Rind |Ipsi: Ovulationsgrube, Schleimhaut hyperdmisch, Ostrus bzw.
3 contra: zwei mittelgrof3e Follikel reichlich mukoses Sekret vorhanden | frijher Metostrus
Rind | Ipsi: sprungreifer Follikel, Schleimhaut hyperdmisch, ..
4 contra: ein C.l. in Riickbildung reichlich mukoses Sekret vorhanden | OStrus

Die Ampullazellen wurden aufgeteilt. Bei einer Gruppe wurde Medium verwendet, das Estra-
diol-17p (Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration von 5 % enthielt. Auf eine Aufteilung

der Isthmusproben wurde verzichtet, da aus dem Isthmussegment nur eine geringe Zellmenge
gewonnen werden kann. Das ist damit zu erkléren, dass die epitheliale Oberfliche im Isthmus

wesentlich kleiner ist als in der Ampulla, da die Falten nur kurz und nicht verzweigt sind.

Probenentnahme und -konservierung:

Die Zellproben wurden aus der Suspensionskultur steril entnommen und 5 min bei 9000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen mit PBS resuspendiert und
nochmals zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand abgenommen.

Auf die Zellpellets, die fiir die PCR vorgesehen waren, wurden je 500 ul RNAlater® (Ambion,
Huntingdon, UK) aufpipettiert. Uber Nacht lagerten die Proben im Kiihlschrank bei 8°C, und
am folgenden Tag wurden sie tiefgefroren (-40°C).

Die Proben fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden fiir 24 Stunden mit je
1000 ul Karnovsky-Losung fixiert und anschlieBend in Cacodylatpuffer, 0,1 M gegeben. Die
Aufbewahrung der Proben bis zur Weiterverarbeitung erfolgte im Kiihlschrank bei 8°C.

(Tabelle der Proben siche Anhang)

3.3.7 Identifizierung der bovinen Eileiterepithelzellen

Da eine Kontamination mit Fibroblasten bei der Isolierung kaum vermeidbar ist, musste der
Grad der Reinheit bei den Kulturen mit Hilfe spezifischer Antikorpern bestimmt werden.

Wir benutzten die Antikorper gegen Zytokeratin, welcher nur mit den Zytokeratinen von Epi-
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thelzellen reagiert und gegen Vimentin, welcher spezifisch Vimentinfilamente mesenchymaler
Zellen markiert. Zusétzlich benutzten wir zur Zellcharakterisierung einen Antikorper gegen
das S100-Protein. Dieser geht mit den Eileiterepithelzellen spezifische Bindungen ein.
Fibroblasten markiert er jedoch nicht. Um die zilientragenden Zellen erkennen zu kdnnen, be-
nutzten wir den Antikdrper gegen ChromograninA, der den apikalen Zellbereich markiert.

(Genaue Beschreibung der Antikorper siche auch 3.2.4.)

3.3.8 HE-Farbung der Sphéroiden

Um die Morphologie der Kulturzellen zu untersuchen, wurde eine HE-Féarbung sowohl an ad-
hirenten Zellen als auch an den in Suspension befindlichen Zellkonglomeraten durchgefiihrt.
Die H.E. Firbung diente uns auch hier dazu, eine Ubersicht zu erhalten und das Kern-Plasma-
Verhiltnis zu bestimmen.

(Genauere Beschreibung der Farbung siehe 3.2.3, Losungen sieche Anhang)
3.3.9 Immunhistochemische Untersuchungen an Kulturzellen

A) Allgemeines zur Durchfiihrung der immunhistochemischen Nachweise

Sowohl an adhérenten Zellen, die in 24-Lochplatten auf Pldttchen angeziichtet wurden, als
auch an den Zellkonglomeraten wurden weitere immunhistochemische Untersuchungen
durchgefiihrt, um genauere Informationen iiber die Zellen und ihren Differenzierungsstatus
wihrend der Kulturperiode zu erhalten.

Die adhérenten Zellen wurden zur Durchfiihrung der Immunhistochemie in 24-Lochplatten
belassen, wihrend die frei im Medium schwimmenden Zellaggregate (Sphéroiden) auf drei
verschiedene Arten weiterverarbeitet wurden, um die beste Methode herauszufinden:

1. Die Sphiroiden wurden mit Bouin-Losung fixiert, in Paraplast” (Sherwood Medical, Craw-
ley, Sussex, GB) eingebettet und geschnitten. In diesem Fall erfolgten die Untersuchungen wie
sie unter 3.2.4 beschrieben wurden.

2. Die Sphéroiden wurden einzeln aus der Zellsuspension entnommen und in einen Tropfen
der fiir die immunhistochemischen Nachweise bendtigten Losungen pipettiert. Nach entspre-
chender Inkubationszeit (siche Tabelle) wurden die Zellen mit einer 10 pl Eppendorf-Pipette
aus dem Tropfen entnommen und in den Tropfen der nach dem Protokoll folgenden Losung
gegeben. Auch bei dieser Methode wurden die Zellen zuerst in PBS im Tropfen gewaschen

und anschlieend mit einer der unten beschriebenen Losungen kurz fixiert.
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3. Die Zellen wurden in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen gegeben und es wurde abgewartet, bis
sie sich in dessen Spitze abgesetzt hatten. Das {iberstehende Medium wurde abgenommen und
eine relativ dichte PBS-Zellsuspension hergestellt. Davon wurde jeweils ein Tropfen auf einen
Objekttrager gegeben und ausgestrichen (wie ein einfacher Blutausstrich). Dieser Zellausstrich
wurde 24 Stunden an der Luft getrocknet und dann 90 sec mit einer gepufferten Aceton-
Formaldehyd-Fixierung behandelt (sieche Anhang). Die so behandelten Zellen blieben sogar
bei der Hitzebehandlung in der Mikrowelle auf dem Objekttrager haften. Eine Behandlung mit

Enzymen gestaltete sich schwierig, war aber bei kurzen Inkubationszeiten moglich.

Es wurden insgesamt drei verschiedene Methoden bei den immunzytochemischen Untersu-
chungen durchgefiihrt, die unter 3.2.4 detailliert erldutert wurden.

A) ABC-Methode (Biotin-markierter Sekundérantikdrper)

B) APAAP-Methode

C) Fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper (entweder FITC- oder TRITC-markiert).

B) Verwendete Fixierungen
(Genaue Zusammensetzung der Losungen siche Anhang)

a) Bouin-Losung (5 min),

b) Formaldehyd (4 %), PBS gepuffert (90 sec),

¢) Methanol-Aceton (1:1), eiskalt (90 sec),

d) Aceton-Formaldehyd-Ldsung, gepuffert, (90 sec).

Bei den Vorversuchen stellte sich heraus, dass bei den adhdrenten und den im Tropfen pipet-
tierten Zellen die besten Ergebnisse mit Formaldehyd- oder Methanol-Aceton-Fixierung erzielt
wurden. Die Aceton-Formalin-Losung verwendeten wir weiterhin bei den Ausstrichprédparaten,
wohingegen die Bouin-Lsung am besten geeignet war fiir Zellen, die spiter in Paraplast”

eingebettet wurden (weiteres Vorgehen siche oben und 3.2.4).
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C) Vorbehandlungen

Es wurden verschiedene Vorbehandlungen ausgetestet, um maskierte Antigene freizulegen.

Tabelle 8: Vorbehandlungen bei immunhistochemischen Nachweisen an Kulturzellen

Vorbehandlungen Inkubationszeit
Trypsin (Sigma, Deisenhofen) 15, 10 oder 5 min bei RT
Protease, 0,1% (Sigma, Deisenhofen) 15, 10 oder 5 min bei RT
Hitzebehandlung in der Mikrowelle im Citratpuffer, 4 x 5 min, 3 x 5 min, oder 2 x 5 min

bei 100°C

Hitzebehandlung in der Mikrowelle im Dakopuffer,

(Dako, Heidelberg), bei 100°C 3> 10 min

Triton-X (Sigma, Deisenhofen) 5 min bei RT

Die bei der ABC-Methode zusétzlich notwendige Vorbehandlung mit Hydrogenperoxidldsung
(siche 3.2.4) war mit einzeln im Tropfen pipettierten Zellen nicht moglich, da alle Zellen auf-

geschwemmt wurden und sich die Sphéroiden nicht wiederfinden lieBen.

D) Gegenfirbung, Eindecken der Fluoreszenzmarkierten Proben

Die Fluoreszenzmarkierten Zellen wurden kurz mit DAPI (Hoechst, Frankfurt / Main) gegen-
gefarbt (Verdiinnung 1:1000 mit PBS, Inkubationszeit ca. 5 min) und abschlieend aus dem
wissrigem Milieu mit dem speziell fiir die Fluoreszenzmikroskopie geeigneten Medium

,.Gel/ Mount™* (Biomeda, Foster City, USA) eingedeckt.
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Tabelle 9: Verwendete Antikorper und Inkubationsbedingungen bei den IHC-
Nachweisen an Kulturzellen
Primiir-AK | Verdiin- | Methode | Sekundir-AK Verd. Vorbehandlung Fluoreszenz,
nung Sek. AK Sek-AK, Verd.
Panzyto- |1:500 ABC Anti-Maus IgG | 1:300 Keine TRITC, Anti-Kan
Keratin biot. vom v.d. Maus, 1: 40
Kaninchen
Vimentin | 1:500 ABC 1:400 Keine --
S100 1:400 ABC Anti-Kaninchen | 1:300 Keine --
IgG biot vom
Laminin |1:500 ABC Schwein 1:400 Protease 0,1%, |-
fiir 5 min
PR 1:400 ABC Anti-Maus IgG | 1:300 MW, 3x10min TRITC, Anti-Maus
biot. vom im Citratpuffer | v. Kan.,
Kaninchen 1: 40
ERa 1:400 ABC Anti-Kan IgG | 1:300 MW, 3x10min | TRITC, Anti-Kan v.
biot. v. Schwein im Citratpuffer | Maus, 1:40
Ki-67 1:50 APAAP- Anti-Maus IgG | 1:25 MW, 3x10min --
Mouse vom Kaninchen im Dakopuffer
MK, 1:50
Chromo- | 1:200 ABC Anti-Kan IgG | 1:300 MW, 2x10min TRITC, Anti-Kan
granin vom Schwein im Citratpuffer | v.d. Maus
Caspase 1:150 ABC Anti-Kaninchen MW, 3 x 5min --
(Vektor-Elite-Kit) im Biologopuffer

(Details zu den Antikorpern siche 3.2.4)

3.3.10 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Sphéroiden

Die frei im Medium schwimmenden Zellaggregate wurden in kleinen Zentrifugenrohrchen

(ZFR) zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Fixierung wurde durchgefiihrt wie

unter 3.2.5 beshrieben. Nach der Osmierung (1%iges Osmium) wurden die Zellen abweichend
von der Behandlung der Eileiterproben nochmals gewaschen und danach in 25%iges bovines
Serum-Albumin gegeben. Nach erneutem Zentrifugieren der Proben und Abnehmen des Uber-
stands wurden 1-2 Tropfen Glutaraldehyd auf die Proben gegeben und abgewartet, bis ein
festes Pellet enststand. Anschliefend wurde der Konus aufgeschnitten, das Pellet aus dem ZFR
geldst und in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4) gegeben. Die weitere Behandlung entsprach dem
Vorgehen bei den Eileiterproben in 3.2.5.

Die Charakterisierung der Sphéroiden an den verschiedenen Kulturtagen erfolgte mittels fol-

gendem Bewertungsschema.
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Tabelle 10: Bewertungsschema fiir das Vorkommen von Zellorganellen bei den Zellen

der Sphiroiden
Vorkommen Bewertung
zahlreich +++
normal, einige ++
wenig +
nicht oder sehr selten --

Es wurde unter anderem der Gehalt von Zellorganellen, das Vorkommen von Gestaltveridnde-

rungen, Haftstrukturen und degenerativen Erscheinungen beurteilt.

3.3.11 Real-time RT-PCR mit Sphiroiden

A) RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mittels Tri-Reagenz (T9424, Sigma, Deisenhofen).

Dazu wurde das gewonnene Zellmaterial in 1 ml Tri-Reagenz homogenisiert und die Probe
bei Raumtemperatur (RT) flir 5 Minuten belassen.

Dann wurden 0,2 ml Chloroform (C2432, Sigma, Deisenhofen) pro ml Tri-Reagenz hinzu-
gefiigt, die Probe griindlich manuel geschiittelt und ca. 10 Minuten bei RT belassen.

Es folgte 15 miniitiges Zentrifugieren der Proben bei 4 °C und 14500 U/min.

Die oberste, durchsichtige Phase des Uberstandes wurde in ein frisches Zentrifugenrdhr-
chen tiberfiihrt und dann 0,5 ml Isopropanol (Merck, Darmstadt) zu jeder Probe hinzuge-
geben (0,2 ml Isopropanol pro ml Tri-Reagenz). Nach gutem Durchmischen wurden die
Proben bei Raumtemperatur fiir 5-10 Minuten stehen gelassen.

AnschlieSend wurden die Proben 10 Minuten bei 4 °C und 12000 U/min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 1 ml Ethanol (75%, -20°C) mit dem Vor-
tex (Schultheiss, Miinchen) aufgemischt, dann bei 4°C und 7500 U/min zentrifugiert und
der Uberstand abgkippt (diese Waschung wurde zweimal durchgefiihrt).

Das Pellet wurde 10 Minuten zum Trocknen stehen gelassen.

Das so entstandene RNA-Pellet wurde in 50 ul DEPC-behandeltem A. dest gelost und die
RNA-Konzentration in einer 1 : 100 Verdiinnung im Spectrometer (SmartSpec3000, Bio-
rad, Miinchen) gemessen.

Die so extrahierte RNA wurde bei -80 °C gelagert, bis sie zur Reversen Transkription wei-

terverwendet wurde.
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B) Verdiinnung der Proben

Zuerst wurden die Proben auf eine Konzentration von 1 ng/ul verdiinnt.

Die zuzugebende Menge A. dest wurde anhand der folgenden Formel errechnet:

= A. dest = Konz. (ng/ul) x Vol. der Probe (=50 pl) - Vol. der Probe (50 pl).

(Drei der Proben wurden nicht auf eine Konzentration von 1 ng/ul eingestellt, da ihre ur-

spriingliche Konzentration bereits unter 1 ng/ul lag. Siehe Tabelle).

Tabelle 11: Verwendete Proben fiir die PCR, Konzentrationen der RNA und Verdiin-

nungen
Proben- Konz. | Abs. Menge RNA | Verdiinnung mit A.d.d.,
Material total RNA in ng um Konz. von 1 ng/pl zu
rummert - n ng /ul | (gelostin 50 ul) erhalten
Isolat, Ampullazellen 93 9,03 451 5 pl Probe + 40 pl A.dd.
Isolat, Isthmuszellen 95 29,32 466 5 ul Probe + 141,6 ul A.dd.
Tag 1, Ampullazellen 97 2,09 104 10 pl Probe + 10,8 pl A.dd.
Tag 1, Isthmuszellen 99 2,09 104 10 pl Probe + 10,8 ul A.dd.
Tag 1, Ampz.+ Ostrogen 101 3,02 151 10 pl Probe + 20 pl A.dd.
Tag 3, Ampullazellen 103 10,69 34
Tag 3, Isthmuszellen 105 0,87 44
Tag 3, Ampz.+ Ostrogen| 107  [0,4 20 -

C) Herstellung der cDNA (reverse Transkription)

Die komplementire DNA wurde mittels des iScript''cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Miin-

chen) hergestellt.

e Zu jeweils 5 pul jeder Probe wurden 4 pl des iScript Reaction Mix, 1 pl der iScript Rever-

sen Transcriptase und 10 pl A. dest (nukleasefrei) hinzugegeben. Das ergab ein Volumen

von 20 ul je Probe.

Im iCycler (Bio-Rad, Miinchen) erfolgte die reverse Transkription der mRNA zu cDNA.

Transkriptionsprotokoll:

e 5 min bei 25 °C,
30 min bei 42 °C,
5 min bei 85 °C,

Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

nach Abschlufl der Reaktion wurde die Temperatur auf 4 °C gehalten.
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D) Auswahl der Primer

Der Primer fiir das PR-Transkript ist nahe des 5’ Endes der mRNA lokalisiert und schlief3t
deshalb beide Isoformen des PR (PR-A und PR-B) ein (Schams et al., 2003). Es handelt sich
bei beiden Primern um Consensus-Primer. Der Forward-Primer des ERa. ist auf dem Exon 5
und der Reverse-Primer auf dem Exon 7 lokalisiert. Der Forward-Primer des PR-Gens ist auf
dem Exon 7 und der Reverse-Primer auf dem Exon 8 lokalisiert.

Synthetisiert wurden die Primer von der MWG Biotech AG, Ebersberg.

Tabelle 12: Verwendete Primer

Zielgen Primersequenz Transkript- | Primer- | Literaturstelle,
linge linge Datenbank

ERa frw.5'agg gaa gct cct att tgc tec3' 234 bp 21 (Pfaffl et al., 2001)
rev.5'cgg tgg atg tgg tcc ttc tct3’ 21

PR frw.5'gag agc tca tca agg caa ttg g3' 227 bp 22 (Pfaffl et al., 2002)
rev.5'cac cat ccc tgc caa tat ctt g3' 22

18s frw.5'tca aga acg aaa gtc gga gg3' 493 bp 20 NCBI X00686
rev.5'gga cat cta agg gca tca ca3' 20

E) Durchfithrung der real-time PCR

Die Durchfiihrung der real-time PCR erfolgte mit Hilfe des iCycler® (Bio-Rad, Miinchen)
Jede Probe wurde dreifach bestimmt. Der Versuch wurde fiir die beiden spezifischen Primer
ERa und PR getrennt voneinander durchgefiihrt. Der Primer fiir das 18s-Gen diente in beiden

Versuchsdurchfiihrungen als Referenz. Es wurden zwei Negativkontrollen durchgefiihrt:

RT minus Kontrolle

Um eine Kontamination der cDNA mit DNA auszuschlie3en, wurde von den einzelnen Proben
zusitzlich eine Kontrolle hergestellt, bei der die reverse Transkriptase (RT) durch RNase freies
Wasser (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) ersetzt wurde (RT-minus Kontrolle). In
diesen Proben ist keine cDNA vorhanden, so dass eine Reaktion nur erfolgt, wenn die Probe
mit genomischer DNA kontaminiert ist. Dabei wurden die einzelnen Proben miteinander ge-

poolt.
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No-Template-Control (NTC)
Anstelle der cDNA des Probenmaterials wurde hierbei RNase freies Wasser (Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Miinchen) verwendet.

Anhand dieser Kontrollen werden mogliche Kontaminationen, die wiahrend der Versuchs-
durchfithrung entstehen oder z.B. in dem verwendeteten Wasser oder den Primern vorhanden
sind tiberpriift. Es wurde in einem Well pro Primer eine NTC durchgefiihrt (jeweils eine NTC

fiir den Primer der Zielgene ERa oder PR und eine fiir den Referenzprimer 18s).

Die Real-time PCR erfolgte mit dem IQ™ SYBR®™ Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen).
Bestandteil dieses Gemisches sind Tris-Puffer, die notwendigen Basen, eine Taq-DNA-
Polymerase, Fluorescein und Stabilisatoren.

Fiir die Reaktion im iCycler wurden folgende Mengen in jedes Well pipettiert:

+ 10,1 pliQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen)
+ 5,3 uleines Primergemischs (forward Primer und reverse Primer des zu untersu-
chenden Gens)
+ 4,6 ul DNA-Probe, 1: 10 mit A. dest vorverdiinnt
=20 pl Gesamtvolumen pro Well

Versuchsprotokoll des iCycler™ (Bio-Rad, Miinchen):

Phase 1 (n=1) 95,0°C fiir 14:45 min (Aktivierung der Tag-Polymerase)
Phase 2 (n=41)

Schritt 1: 95,0°C fiir 00:15 min (Denaturierung)

Schritt 2: 60,0°C fiir 01:00 min (Hybridisierung und Elongation)
Phase 3 (n=1)

Schritt 1: 95,0°C fiir 01:00
Phase 4 (n = 350)

Schritt 1: 95,0°C fiir 00:10

(Die Temperatur nimmt ab dem 2. Durchlauf jeweils um 0,1 °C ab.)
Phase 5 (n=1)
Schritt 1: 4,0°C wird gehalten.

Die Reaktion startete mit einem einmaligen Erhitzen des Reaktionsgemischs auf 95°C fiir 15
min (Zyklus 1). Diese Phase ist notwendig, weil die verwendete Taq-Polymerase (HotStarTaq

DNA Polymerase, Qiagen GmbH, Hilden) ein attenuiertes Enzym ist, welches thermisch zu
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aktivieren ist. Es folgten 41 Amplifikationszyklen mit jeweils zwei Schritten. Im ersten Schritt
(15 s) findet die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 95°C statt. Im zweiten Schritt
findet die Hybridisierung statt. Dabei lagern sich die Oligonukleodide bei 60°C an die komple-
mentdren Teilsequenzen ihrer Zielgen-cDNA an und die Tag-Polymerase leitet die Elongation
ein.

Im Anschluf} an die PCR-Reaktion wurden mit den entstandenen Amplifikaten Schmelzkur-
venanalysen erstellt, um die Spezifitit des Produktes zu iiberpriifen. Dabei sinkt die Tempera-
tur in der Phase 5 pro Schritt um 0,1 °C. Die spezifischen Schmelzpunkte sollten beim Rind
fiir den ERa bei 85,3 °C (Pfaffl et al., 2001) und fiir den PR zwischen 83 und 83,3 °C (Schams
et al., 2003) liegen. Die vorhandene Menge dsDNA ist der Fluoreszenzintensitét proportional.
Diese wird von einem optischen Modul des Thermocyclers (iCycler™iQ, Optical System
Software, BIORAD, Miinchen) gemessen und auf einem Monitor dargestellt. Dabei wird die
relative Fluoreszenzintensitét gegen die Zyklusanzahl abgebildet. Um die Expressionswerte
messen zu kdnnen, wird ein ,,trashhold-cycle* (Ct) bestimmt. Es handelt sich dabei um den
Zyklus, bei dem die Hintergrundfluoreszenz tliberschritten wird. Die waagerechte Linie des
»trashhold-cycles* schneidet die Amplifikationsgraphen im Bereich des linearen Anstiegs der
Kurven in der logarhythmischen Darstellung. Um spiéter ,,trashhold-cycle*“~-Werte miteinander
vergleichen zu konnen, wurden die Fluoreszenzdaten der verschiedenen Amplifikationskurven

vom Programm automatisch auf eine gemeinsame Basislinie eingestellt (Basislinienkorrektur).

F) Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programm ,,Q-Gene* fiir Windows.
Dabei wurden die benétigten Amplifikationszyklen der zu untersuchenden Gene (ERa oder
PR) mit dem Referenzgen (18s) ins Verhéltnis gesetzt. Das Referenzgen unterliegt keiner bzw.
nur einer geringen Regulation, da es sich bei dem 18s-Gen um ribosomale RNA handelt.

Aus den jeweiligen Triplikaten derselben Probe wurden der Mittelwert und die Standardab-
weichung berechnet. Dabei entsteht ein semiquantitativer Expressionswert (,,mean normalized
expression®). Die fiir jede Ausgangsprobe erhaltenen relativen Expressionswerte konnten un-
tereinander verglichen werden. So war es moglich regulative oder andere Effekte des zu unter-

suchenden Gens darzustellen.
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4 Ergebnisse

4.1 Der boviner Eileiter ex vivo

4.1.1 Histomorphologie

Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Morphologischer Vergleich der Tunica mucosa von Ampulla und Isthmus

Die Lamina propria dient den Falten als Geriist und fiihrt Leitungsstrukturen wie Gefal3e und
Nerven. Die Abgrenzung zum Lumen bildet ein einschichtig hochprismatisches Epithel. Die
Architektur der Falten unterscheidet sich in den verschiedenen Segmenten des Eileiters. Im
Isthmus sind wenige Falten vorhanden, die eine breite Basis aufweisen und sich in Richtung
Lumen um ca. die Hilfte verjiingen. In der Ampulla sind die Falten ldnger, schmaler und wei-
sen Verzweigungen (Sekundérfalten) auf. Das Lumen ist im Isthmus wesentlich weiter als in
der Ampulla, obgleich diese einen wesentlich groferen dulleren Organquerschnitt aufweist als
der Isthmus. In der Ampulla fiillen die Falten den groften Teil des Eileiters aus. Sie erstrecken
sich teilweise bis liber die Mitte des Lumens. Die morphologischen Verdnderungen finden

zwischen den Segmenten flieBend statt.

Abb. 3: HE-Féarbung, Querschnitt durch die Ampulla. Abb. 4: HE-Férbung, Querschnitt durch den Isthmus.

Sowohl in der Ampulla als auch im Isthmus sind ca. 50 % zilientragende Zellen mit deutli-
chem Blepharoblastensaum vorhanden. Die Zilien der Epithelzellen im Isthmus sind lédnger als

in der Ampulla. Thr Linge betrdgt im Isthmus ca. 6 um und in der Ampulla ca. 4 um. Abhén-
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gig vom Zyklusstadium kommen in der Ampulla Zellvorwolbungen an den apikalen Zellpolen
der sekretorischen Zellen vor, so genannte Protrusionen. Sie konnen neben Zellorganellen
Zellkerne bzw. Kernteile enthalten (s.unten). Im Isthmus kommen diese Protrusionen unab-

hiangig vom Zyklusstadium grundsitzlich nicht vor.

Das Eileiterepithel besteht aus zilientragenden und sekretorischen Zellen. Die Kerne der sekre-
torischen Zellen liegen weiter basal, haben eine ovale Form und sind dunkel geférbt (hetero-
chromatisch). Die Zellkerne der zilientragenden Zellen sind im Allgemeinen im mittleren Zy-
toplasma lokalisiert, haben eine runde Form und ein helles Karyoplasma (euchromatisch).
Allerdings variiert die Anordnung der Kerne in den verschiedenen Abschnitten des Eileiters
ein wenig. Im Isthmus sind die Kerne in allen Zyklusstadien auf gleichméBiger Hohe in der
Zelle angeordnet. Sie liegen basal bis leicht mittig, zumindest im unteren Drittel der Zelle. Die
Kerne der Ampullaepithelzellen verdndern ihre Lage abhingig vom Zyklustag. So sind die
Kerne der zilientragenden Zellen in der Mitte des Zytoplasmas oder apikal zu finden. Die Ker-
ne der sekretorischen Zellen liegen in der Regel basal. Durch die Protrusionsbildung findet

man sie aber auch in anderen Lagen im Zytoplasma oder in den Protrusionen.

Abb. 5: HE-Firbung, Epithel der Ampulla im Ostrus. ~ Abb. 6: HE-Férbung, Epithel des Isthmus im Ostrus.
Die Kerne der sekretorischen Zellen liegen basal und ~ Die verschiedenen Kernreihen sind auch hier deutlich
sind oval, wéhrend die Kerne der zilientragenden zu erkennen.

Zellen rund und im mittleren Zytoplasma lokalisiert

sind.

Die sekretorischen Zellen sitzen der Basalmembran breit auf und verjiingen sich nach apikal.
Deshalb bilden sie nur einen sehr kleinen Anteil der epithelialen Oberfldche. Die zilientragen-

den Zellen hingegen sind basal recht schmal und verbreitern sich nach apikal, so dass die Zi-
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lien eine groBen Teil der Epitheloberfldche bedecken. Insbesondere im Isthmus erweckt es den
Eindruck, als sei die Epitheloberfliche von einem liickenlosen Zilienrasen bedeckt. In den ba-
salen, konkaven Epithelbereichen zwischen zwei Falten kdnnen wenig sekretorische und ver-

mehrt zilientragende Zellen identifiziert werden.

Ostrus Metostrus Diostrus

Abb. 7: Schema der Oberflachenveridnderungen des Ampullaepithels wihrend des Hormonzyklus sowie der Ver-
lagerung der Zellkerne der sekretorischen Zellen.

In beiden Segmenten sind im unteren Drittel des Epithels so genannte ,,Basalzellen* vorhan-
den. Sie erreichen das Eileiterlumen nicht, sind klein, rund und haben sehr dunkle (hyper-
chromatische) Kerne. Der Zytoplasmaanteil ist sehr gering. Ca. eine von 25-30 Zellen im Epi-
thel gehort diesen basalen Zellen an.Dem Aussehen nach handelt es sich vorwiegend um

intraepitheliale Lymphozyten.

Abb. 8: HE-Férbung, Epithel der Ampulla im Ostrus.  Abb. 9: HE-Firbung, ,,Basale Zelle“ bzw. Leukozyt
Zilientragende Zellen verbreitern sich nach apikal, (Pfeil) im Epithel der Ampulla.

dort liegen ihre Kerne, die sekretorischen Zellen sind

basal am breitesten.
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Vergleich des Epithels der Ampulla in den verschiedenen Zyklusstadien

Im Ostrus weist das Epithel eine glatte apikale Zelloberfliche auf. Es kommen keine Protru-
sionen vor. Ca. 50 % der Zellen haben einen Blepharoblastensaum und Zilien. Die Lage der
Kerne variiert von basal bis mittelstdndig.

Im Metostrus sind besonders an kleinen Falten und im basalen Bereich der Falten kleine
Protrusionen vorhanden. Sie zeigen sich als sanfte Vorwdlbungen der apikalen Zellpole und
beinhalten Zytoplasma. In ihrer Ausdehnung iiberragen sie die Zilien nicht. Das Vorkommen
der Protrusionen variiert von Falte zu Falte und auch in verschiedenen Teilen einer Falte. Im

ipsilateralen Eileiter sind weniger Protrusionen vorhanden als im contralateralen.

Abb. 10: HE-Farbung, einheitliche epitheliale Ober-  Abb. 11: HE-Féarbung, Epithel der Ampulla im Me-
fliche der Ampulla im Ostrus. Die zilien-tragenden  tdstrus. Es sind dezente Protrusionen vorhanden
Zellen bilden den Grofteil der Epitheloberflédche, (Pfeile), die keine Kerne enthalten.

deshalb scheint der Zilienbesatz fast liickenlos.

Im Did6strus gestaltet sich die Zelloberflache eher unregelmifig. Protrusionen dominieren das
Zellbild. Sie wolben sich ballonartig ins Lumen vor und enthalten Kerne bzw. Kernteile. Die
Protrusionen iiberragen die Zilien deutlich. Durch diese Vorwdlbungen werden die Zilien ver-
dréngt, so dass die Zilienbiischel komprimiert werden. Teilweise sehen die Vorwdlbungen aus
wie Tropfen, die nur iiber eine sehr schmale Zytoplasmabriicke mit dem zugehdrigen Epithel
verbunden sind. Zwischen einigen Falten findet man basal Ansammlungen von freien Vesikeln
im Lumen, die ebenfalls Kernteile enthalten. Diese Vesikel sind auch direkt tiber den apikalen
Zellpolen zu finden, wahrscheinlich ist die Verbindung zur Zelle in diesen Fallen nicht ange-
schnitten.

Ubereinstimmend mit den anderen Stadien sind ca. 60 % der Zellen zilientragend, ihr Blepha-

roblastensaum ist deutlich zu erkennen. Die Anordnung der Kerne ist sehr unregelméBig, sie
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kommen in verschiedenen Héhen im Zytoplasma vor. An den kleineren Falten bzw. am basa-
len Teil aller Falten sind vermehrt kernhaltige Protrusionen auszumachen. Es besteht der Ein-
druck, dass das Epithel des ipsilateralen Eileiters weniger kernhaltige Protrusionen aufweist
als der contralaterale.

In der Probe des frithen Diostrus (Tag 6) sind deutlich weniger Protrusionen und weniger

kernhaltige Protrusionen vorhanden als am Zyklustag 12 (mittlerer Didstrus).

Abb. 12: HE-Farbung, Epithel der Ampulla im Di- Abb. 13: HE-Farbung, Epithel der Ampulla im Di-
Ostrus mit ausladenden kernhaltigen Protrusionen Ostrus mit tropfenférmigen Protrusionen (Pfeile), die
(Pfeile). Die epitheliale Oberflache ist sehr ungleich- nur sehr schmale Verbindungen zum Epithel aufwei-
méBig. Die Kerne sind in unterschiedlicher Hohe im sen.

Zytoplasma angeordnet.

Der Prodstrus ist schwer zu charakterisieren, da die verschiedenen Proben unterschiedliche
Bilder liefern. Es sind weiterhin kernhaltige Protrusionen vorhanden. Sie dominieren das Bild
der epithelialen Oberflache jedoch nicht so stark wie im Didstrus. Massive, tropfenformige
Vorwolbungen waren nur in einer der 5 Proben vorhanden. In den anderen Proben reichen die
Protrusionen nicht so weit ins Lumen wie im Didstrus. Die Ausdehnung der Protrusionen ins
Lumen ist hier (im deutlichen Unterschied zum Metdstrus) weiter als die Lange der Zilien.
Kleine Vorwdlbungen ohne Kernteile kommen in den Proben aus dem Prodstrus nicht bzw.

hochstens vereinzelt vor.
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Abb. 14: HE-Farbung, das Epithel der Ampulla im Abb. 15: HE-Farbung, das Epithel der Ampulla im

Prodstrus weist kernhaltige Protrusionen auf. Hier Prodstrus mit den kernhaltigen Protrusionen. Die
reichen diese nicht tiber die Lénge der Zilien ins Lu-  Protrusionen pragen das Zellbild nicht so stark wie im
men hinaus. Didstrus.

Vergleich des Ampullaepithels eines triachtigen mit einem zyklischen Tier

am Zyklustag 18

Das Epithel des trachtigen Tieres enthélt deutlich mehr kernhaltige Protrusionen als das des
nichttriachtigen. Zudem kommen vermehrt tropfenférmige Protrusionen vor, die nur durch
schmale Zytoplasmabriicken mit dem Epithel verbunden sind sowie {iber der apikalen Zell-

oberflache schwebende Vesikel.

Kurze Beschreibung von Infundibulum und uterotubaler Verbindung im Metostrus

Das Infundibulum ist von einer komplexen Architektur seiner Falten geprigt. Die sehr langen,
schmalen Falten sind in Sekundéir- und sogar Tertidrfalten verdstelt. Das Epithel des Trichters
weist kernhaltige Protrusionen auf. Die Zellkerne liegen auf ungleicher Hohe. Sie sind grof3
und lénglich-oval, so dass das Kern-Plasma-Verhiltnis relativ gro8 ist. Ca. 70 % der Zellen
haben einen deutlichen Blepharoblastensaum und tragen Zilien, die aber relativ kurz erschei-
nen.

Die uterotubale Verbindung ist charakterisiert durch sehr flache, plumpe, breite Falten. In der
L. propria des Epithels sind bereits Driisen vorhanden. Das zilientragende Epithel besteht aus
auffallend groBen, hochprismatischen Zellen. Das Epithel tragt Zilien. Die Kerne liegen kon-
stant im basalen Zytoplasma. Der Zytoplasmaanteil der Zellen ist hoch, so dass das Kern-

Plasma-Verhiltnis relativ klein ist.
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Abb. 16: HE-Farbung, einige Falten des Infundi- Abb. 17: HE-Farbung, Querschnitt der uterotubalen
bulums im Metdstrus. Verbindung im Metdstrus.

Tichromfirbung nach MASSON und GOLDNER

Die bindegewebige Tela subserosa ist eine zellarme Schicht, die reich an Grundsubstanz ist.
Die Breite der Tela subserosa nimmt in Richtung der uterotubalen Verbindung (UTJ) zu, dem-
nach ist diese Schicht in der Ampulla sehr schmal und im Isthmus breit. Es sind relativ grof3e
Arterien und Venen eingelagert. Ihre Zahl ist nicht einheitlich, besonders héufig sind sie in den
Priparaten der Ampulla zu finden.

Die Tunica muscularis variiert in ihrem Durchmesser in den Segmenten des Eileiters sehr
stark. Auflen finden sich querverlaufende Fasern, in Richtung Lumen ist der Faserverlauf vari-
abel. Die glatten Muskelzellen weisen nur wenig Sarkoplasma auf und haben eine spindelige
Form. Deutlich zu erkennen ist, dass die Dicke der Muskelschicht in Richtung Trichter ab-
nimmt. Im Trichter ist die T. muscularis nicht als kompakte Schicht ausgebildet. Am Uber-
gang zur Ampulla kommen lediglich vereinzelte Muskelfasern vor.

Die zellreiche Lamina propria ist ebenfalls im Isthmus etwas dicker als in der Ampulla ausge-

bildet. Am stdarksten ausgeprégt ist sie in der UTJ. Dort ist sie zudem besonders zellreich.
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fe

Abb. 18: Goldner-Farbung, Ampulla. Die Tunica mus-  Abb. 19: Goldner-Farbung, Isthmus. Die Tunica mus-
cularis (Tm) erscheint locker und ist reich an Binde- cularis (Tm) erscheint kompakt, es ist wenig Bindege-
gewebe. In der Tela subserosa (Ts) sind relativ grofe webe eingelagert. Epithel (Ep), L. propria (Lp), Tela
Gefile (G) eingelagert. Epithel (Ep), L. propria (Lp). subserosa (Ts).

Das Verhiltnis von L. propria zu T. muscularis betrégt im Isthmus ca. 1:7 - 1:9 und in der
Ampulla ca. 1:1- 1:3. Gefille verlaufen bis in die Spitzen der Falten. Subepithelial ist die L.
propria besonders zellreich. Die Gefa3dichte in der L. propria der Falten nimmt vom uterotu-
balen Ubergang in Richtung Infundibulum stetig zu. Wihrend in der Ampulla unter anderem
viele relativ weitlumige Kapillaren vorkommen, weisen diese im Isthmus deutlich kleinere

Durchmesser auf. Eine Abhéingigkeit der Kapillardurchmesser vom Zyklusstand ist nicht er-

kennbar.

Abb. 20: Goldner-Farbung, Falte in
der Ampulla. Es sind weitlumige
Kapillaren in der Lamina propria der
Faltenspitze zu erkennen.

Periodic-Acid-Schiff Reaktion (PAS)

Die Intensitédt der PAS-Reaktion variiert sowohl innerhalb des Zyklus als auch in den ver-

schiedenen Segmenten deutlich. Grundsétzlich sind nur die apikalen Zytoplasmaanteile jeder
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zweiten Zelle angefarbt. Es handelt sich hierbei um die Zellen mit basal gelegenen Kernen,
also um die sekretorischen Zellen. Es entsteht dadurch ein regelmiBiges Bild von sich ab-
wechselnden positiven (rosa leuchtenden) und negativen (hellen) Zellen. Die zilientragenden
Zellen weisen in keiner der Proben eine positive Reaktion auf.

Die basalen Zellen (Lymphozyten) verhalten sich ebenfalls PAS negativ (-). Ihr Zytoplasma

erscheint noch heller als das der zilientragenden Zellen.

Abb. 21: PAS-Reaktion, Epithel der Ampulla im Abb. 22: PAS-Reaktion, Epithel des Isthmus im
Ostrus. Die sekretorischen Zellen reagieren schwach Ostrus. Die sekretorischen Zellen reagieren deutlich
PAS positiv. PAS positiv.

Im Prodstrus ist im Isthmussegment eine positive PAS-Reaktion zu verzeichnen, wéhrend die
Reaktion in der Ampulla giinzlich negativ ausfillt. Im Ostrus ist die Reaktion im Isthmus stér-
ker (++) als in der Ampulla. Dort erscheinen 2 Proben leicht geférbt (+), eine Probe ist nur
undeutlich PAS-positiv (-/+). Im Metostrus ist die Farbung sowohl im Isthmus, als auch in der
Ampulla deutlich positiv (++). Die Farbreaktion dehnt sich in den entsprechenden Ampullazel-
len bis in die Mitte des Zytoplasmas aus. Im Isthmus hingegen bleibt sie auf das apikale Zy-
toplasma begrenzt.

Im Didstrus ist nur in einer Probe (aus der Ampulla) eine positive Reaktion (+) auszumachen.
Es sind sehr wenige Zellen angefarbt. Sie erscheinen auffallend schmal und verbreitern sich
am apikalen Zellpol nur ganz leicht.

Unabhingig vom Zyklusstand zeigt sich die apikale Zelloberflache in den meisten Proben
schwach positiv (+). Die aus dem Didstrus stammenden Proben weisen allgemein schwichere

PAS-Reaktionen auf. Die apikale Oberflache ist hier nur undeutlich positiv (-/+).
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Alzianblaufiarbung

Bei Durchfiihrung der Farbung bei einem pH-Wert von 1,0 ist keine blaue Farbung vorhanden,
demnach sind keine sulfatierten Mukosubstanzen vorhanden.

Bei einem pH-Wert von 2,5 hingegen stellen sich die Zilienspitzen blau dar. Auch die vorhan-
denen Protrusionen sind blau umrandet.

In der Ampulla kdnnen karboxylgruppenhaltige Mukosubstanzen im supranucleédren Zytop-
lasma von sekretorischen Epithelzellen nachgewiesen werden. Die entsprechenden Proben
stammen aus dem Prodstrus, Ostrus oder Metdstrus von ipsi- und contralateralen Ampulla-
segmenten. Keinerlei positive Alzianblaureaktion findet sich im Epithel von Trichter, Isthmus
und UTJ sowie bei den Proben aus dem frithen bzw. spiten Didstrus. Die Alzianblaureaktion
in den einzelnen Proben ist nur bei einigen Zellen zu erkennen und féllt teilweise schwach aus.
Bei Alzianblaufarbung mit pH 1,0 und 2,5 sind im Bindegewebe Zellen mit leuchtend blauem

Zytoplasma und rotem Kern vorhanden, bei denen es sich wahrscheinlich um Mastzellen oder

Histiozyten handelt.

30 um

Abb. 23: Alzianblauférbung bei pH 2, 5, Ampulla, Abb. 24: Alzianblauférbung bei pH 1,0, Ampulla,
Metostrus. Das perinukledre Zytoplasma der sekretori- ~ Metostrus. Das Epithel weist keine Reaktion auf.
schen Zellen weist eine deutliche Farbung auf, die

Zilienpole sind ebenfalls angefarbt.
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Abb. 25: Alzianblau positive Zellen in
der bindegewebigen Tela subserosa (Ts)
des Eileiters, es handelt sich wahrschein-
lich um Mastzellen.

Silberimprignation nach Gomori

Die Epithelzellen stellen sich grau dar, ihre Kerne sind etwas heller als das umgebende Zyto-
plasma und heben sich dadurch leicht ab. An der apikalen Zellmembran weisen die zilientra-
genden Zellen einen dunklen Saum auf. Es handelt sich hierbei um die Kinetosomen der Zi-
lien. Die Zilien zeichnen sich in einem kréftigen Grau sehr klar ab und machen so eine deutli-
che Differenzierung zwischen den Zellarten des Epithels moglich. Die Lamina propria ist
braunviolett gefarbt. Sie besteht demnach hauptsédchlich aus kollagenen Fasern. Subepithelial
und die Gefdle umgebend sind feine argyrophile Fasern eingelagert. Die Tunica muscularis
enthéilt viele feine, retikuldre Fasern in den Verschiebeschichten der Muskelzellen. Auch die
groBBeren Gefidlle der Tela subserosa enthalten silberimpriagnierte Fasern zwischen ihren glatten

Muskelzellen. Ansonsten erscheint diese Schicht homogen violett. Thre Farbintensitit ist

schwécher als die der L. propria.

10 um

Abb. 26: Gomori-Silberimpréignation, Ampulla. Die Abb. 27: Gomori-Silberimprégnation, das Epithel der
kollagenen Fasern der L. propria (Lp) einer Bindege- Ampulla mit dezenten Protrusionen im Metostrus.
websfalte erscheinen homogen violett. Die Kinetosomen der Zilien stellen sich schwarz dar.
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Morphometrische Untersuchungen

Epithelhéhen:
Die Hohe des Epithels von der Basallamina zur apikalen Zellmembran betrdgt in der Ampulla

im Prodstrus durchschnittlich 29 um, im Ostrus 39,9 um, im Metdstrus 34,9 um, im Didstrus
25,2 pm. Im Didstrus wurden bei einer zweite MefBvariante die Protrusionen eingeschlossen,
dabei ergibt sich ein durchschnittlicher Wert von 32 um.

Im Isthmus ist das Epithel flacher als in der Ampulla. Die durchschnittliche Hohe der Epithel-
zellen betrigt im Prodstrus 24,3 um, im Ostrus 33,6 pm, im Metdstrus 30,5 pm und im
Diostrus 23,4 um. Die Zilien erreichen in der Ampulla eine durchschnittliche Lénge von 4 um

und im Isthmus von ca. 6 pm.

Die Hohe des Epithels im Zyklusverlauf

pm
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Graphik 1: Die Hohen des Epithels in um in der Ampulla und im Isthmus an vier verschiedenen Zyklustagen. Das
Epithel der Ampulla ist in allen Zyklusphasen héher als das Epithel im Isthmus. Die hchsten Werte werden in
beiden Segmenten im Ostrus, die niedrigsten Werte im Didstrus gemessen.

Anzahl zilientragender und sekretorischer Zellen im Zvyklusverlauf:

Zilientragende und sekretorische Zellen (bzw. nichtzilientragende Zellen) sind in Ampulla und
Isthmus jeweils zu ca. 50 % vorhanden. Es kann keine Verdnderung ihrer Anteile wihrend des
Zyklus festgestellt werden. Bei den Zahlungen wurden die basalen Zellen nicht beriicksichtigt.
Ungeféahr 2-4 Zellen pro hundert gezéhlter Epithelzellen sind als basale Zellen zu identifizie-

ren.
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4.1.2 Immunhistochemische Untersuchungen

Immunhistochemischer Nachweis von Panzytokeratin

Nur die Epithelzellen des Eileiters reagieren mit dem Antikdrper gegen Panzytokeratin. Die
Serosaepithelzellen sind konstant dunkelbraun angefarbt und zeigen damit eine stark positive
Reaktion (+++). Eine konstant negative Reaktion weisen die Gefda3endothelien auf.

Das Zytoplasma der sekretorischen Epithelzellen ist deutlich bis stark immunpositiv. Die
Protrusionen haben ein schwach immunpositives Zentrum (+) und reagieren im dufleren Be-
reich stark positiv (+++) mit dem Antikorper gegen Panzytokeratin. Die zilientragenden Zellen
haben ein deutlich immunpositives Zytoplasma (++), supranukleire Bereiche weisen insbe-
sondere im Isthmus eine stark positive Reaktion (+++) auf.

Die zilientragenden Zellen des Isthmus weisen apikal ein dunkleres Zytoplasma auf als die
sekretorischen Zellen.

Die basalen Rundzellen reagieren nicht mit dem Antikdrper gegen Panzytokeratin.

10 um

Abb. 28: IHC-Nachweis von Panzytokeratin im Epi- Abb. 29: IHC-Nachweis von Panzytokeratin im Epi-

thel (Ep) der Ampulla. Die Protrusionen (P) weisen thel (Ep) des Isthmus, die supranukleéren Bereiche der
eine starke immunpositive Umrandung auf. Die L. zilientragenden Zellen erscheinen besonders immunre-
propria (Lp) zeigt keine Immunreaktion. aktiv. Die L. propria (Lp) ist Zytokeratin negativ.
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Abb. 30: IHC-Nachweis von Panzytokeratin im
Isthmus in der Ubersicht. Die spezifische Reak-

tion des Antikdrpers wird deutlich.
300 um
—_—y

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

In der Lamina propria befinden sich insbesondere subepithelial viele stark Vimentin positive
Zellen (+++). Auch Endothelzellen der Gefdl3e reagieren stark positiv (+++).

In der T. muscularis gibt es nur wenige Zellen, die Immunreaktionen auf Vimentin zeigen. Es
handelt sich hierbei um die Fibroblasten aus den muskuldren Verschiebeschichten. Die Mus-
kelzellen selbst reagieren nicht oder nur schwach mit dem Vimentinantikorper.

In der Tela subserosa erscheinen die wenigen vorhandenen Fibroblasten ebenfalls deutlich
immunpositiv (++). Die in dieser Schicht enthaltenen groBeren Gefdfle reagieren im Endothel
mit dem Antikorper gegen Vimentin positiv. Ihre Muskelschicht reagiert im Allgemeinen nur
sehr schwach (-/+).

Im Eileiterepithel einschlieBlich der eingestreuten freien Zellen bleibt der Nachweis von Vi-

mentin negativ.

Immunhistochemischer Nachweis von a-,,smooth-muscle-actin®“ (a-SMA)

Die Tunica muscularis weist in allen Abschnitten des Eileiters eine stark positive Reaktion mit
dem Antikorper gegen a-SMA auf (+++). Die Dicke dieser Schicht nimmt von der Ampulla in
Richtung uterotubaler Verbindung zu (UTJ). Der Verlauf der Muskulatur ist nicht einheitlich.
AuBen verlaufen die Muskelzellen vornehmlich in der Langsrichtung des Eileiters, innen zu-
nehmend auch quer. Weiter ist zu beobachten, dass die Ausbildung der Langsmuskelschicht
nach kaudal zunimmt. In der Ampulla ist nur eine sehr lockere zirkuldre Muskelschicht vor-
handen, die zum Ovar hin diinner wird. Am Ubergang von der Ampulla zum Infundibulum

sind noch einzelne Muskelzellen zu identifizieren. Das Infundibulum lisst keine Tunica
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muscularis mehr erkennen.

Die Muskelschicht der Eileitergefia3e weist einen hohen Gehalt an a-SMA auf (+++). Die En-
dothelien sind immer negativ und heben sich deshalb sehr klar von den Muskelzellen ab.

In der Lamina propria der Falten sind viele GefdBe von unterschiedlicher Grof3e vorhanden.
Sie zeigen ausnahmslos eine positive Reaktion ihrer Muskelzellen.

In der Lamina propria der Ampulla kommen einzelne, subepitheliale Zellen vor, die stark posi-
tiv (+++) reagieren, dabei diirfte es sich um Myofibroblasten handeln.

Im kaudalen Teil des Isthmus sind im Faltenbindegewebe schwach a-SMA positive Zellen
vorhanden. Gefdfle kommen in diesem Teil auffallend selten vor. In der Tela subserosa kom-

men zahlreiche grof3e und kleine GefaBen vor, deren Tunica media stark a-SMA positiv (+++)

erscheint. Das Epithel der Tunica serosa reagiert negativ.

Abb. 31: Nachweis von a-SMA in einer Falte der Abb. 32: IHC-Nachweis von a-SMA, Vergroflerung.
Ampulla. Die glatte Muskulatur der Gefél3e reagiert Subepithelial gelegene Zellen (Pfeile) der L. propria
stark positiv. L. propria (Lp), Epithel (Ep). (Lp) reagieren stark immunpositiv mit dem a-SMA

Antikorper. Epithel (Ep).

Abb. 33: IHC-Nachweis von a-SMA in einer
Falte des Isthmus. Es sind neben den a-SMA
positiven Muskelzellen der Gefille deutlich
immunpositive Bindegewebszellen in der Falte
vorhanden. Epithel (Ep), L. propria (Lp), Tu-
nica muscularis (Tm).
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Vergleich der immunhistochemischen Nachweise von a-SMA und Vimentin

Sowohl a-SMA als auch Vimentin lassen sich in den Gefédllen des Eileiters nachweisen. Der
Vimentin Antikorper (AK) reagiert dabei nur mit den Endothelzellen, wihrend sich a-SMA
ausschlieflich in der Tunica media der Gefd3e nachweisen ldsst. Auch die Lamina propria und
die Tunica muscularis kdnnen mittels dieser Antikorper gut differenziert werden:

Der Vimentin Antikorper zeigt eine deutlich bis stark positive Reaktion (++ - +++) in der L.

propria und den bindegewebigen Verschiebeschichten der Muskulatur. Der a-SMA Antikorper

hingegen reagiert ausschlieBlich mit den Filamenten im Zytoplasma der Myozyten.

Abb. 34: IHC-Nachweis von Vimentin in der Ampulla.  Abb. 35: IHC-Nachweis von a-SMA in der Ampulla.

Abb. 34 und 35: Eine diinne subepitheliale Schicht der L. propria reagiert mit beiden Antikdrpern positiv. Es
konnte sich dabei z.B. um Myofibroblasten handeln. Das Epithel (Ep) zeigt keine Reaktion. In der Tela subsero-
sa (Ts) sind Vimentin positive Zellen vorhanden (links).

Abb. 36: IHC-Nachweis von Vimentin im Isthmus. Abb. 37: IHC-Nachweis von a-SMA im Isthmus.

Abb. 36 und 37: Subepithelial findet im Isthmus ausschlieBlich eine positive Reaktion mit dem Antikdrper ge-
gen Vimentin statt. Die Tunica muscularis (Tm) reagiert mit dem a-SMA Antikdrper positiv, wiahrend mit dem
Vimentin Antikorper nur die Bindegewebszellen der Verschiebeschichten reagieren. Tela subserosa (Ts), Lu-
men (L).
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Immunhistochemischer Nachweis von S 100

Der Antikorper gegen das S100-Protein bindet im Eileiter spezifisch ausschlieBlich in den Epi-
thelzellen. Alle Gefaf3e bleiben ungefarbt.

Die Immunreaktivitdt der Epithelzellen variiert jedoch: Im Isthmussegment reagieren die zi-
lientragenden Zellen deutlich positiv (++), wihrend die schmalen, sekretorischen Zellen eher
schwach angefarbt sind (-/+ - +). In der Ampulla ist ein anderes Reaktionsmuster festzustellen:
Hier sind die sekretorischen Zellen insbesondere apikal und in den Protrusionen deutlich braun
gefarbt (++ - +++). Die zilientragenden Zellen der Ampulla binden weniger Antikdrper (+) als
die sekretorischen Zellen.

Die Rundzellen weisen keine Reaktion mit dem Antikdrper gegen S100 auf.

Abb. 38: IHC-Nachweis von S 100 in der Ampulla. Abb. 39: IHC-Nachweis von S 100 im Isthmus.

Abb. 38 und 39: Im Isthmus (rechts) reagieren die zilientragenden Zellen stirker mit dem Antikdrper gegen
S100. In der Ampulla (links) weisen die sekretorischen Zellen (hier mit Protrusionen) eine deutlichere Immunre-
aktion auf. In Abb. 39 (rechts) ist eine basale Zelle vorhanden, die eindeutig S100-negativ ist.

Immunhistochemischer Nachweis von Laminin

Der Antikorper gegen Laminin zeigt in der mikroskopischen Auswertung eine leichte, unspezi-
fische Hintergrundfarbung. Die Basallamina reagiert deutlich positiv (++). Direkt subepithelial
ist sie als eine klare, kontinuierliche, braune Linie zu erkennen, die jedoch relativ schmal er-
scheint. In den GefdBen ist unter dem Endothel ebenfalls eine sehr diinne, durchgéngige lami-
ninreaktive Basallamina erkennbar.

Der apikale Zellpol der zilientragenden Zellen ist schwach immunpositiv (+). Diese Reaktion

ist dabei auf Hohe der Kinetosomen lokalisiert.
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Abb. 40: IHC-Nachweis von Laminin in der
Basalmembran (Pfeil) des Eileiterepithels (Ep).
L. propria (Lp), Kapillare (K).

Immunhistochemischer Nachweis von ChromograninA

Es ist bei allen Proben auBler der Negativkontrolle eine leichte unspezifische Hintergrundfar-
bung vorhanden. Sowohl die leichte Farbung des epithelialen Zytoplasmas als auch die schwa-
che Reaktion der Gefidf3e sind als unspezifisch einzustufen, da sie bei den Kontrollen gleich-
falls zu sehen war.

Jede zweite Zelle reagiert im Bereich der apikalen Zellpole deutlich positiv (++). Dadurch
entsteht ein regelméfBiges Muster im Epithel. Bei starkerer Vergroferung ist zu erkennen, dass
es sich bei den positiv reagierenden Zellen ausschliefSlich um die zilientragenden Zellen han-
delt. Die Zilien setzen genau an den ChromograninA immunreaktiven apikalen Zellpolen an.
Die sekretorischen Zellen lassen keine Immunreaktion auf ChromograninA erkennen. Da diese
Zellen nach apikal schmaler werden, beteiligen sie sich nur in geringem Malf3e an der Bildung
der apikalen Epitheloberfliche.

Die in den verschiedenen Zyklusstadien in der Ampulla vorkommenden Protrusionen wolben
sich zwischen den chromograninhaltigen Zellpolen der benachbarten zilientragenden Zellen
hervor und driicken die Zilien zur Seite. In diesen Bereichen ist die positive Immunreaktion
besonders deutlich den zilientragenden Zellen zuzuordnen, da die Protrusionen den gefarbten
Saum unterbrechen.

Alle weiteren Zellen im Eileiter reagieren beim Nachweis von ChromograninA nicht.

Bei der Mehrzahl der Proben fillt die immunhistochemische Reaktion im Isthmus stérker aus
als in den entsprechenden Proben der Ampulla. Die Expression des ChromograninA unterliegt
keiner Regulation in den verschiedenen Zyklusstadien. Auch die Anzahl positiv reagierender

Zellen éndert sich wihrend des Zyklus nicht.
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Abb. 41: IHC-Nachweis von ChromograninA an den Abb. 42: IHC-Nachweis von ChromograninA. Ver-
apikalen Zellpolen der zilientragenden Zellen. Lumen  groferung des Epithels, die Zilien sind eindeutig den
(L), Epithel (Ep), L. propria (Lp). ChromograninA positiven Zellen zuzuordnen.

Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptor a. (ERa)

Der ERa wird vor allem in den Zellkernen des Eileiterepithels, in den Fibrozyten der L.
propria und in den glatten Muskelzellen der Tunica muscularis exprimiert. Dies wird durch
eine spezifische braune Kernfarbung beim histochemischen Nachweis deutlich. Die leichte
Féarbung des Zytoplasmas wird als unspezifische Hintergrundfarbung angesehen. Die Negativ-

kontrollen sind vollstdndig ungeférbt.

Ampulla:

In der Ampulla sind die Kerne der glatten Muskelzellen besonders im Prodstrus deutlich bis
stark ERa positiv (++ - +++). In den Proben des Ostrus, Metdstrus und Didstrus zeigen sie nur
schwach positive, in zwei Féllen sogar keine Reaktionen.

Die Fibrozytenkerne der Lamina propria weisen selbst innerhalb einer Probe gro3e Unter-
schiede auf. Es sind zwischen 30 und 60 % der Kerne ERa positiv. Auffallend viele ERa posi-
tive Kerne sind in den Faltenspitzen vorhanden, sehr wenige findet man in basalen Bereichen
und in der zirkuldren Schicht der L. propria. Auffallend oft liegen die immunpositiven Kerne
in der unmittelbaren Néhe des Epithels. Thre Reaktion ist im Prodstrus und im Ostrus durch-
schnittlich deutlich positiv (++). Im Metostrus zeigen 2 Proben stark positiv reagierende Bin-
degewebszellkerne. Im Didstrus ist nur eine schwach positive Reaktion zu verzeichnen.

Die Fibrozytenkerne der Tela subserosa sind nur vereinzelt schwach ERa positiv.

Die Serosaepithelzellen zeigen insbesondere im Ostrus deutlich positive Reaktionen.
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In den Endothelien lésst sich ERa nicht nachweisen.

Insbesondere im Epithel variiert die Reaktionsintensitit mit dem Antikorper gegen ERa in den
Eileiterabschnitten und mit dem Zyklus. Es ist sehr aufféllig, dass sich in beiden Abschnitten
gleichermallen die Zellkerne der verschiedenen Zellen in ihrer Reaktionsintensitét unterschei-
den. Die basal lokalisierten Kerne weisen im Allgemeinen stirkere ERa Reaktionen auf als die

in der Zellmitte gelegenen Kerne. Die basalen Zellen im Epithel sind immer ERa negativ.

Zvyklische Verinderungen des Ostrogenrezeptor o im Epithel der Ampulla

Im Ostrus sind viele negative Kerne vorhanden. Sie erscheinen durch die Himalaunfirbung
blaulich. Diese Kerne liegen meist in der Mitte der Zelle. Die basal gelegenen Kerne erschei-
nen meist schwach positiv (+) bis deutlich positiv (++).

Im Metostrus ist die Lage der Kerne etwas ungleichmiBiger. Es sind einige stark positive Ker-
ne vorhanden (+++), die von ovaler Form sind. Die basal gelegenen, ovalen Kerne erscheinen
uneinheitlich vollstindig negativ bis stark ERa positiv (+++). Die ehemals in der Zellmitte
gelegenen Kerne sind an ihrer runden Form zu identifizieren. Sie erscheinen oft negativ, meist
fraglich positiv (-/+) und selten schwach positiv (+).

Im Digstrus und im Prodstrus wird ERa auch in den kernhaltigen Protrusionen exprimiert. Die
Féarbung dieser Kerne ist meist deutlich bis stark ERa positiv (++ -+++). Ansonsten dhnelt das
Bild stark dem des Metdstrus. Die schwiichste Reaktion mit dem Antikdrper ist im Ostrus zu

verzeichnen.

81



Ergebnisse

Abb. 43: IHC-Nachweis des ERa in der Ampulla, Abb. 44: IHC-Nachweis des ERa in der Ampulla,
Prodstrus. Die kernhaltigen Protrusionen der sekretori-  Ostrus. Lediglich die basale Kernreihe (sekretorische
schen Zellen zeigen starke Reaktionen mit dem ERa Zellen) zeigt eine positive Reaktion mit dem ERa
Antikorper. Antikorper.

Abb. 45: IHC-Nachweis des ERa in der Ampulla, Abb. 46: IHC-Nachweis des ERa in der Ampulla,
Metostrus. Die basale Kernreihe (sekretorische Zellen)  Didstrus. Die Kerne der sekretorischen Zellen weisen
zeigt eine deutlich bis starke Reaktion. Die Kerne der ~ deutlich bis stark immunpositive Kerne auf, die ent-
zilientragenden Zellen zeigen eine schwach positive weder basal liegen oder sich in den Protrusionen be-
Reaktion mit dem ERa Antikorper. finden.

82



Ergebnisse

ER-alpha Expression in der Ampulla des FEileiters
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Graphik 2: Graphische Darstellung der Anteile ERa positiver und stark positiver Zellen im Epithel der Ampulla.
Anhand der Graphik wird deutlich, dass sowohl der maximale Anteil an Zellkernen, die den ERa exprimieren als
auch die maximale Expression des ERa. in der Ampulla im Prodstrus gegeben ist. Im Ostrus ist sowohl der Anteil
aller positiv reagierenden Zellen als auch der stark positiv reagierender Zellen (++) am niedrigsten. Im Zyklus-
vergleich ist der Anteil ERa positiver Zellen im Prodstrus am hochsten und im Ostrus am geringsten.

Isthmus:

Die Proben aus dem Isthmussegment weisen in Muskulatur und Bindegewebe in allen Stadien
deutlich bis stark positive Reaktionen der Zellkerne mit dem Antikérper gegen ERa auf. Im
Diostrus scheint die Reaktion etwas schwécher zu sein als in den anderen Zyklusstadien. Die
Serosa ist teilweise deutlich ERa positiv. Die Endothelien weisen vor allem im Ostrus zum
Teil deutlich positive Reaktionen auf, andere Gefa3e bleiben gidnzlich ohne Reaktion. Die Tu-

nica media der Gefédfe ist immer ERa negativ.

Zvklische Verinderungen des Ostrogenrezeptor o im Epithel des Isthmus:

Die Intensitét der ERa Immunreaktion ist im Isthmus stérker als in der Ampulla.

Im Ostrus ist die Expression des Rezeptors wie in der Ampulla am geringsten. Es sind nur we-
nige stark positive (+++) Kerne vorhanden. Die Anzahl der deutlich positiv gefarbten Kerne
(++) scheint etwas hoher zu sein als in der Ampulla.

Im Metostrus ist die basale Kernreihe fast durchgéngig stark ERa positiv (+++). Die in der
Mitte der Zelle gelegenen Kerne sind durchschnittlich deutlich positiv (++).

Im Diostrus ist die basale Kernreihe nicht ganz so stark ERa positiv (++) wie im Met0ostrus.
Zudem sind die in der Zellmitte gelegenen, runden Kerne nur schwach ERa positiv geférbt.

Ansonsten entspricht das Bild dem Metostrus. Im Prodstrus fallt der ERa Nachweis dhnlich
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wie im Didstrus aus, nur sind mehr ungefarbte oder schwach ERa positive Zellkerne in der

basalen Kernreihe vorhanden.

Beide Kernreihen sind besonders im Isthmus deutlich zu unterscheiden. Die ERo Immunreak-

tion der basalen Kernreihe ist starker als die der in der Epithelmitte gelegenen Kerne.

30 um

Abb. 47: IHC-Nachweis des ERa im Isthmus, Pro-
ostrus. In der basalen Kernreihe (sekretorische Zellen)
reagieren einige Kerne stark ERa immunpositiv. Die
in der Mitte des Zytoplasmas gelegenen Kerne weisen
hochstens schwach positive ERo Immunreaktionen
auf.

30 um

Abb. 49: IHC-Nachweis des ERa im Isthmus, Me-
tostrus. Es ist insbesondere in der basalen Kernreihe
eine starke Immunreaktion vorhanden, auch die mittel-
stindigen Kerne reagieren positiv.

Abb. 48: IHC-Nachweis des ERa im Isthmus, Ostrus.
In der basalen Kernreihe (sekretorische Zellen) sind
schwach bis deutlich positive Immunreaktionen vor-
handen, die mittelstindigen Kerne der zilientragenden
Zellen zeigen eine negative Immunreaktion.

30 um

Abb. 50: IHC-Nachweis des ERa im Isthmus, Di-
oOstrus. Die basale Kernreihe weist durchgéingig deutli-
che bis starke Immunreaktionen auf, auch die mittel-
stindigen Kerne reagieren schwach positiv mit dem
ERa Antikdrper. Die Gesamtreaktion fallt etwas
schwicher aus als im Metdstrus.
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Abb. 51: IHC-Nachweis des ERa. Die kernhaltigen Abb. 52: IHC-Nachweis des ERa im Epithel des Isth-

Protrusionen der Ampulla zeigen im Didstrus hohe

ERo Gehalte.

mus. Die basal gelegenen Kerne (sekretorische Zellen)

reagieren stark ERa positiv. Die mittelstindigen Kerne
(Pfeil) der zilientragenden Zellen reagieren nur
schwach positiv.

ER-alpha Expression im Isthmus des Eileiters
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Graphik 3: Graphische Darstellung der Anteile ERa positiver und stark positiver Zellen im Epithel des Isthmus.
Die grofite Zahl ERa positiver Kerne liegt im Metdstrus vor. In den anderen Stadien sind {ibereinstimmend ca.
60 % positive Zellen vorhanden. Die Anteile der mit schwach positiv und mit stark positiv bewerteten Zellkerne

variieren hier relativ stark.
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Expression des Estrogenrezeptor-alpha
in Ampulla und Isthmus
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Graphik 4: Graphische Darstellung der Expressionsstirke des ERa im Zyklusverlauf in Ampulla und Isthmus.
In beiden Segmenten zeigt der ERa dhnliche Verldufe. Im Isthmus ist die ERa Expression jedoch etwas stérker
als in der Ampulla. In beiden Segmenten liegt das Expressionsminimum im Ostrus und weist bis zum Didstrus
eine steigende Tendenz auf. Die Expressionsstiirke hat im Isthmus bis zum Ostrus eine fallende Tendenz, wih-
rend sie in der Ampulla bis zum Didstrus marginal sinkt und dann im Prodstrus ihr Maximum erreicht.

Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR)

Der Antikorper gegen den PR bindet spezifisch in den Kernen des Epithels, den Fibrozyten in
der L. propria und der Tunica muscularis.

Den grofiten Anteil positiver Zellen weist das Epithel des Eileiters auf. Die Intensitit der Im-
munreaktion ist jedoch meist in den Fibrozyten der L. propria stirker. Die Reaktionstdrke des
Epithels variiert wihrend des Hormonzyklus und in den beiden untersuchten Abschnitten. In
der Ampulla ist die immunhistochemische Reaktion wesentlich schwécher als im Isthmus. In
beiden Abschnitten reagieren die in der Mitte des Epithels lokalisierten Kerne schwicher PR

immunpositiv als die basal gelegenen.

Ampulla:

Die Expression des PR ist im Ostrus und Metdstrus hoher als im Prodstrus und Didstrus. Be-
sonders die Kerne der glatten Muskelzellen zeigen im Didstrus nur sehr schwache oder keine
Immunreaktion auf PR. In der Tela subserosa kommen schwach positive (+) Kerne vor. Die

meisten Zellen verhalten sich hier aber PR-negativ. Die Serosaepithelzellkerne sind teilweise

deutlich positiv (++). Einige Gefdlle weisen deutlich PR-positive Endothelien auf (++), wih-
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rend andere Gefile ginzlich negativ erscheinen. Im Ostrus reagieren mehr Zellkerne der En-

dothelzellen mit dem Antikdrper gegen PR als in anderen Zyklusstadien.

Zvklische Verinderungen des Progesteronrezeptors im Epithel der Ampulla:

Im Di6strus und im Prodstrus sind lediglich schwach positive Kerne zu verzeichnen.

Im Ostrus ist die Expression des PR in der Ampulla am groBten. Von den basal gelegenen

Kernen sind im Ostrus und Metdstrus nur wenige deutlich oder stark positiv (++ - +++) ge-
farbt.

30 um 30 um

Abb. 53: IHC-Nachweis des PR in der Ampulla, Pro- Abb. 54: IHC-Nachweis des PR in der Ampulla,

Ostrus. Lediglich in der basalen Kernreihe kommen Ostrus. In der basalen Kernreihe sind einige deutlich
schwach positiv mit dem Antikorper gegen PR reagie- PR immunpositve Zellkerne vorhanden. Die in der
rende Zellkerne vor. Epithelmitte gelegenen Kerne reagieren teilweise

schwach positiv mit dem Antikérper gegen PR.

Abb. 55: IHC-Nachweis des PR in der Ampulla, Met-  Abb. 56: IHC-Nachweis des PR in der Ampulla, Di-
Ostrus. Die stirker immunpostiv reagierenden Zellker-  dstrus. Nur in der basalen Kernreihe und in den Protru-
ne sind nicht mehr einheitlich in der basalen Kernreihe  sionen sind vereinzelt schwach immunpositive Zell-
angeordnet. kerne zu finden.
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PR-Expression in der Ampulla des Eileiters
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Graphik 5: Graphische Darstellung der Anteile PR positiver und stark positiver Zellen im Epithel der Ampulla.
Stark positive Zellen sind in der Ampulla kaum zu verzeichnen. Die Gesamtanzahl positiver Zellen ist im Ostrus
am hochsten und hat bis zum Pro6strus eine fallende Tendenz.

Isthmus:

Im Isthmus ist die Expression des PR in den Zellkernen der L. propria im Gegensatz zu allen
anderen Stadien deutlich erhoht. Ebenso verhélt es sich mit den Kernen der glatten Muskelzel-
len, nur dass die Reaktion mit dem Antikdrper hier zusétzlich im Metdstrus deutlich positiv ist.
Der PR lisst sich in den Endothelien im Ostrus und Metdstrus nachweisen.

Der Rezeptorgehalt in den Epithelzellen der Serosa ist sehr unterschiedlich.

Zvklische Veridnderungen des Progesteronrezeptors im Epithel des Isthmus:

Im Isthmus ist die Expression des PR in allen Zyklusstadien deutlich stirker als in der Ampul-
la. Die stirksten immunhistochemischen Reaktionen sind auch hier im Ostrus aber zusétzlich
noch im Metostrus zu verzeichnen. Einige Kerne sind sehr kréftig gefarbt. Im Didstrus nimmt
die Intensitit der Immunreaktion bei den mittelstdndig im Epithel gelegenen Kernen im Ver-

gleich zum Metostrus etwas ab. Das Bild des Prodstrus entspricht in etwa dem des Didstrus.
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30 um

Abb. 57: THC-Nachweis des PR im Isthmus, Prodstrus.  Abb. 58: THC-Nachweis des PR im Isthmus, Ostrus.
In der basalen Kernreihe sind einige deutlich positive Stark PR immunpositive Kerne liegen hauptséchlich in

Immunreaktionen zu erkennen. Die mittelstédndigen der basalen Kernreihe. Auch die mittelstandigen Kerne
Kerne weisen schwach positive Reaktionen mit dem weisen deutliche PR Immunreaktionen auf.
PR-Antikorper auf.

Abb. 59: IHC-Nachweis des PR im Isthmus, Met- Abb. 60: IHC-Nachweis des PR im Isthmus, Didstrus.

ostrus. Es sind hauptséchlich deutlich PR immun- Es sind hauptséchlich deutlich positive Zellkerne mit

positive Kerne vorhanden. Die basal gelegenen Kerne ~ dem PR-Antikdrper zu verzeichnen. Im Allgemeinen

weisen teilweise sogar stark positive Reaktionen auf. fallt die Immunreaktion etwas schwicher als im Me-
tdstrus aus.
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PR-Expression im Isthmus des Eileiters
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Graphik 6: Graphische Darstellung der Anteile PR schwach positiver und stark positiver Zellen im Isthmus.

Der Gesamtanteil positiver Kerne ist im Ostrus und Metdstrus am hdchsten. Zum Didstrus fillt der Anteil positi-
ver Kerne tendenziell ab. Auch der Anteil zweifach positiver Kerne weist eine fallende Tendenz auf. Im Didstrus
und Prodstrus sind die Gesamtanteile positiver Zellen am geringsten.

Expression des Progesteronrezeptors
in Ampulla und Isthmus
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Graphik 7: Graphische Darstellung der Expression des PR in Ampulla und Isthmus im Zyklusverlauf. Die Kerne
mit starker Immunreaktion (++ - +++) wurden hierbei gewichtet, um den Rezeptorgehalt graphisch darstellen zu
kdnnen. Der Expressionslevel des PR ist im Isthmus deutlich hoher als in der Ampulla.
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Anteile ERo und PR immunpositiver Zellen in der Ampulla und im Isthmus

ER-alpha und PR immunpositive Zellen
in der Ampulla
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Graphik 8: Graphische Darstellung der Anteile positiver Zellen (+ und ++) fiir ERo und PR (Mittelwerte der 3
Proben) mit den entsprechenden Standardabweichungen in der Ampulla zu vier verschiedenen Zykluszeitpunkten.
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Graphik 9: Graphische Darstellung der Anteile positiver Zellen (+, ++, +++) fiir ERo. und PR (Mittelwerte der 3
Proben) mit den entsprechenden Standardabweichungen im Isthmus zu vier verschiedenen Zykluszeitpunkten.
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Caspase-3

Im bovinen Eileiterepithel lassen sich immunhistochemisch keine Caspase-3 positiven Zellen

nachweisen.

Ki-67

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nur sehr wenige Zellteilungen im Eileiterepithel statt-
finden. Aufgrund dieser geringen Anzahl von MIB-1 positiven Zellen wurde auf eine Auszih-
lung pro Gesamtzellzahl und die Berechnung eines Mitoseindex verzichtet.

In der Ampulla kommen mehr Mitosen als im Isthmus vor (in der Ampulla sind wesentlich
mehr Zellen pro Querschnitt vorhanden als im Isthmus). Eine Abhédngigkeit vom Zyklusstand
lasst sich nicht erkennen. Im Met- und frithen Didstrus scheinen weniger Mitosen vorhanden
zu sein als in den anderen Zyklusstadien, dies ist aber statistisch nicht fassbar. Auch ein Ver-
gleich von ipsi- und contralateraler Seite der Ampulla lisst keine Unterschiede erkennen.Eine
der untersuchten Proben aus dem Prodstrus weist im Vergleich zu allen anderen Proben be-

sonders viele Mitosen im Epithel auf. Die Ursache hierfiir ist nicht bekannt.
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Abb. 61: IHC-Nachweis von Mitosen (Ki-67) mit dem  Abb. 62: IHC-Nachweis von Mitosen (Ki-67) mit dem
MIB-1-Antikérper in der Ampulla, Ostrus. MIB-1-Antikdrper in der Ampulla, Prodstrus.
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4.1.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Morphologie der Ampulla variiert wiahrend des Zyklusverlaufs deutlich. Das Epithel be-
steht aus sekretorischen und zilientragenden Zellen. Sie sind elektronenmikroskopisch anhand
threr morphologischen Charakteristika leicht voneinander zu unterscheiden. Die sekretorischen
Zellen haben ein elektronendichteres Zytoplasma als die zilientragenden Zellen. Wéhrend die
sekretorischen Zellen vor allem gut ausgebildete Golgi-Komplexe und viel granuliertes en-
doplasmatisches Retikulum sowie freie Ribosomen aufweisen, finden sich im Zytoplasma der
zilientragenden Zellen zahlreiche Mitochondrien vom Crista-Typ. Verschieden strukturierte
sekretorische Granula kommen fast ausschlieBlich in Zellen vor, die keine Zilien tragen. Beide
Zelltypen weisen Mikrovilli auf, die der Oberflaichenvergréflerung dienen.

Die Zilien im Eileiter enthalten eine fiir Kinozilien typische Anordnung der Mikrotubuli aus
einem zentralen und neun peripher liegenden Mikrotubuluspaaren. Die Zilien sind ca. 4-5 pm
lang und bedecken meist die gesamte apikale Zelloberfldche. Thre Basalkdrperchen liegen in
regelmiBiger Anordnung direkt unter der apikalen Zellmembran.

Die Kerne der zilientragenden Zellen befinden sich im mittleren bis apikalen Zytoplasma der
Zellen. Sie sind relativ rund und wenig gefurcht. Die sekretorischen Zellen hingegen haben
langliche Kerne, die teilweise tiefe Einkerbungen aufweisen. Sie sind in den meisten Zyklus-
phasen im basalen Zytoplasma lokalisiert (Ausnahmen siehe unten). Die Kerne beider Zellty-
pen enthalten hauptsidchlich Euchromatin, nur an ihrem Rand sind kleine Bezirke kondensier-
ten Chromatins (Heterochromatin) vorhanden. Bei vielen Zellen ist ein deutlich ausgebildeter
Nukleolus erkennbar.

An den lateralen Zellmembranen kommen Zellverbindungen vor. Es handelt sich zum einen
um Desmosomen (Macula adhaerens). Sie stellen sich stark elektronendicht dar, da die Inter-
medidrfilamente des Zytoplasmas in diesen Bereichen zusammenlaufen und dadurch gebiindelt
vorliegen.

Zum anderen bilden Tight junctions (Zonulae occludens) an den apikalen Polen benachbarter
Zellen eine Barriere zwischen dem Lumen und dem Interzellularraum. Es ist deutlich zu er-
kennen, dass die lateralen Zellmembranen in diesem Bereich miteinander verschmelzen. Als
indirekte Zellverbindungen sind Interdigitionen auszumachen.

Die so genannten ,,Basalzellen* haben eine runde Gestalt und einen grof3en, runden, hetero-
chromatischen Kern. Dieser ist von einem hellen, schmalen Zytoplasmabereich umgeben. Ob-
wohl diese Zellen im basalen Teil des Epithels lokalisiert sind, scheinen sie nicht mit der Ba-

salmembran verankert zu sein und liegen ihr oft nicht einmal direkt auf. Die epitheliale Ober-
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flache erreichen sie ebenfalls nicht und weisen zudem keine Verbindungen zu den Nachbarzel-
len auf. Sie enthalten Granula und eine geringe Menge endoplasmatisches Retikulum. Mitosen
konnen nicht beobachtet werden. Bei diesen basalen Zellen handelt es sich um intraepitheliale

Lymphozyten. Einige sind aufgrund ihrer Feinstruktur als Makrophagen zu identifizieren.

Abb. 63: Lymphozyt im Eileiterepithel der Ampulla. Zellkern (Zk).

Die Epithelzellen der Ampulla unterliegen zyklischen Verdnderungen. Die sekretorischen Zel-
len weisen in bestimmten Stadien Vorwdlbungen (Protrusionen) auf. Im Ostrus zeigt sich die
epitheliale Oberfliache relativ eben. Die sekretorischen Zellen sind zu diesem Zeitpunkt apikal
schmaler als die zilientragenden Zellen, so dass letztere im Allgemeinen den groBBeren Teil der
apikalen Epitheloberfldche bilden. Es kommen in diesem Stadium keine Protrusionen vor. Die
Zellhohe beider Zelltypen ist gleich. Die Zilien ragen frei ins Lumen. Thre Lénge betrigt ca. 4-
5 um. Im Metostrus (Tag 3,5) und frithen Didstrus (Tag 6) wolben sich die sekretorischen Zel-
len ins Lumen vor. Diese Protrusionen haben einen unregelméfBigen Umriss. In threm Zyto-
plasma befinden sich vor allem sekretorische Granula, endoplasmatisches Retikulum und ver-
einzelt Mitochondrien. IThre Ausdehnung ins Lumen entspricht ungefahr der Hilfte der Zilien-
lange. Diese Protrusionsart ist dadurch gekennzeichnet, dass sie sehr hdufig vom unterlagern-
den Epithel durch membranartige Begrenzungen abgetrennt scheint. Diese Membranen sind
sehr elektronendicht. Teilweise erscheint es, als wiirden sich von den Seiten der Protrusion her

diese Membranen ausbilden und den oberen Teil der Zelle bzw. des Zytoplasmas damit ab-

94



Ergebnisse

schniiren.

Im mittleren (Tag 9 und 12) und spéten Diostrus (Tag 15) sind ebenfalls Protrusionen vorhan-
den. Diese Protrusionen beinhalten jedoch Kerne bzw. Kernteile neben endoplasmatischem
Retikulum und Mitochondrien. Sekretorische Granula sind ebenfalls enthalten, aber nicht in
der groBBen Zahl, wie sie im Metostrus und frithen Didstrus vorkommen. Die duf3ere Erschei-
nung der Protrusionen ist ballonartig. Sie reichen so weit ins Lumen, dass sie die Zilien bei
weitem tiberragen. Durch ihre Gestalt verdrangen und komprimieren sie die Zilienbiischel. Die
luminale Oberflache wird nun von den massiven Vorwdlbungen der sekretorischen Zellen do-
miniert, wihrend die Zilien darunter verdeckt werden.

Im Prodstrus (Tag 18 und 21) dominieren ebenfalls kernhaltige Protrusionen das Oberflachen-
bild. Sie enthalten neben den Kernteilen Granula, Mitochondrien und wenig dilatiertes en-
doplasmatisches Retikulum. Teilweise sind sie tropfenformig und stehen nur iiber feine Zy-
toplasmafdden mit dem Epithel in Verbindung. Auch in diesem Stadium werden die Zilien
durch die Vorwdlbungen zusammengedriickt und verdeckt. Die in den Protrusionen vorhande-
nen Kerne entsprechen den Kernen der im epithelialen Verband verbliebenen Zellen. Sie zei-
gen im Allgemeinen keine degenerativen Verdanderungen wie z.B. eine Kondensation des
Chromatins oder eine Ablosung der Kernmembran. Freie Vesikel im Lumen sind elektronen-
mikroskopisch kaum zu finden.

Die Kerne der sekretorischen Zellen, die normalerweise basal lokalisiert sind, dndern durch die
Protrusionsbildung ihre Lage. Das bedeutet, es sind in den entsprechenden Zyklusstadien Ker-
ne sekretorischer Zellen auch im mittleren und apikalen Zytoplasma bzw. in den Protrusionen
zu finden.

Das Aussehen und die Verteilung der sekretorischen Granula unterliegen ebenfalls zyklischen
Verinderungen. Im Ostrus und im Metdstrus enthalten die Zellen die meisten sekretorischen
Granula. Thre Form ist rund oder oval bis ldnglich-oval. Sie sind direkt unter der apikalen
Zellmembran lokalisiert, welche im Met6strus bereits vorgewdlbt erscheint. Der Grofiteil der
Granula ist stark elektronendicht und erscheint dadurch homogen dunkel. Im Met6strus weisen
die sekretorischen Zellen zusétzlich weniger elektrondichte Granula auf. Die stark elektronen-
dichten Granula sind hier direkt unter der apikalen Zellmembran lokalisiert. Direkt basal von
thnen sind dann meist die weniger dichten Granula angeordnet. Ab dem mittleren Didstrus
findet man zwar sekretorische Granula, sie liegen aber nicht konzentriert im apikalen Zyto-
plasma, vielmehr sind sie in den oberen zwei Dritteln der Zelle lokalisiert und weisen unter-
schiedliche Elektronendichten auf. Im Prodstrus liegen zahlreiche Granula im supranukledren

Bereich der Zelle. Diese sind aber nicht so stark wie im Metdstrus an der apikalen Membran
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konzentriert.

Im Metostrus und frithen Didstrus kommen vermehrt so genannte ,,digiprints vor. Sie sind
ausschlieBlich im apikalen Zytoplasma zu finden, oft liegen sie der apikalen Zellmembran di-
rekt an. Ihr Inhalt ist heteromorph. Sie kommen in unterschiedlicher Dichte vor. Meist er-
scheinen sie wenig elektronendicht, bis auf dunklere Membranen, die ihr Inneres durchziehen.
Diese Strukturen haben Ahnlichkeit mit den Cristae der Mitochondrien. In einigen Bereichen
sieht es aus, als wiirden diese ,,digiprints* mit der Zytoplasmamembran verschmelzen und ih-
ren Inhalt ins Lumen des Eileiters entlassen. Dieses heteromorphe Material konnte auch im
Eileiterlumen direkt {iber der apikalen Zelloberflache identifiziert werden.

Das endoplasmatische Retikulum ist im Ostrus und Metstrus massiv dilatiert.

Ein anderes, interessantes Phinomen ist die Protrusionsbildung bei zilientragenden Zellen, die
vereinzelt im Di- und Prodstrus vorkommt. In diesen Protrusionen sind eindeutig Zilien-
anschnitte zu erkennen. Ansonsten ist ihr Zytoplasma frei von Organellen. Im Gegensatz zu
den Vorwolbungen der sekretorischen Zellen gehen Protrusionen, die Zilien enthalten nur aus
einem kleinen Teil der Zelloberfldche hervor. Die Protrusionen der Zilienzellen wolben sich
nicht so weit ins Lumen vor, wie die Protrusionen der sekretorischen Zellen. Im Zytoplasma
der zugehdrigen Zellen ist auffillig viel und stark dilatiertes endoplasmatisches Retikulum

vorhanden.
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oAl Pyl o & L& > S S TR RN MRS
Abb. 65: Elektronendichte, sekretorische Granula (sG) ~ Abb. 66: Einander gegeniiberliegende Epithelien der
im apikalen Zytoplasma einer sekretorischen Zelle im ~ Ampulla im Ostrus. Zilientragende und sekretorische
Ostrus. Die zilientragenden Zellen enthalten viele Mi-  Zellen haben die gleiche Hohe, deshalb ist eine gera-
tochondrien (M). Zwischen benachbarten Zellen sind de, einheitliche Oberflachenlinie des Epithels zu
,tight junctions* (Tj) ausgebildet. Die Basalkorperchen  verzeichnen.

(Bk) der Zilien (Z) sind regelmiBig unter der apikalen

Zellmembran angeordnet.

Abb. 67: Metostrus. Elektronendichte, sekretorische Abb. 68: Grofie Protrusion im Metostrus. Es sind

Granula (sG) sind in den Protrusionen (Pfeilspitze) viele elektronendichte sekretorische Granula und
enthalten. Es ist zu erkennen, dass die sekretorischen andere Zellorganellen darin enthalten. Ein ,,digiprint*
Zellen reichlich granuliertes endoplasmatisches Reti- (Pfeilspitze) in der Bildmitte beriihrt die Zellmemb-

kulum enthalten. Gefurchter Zellkern (Zk) einer sekre-  ran.
torischen Zelle.
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Abb. 69: Protrusionen im Metostrus iiberschreiten die ~ Abb. 70: Protrusionen im Metdstrus. Sekretorische
Ausdehnung der Zilien (Z) ins Lumen nicht. Interdigi- ~ Granula (sG) und Digiprints sind darin enthalten. Die-
tion der lateralen Zellmembran (Pfeilspitze) am apika-  se sekretorische Zelle enthilt viel granuliertes en-

len Zellpol. Mitochondrien (M) in einer zilientragen- doplasmatisches Retikulum. Die Protrusion scheint
den Zelle. durch eine Membran (Pfeilspitze) abgegrenzt zu sein.

Abb. 71: Epitheliale Oberfléche im frithen Didstrus (Tag 6). Die Protrusionen der sekretorischen Zellen (P) sind
kleiner als im Metostrus. Sie enthalten sekretorische Granula (sG). Uber der apikalen Oberflache ist ein memb-
ranumgrenztes Zellfragment vorhanden, das Zilienanschnitte enthélt (Pfeilspitze). Zellkerne (Zk), Zilien (Z).
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Abb. 72: Friiher Dibstrus. Ein membranumgrenztes
Zellfragment iiber der apikalen Zellmembran enthélt
Zilienanschnitte (Pfeilspitze). Die sekretorischen Gra-
nula erscheinen weniger dicht als im Metdstrus. Im
apikalen Bereich der Zelle sind auB3erdem ,,digiprints*
(Dp) vorhanden.

T

ADbb. 74: Diese massive, kernhaltige (Zk) Protrusion
einer sekretorischen Zelle im Didstrus enthélt viel rER.
Daneben liegt die kleinere Protrusion einer zilientra-
genden Zelle mit enthaltenen Zilienanschnitten (Pfeil-
spitze).

Abb. 73: Ein ,,digiprint“(Pfeilspitze) in einer Protrusi-
on des frithen Didstrus scheint seinen Inhalt ans Lu-
men abzugeben. In der Protrusion sind aulerdem
reichlich sekretorische Granula (sG) enthalten. Zell-
kern (Zk), Zilien (Z).

Abb. 75: Protrusion einer zilientragenden Zelle bein-
haltet ldngsgeschnittene Zilienteile (Pfeilspitze). Die
Protrusion geht nur aus einem Teil der apikalen Zell-
oberflache hervor. Basalkdrperchen (Bk), Mitochond-
rien (M).
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Abb. 76: Massive kernhaltige (Zk) Protrusion einer Abb. 77: Protrusionen von sekretorischen Zellen sind
sekretorischen Zelle im Proostrus. Sie dehnt sich wei-  im Prodstrus meist kernhaltig (Zk). Hier sind auB3er-
ter ins Lumen hinaus als die benachbarten Zilien (Z). dem Mitochondrien (M) und rER enthalten.

In einer weiteren Protrusion sind insbesondere
membrannah sekretorische Granula (sG) enthalten.

Abb. 78: VergroBerung einer kernhaltigen (Zk) Protrusion im Prodstrus. Aulerdem sind rER, Mitochondrien (M),
sekretorische Granula (sG) und Ribosomen enthalten.
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4.2 Ergebnisse zur Zellkultur der bovinen Eileiterepithelzellen

4.2.1 Morphologie und Wachstum der Eileiterpithelzellen in vitro

Enzymatische und mechanische Isolierung im Vergleich

Die bei verschiedenen Isolierungsmethoden entstehenden Zellaggregate unterscheiden sich

morphologisch voneinander. So entstehen die gro3ten Sphiroiden bei einer mechanischen Iso-

lierung der Epithelzellen der Ampulla. Die stirksten Rotationsbewegungen kénnen bei mecha-

nisch isolierten Epithelzellen des Isthmus beobachtet werden.

Tabelle 13: Isolierung, Epithelzellen aus der Ampulla

Enzymatisch (mit Trypsin)

Mechanisch (Ausstreichen)

Gewonnene Zellzahl pro ml

30,6 x 10*

13,7 x 10*

Einzelzellen in Suspension,

GroBe Zellaggregate aus bis zu

Morphologie selten kleine Zellaggregate. mehreren hundert Zellen.
Zilienmotilitat Kaum sichtbar Stark

Zellmobilitat Schwach Starke Rotationsbewegungen
Adhéarenz Nach spétestens 12 Stunden Nach ca. 24 Stunden

Tabelle 14: Isolierung, Epithelzellen aus dem Isthmus

Enzymatisch (mit Trypsin)

Mechanisch (Ausstreichen)

Gewonnene Zellzahl pro ml

20,0 x 10* Zellen / ml

6,1 x 10* Zellen / ml

Morphologie Einzelzellen in Suspension (Clirl:ﬁferzZﬁagiger?i?tzmpullaze llen)
Zilienmotilitat Kaum sichtbar Stark

Zellmobilitit Schwach Sehr starke Rotationsbewegungen
Adhéarenz Nach spitestens 12 Stunden Nach ca. 24 Stunden
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Vergleich von mechanischer und enzymatischer Zerkleinerung der mechanisch isolierten

Zellaggregate

Nach der Isolierung der Zellen durch Ausstreifen entstehen teilweise sehr grofle zusammen-
hingende Epithelzellaggregate. Diese wurden zum Vergleich mit Trypsin oder mechanisch
behandelt, um kleinere Zellaggregate zu erhalten.

Die Zellen, die nach der mechanischen Isolierung mit Trypsin behandelt wurden liegen haupt-
sdchlich als Einzelzellen vor. Selten bilden sich kleine Zellverbinde aus, die bis zu 30 Zellen
enthalten. Das Vorkommen von adhérenten Zellen ist bereits nach 12 Stunden in Kultur zu
beobachten. Die mechanisch zerkleinerten Zellaggregate bilden grof3e mobile Verbénde aus
bis zu mehreren hundert Zellen aus (siehe unten) und beginnen erst nach ca. 24 stiindiger Kul-

tivierung sich festzusetzen.

Beobachtung einzelner lebender Sphiiroide iiber mehrere Tage

Bei der mechanischen Isolierung bilden sich Zellaggregate (Sphéiroiden), die aus ca. 20-200
Zellen bestehen. Jeweils eine dieser Sphiroiden wurde einzeln in ein Loch der 24-Lochplatten
pipettiert, um ihre duBere Erscheinung beschreiben und deren Verdnderungen beobachten zu
konnen. Die Zilien einer Sphéroide zeigen immer nach auflen und weisen eine starke Motilitét
auf. Diese Bewegung ist im Invertmikroskop deutlich zu beobachten. Durch den Zilienschlag
sind die Zellaggregate mobil. Sie fiihren Rotationsbewegungen durch und bewegen sich da-
durch kreisend vorwiérts. Die Zellen im Verband behalten ihre Polaritit bei. Nach ca. 2 Tagen
in dieser Suspensionskultur kommt es zur Bildung von Hohlrdumen, die meist im Zentrum der
Zellkonglomerate lokalisiert sind. Diese Hohlrdume verdndern ihre Lage iiber die Zeit der Kul-
tur nicht, sie nehmen allerdings an Volumen zu.Beim Kontakt der Sphéroiden mit dem Boden
des KulturgefaBBes konnen sich einzelne Zellen absondern und sich dort festzusetzen. Diese
adhirenten Zellen sind ca. 24 Stunden nach der Isolierung deutlich zu erkennen (siche unten).
Mit zunehmender Lange der Kultivierung (ungefdhr ab dem 14. Tag) erscheinen die schwim-
menden Zellaggregate dunkler und die Zilienbewegung wird leicht reduziert. Ansonsten blei-
ben Grofle und Form der Sphéroiden iiber die beobachtete Zeit (20 Tage) weitestgehend kon-
stant. Flinf von flinfzehn der einzeln beobachteten Sphiroiden heften sich gidnzlich an den Bo-
den der Petrischale an. Dabei sitzt die dreidimensionale Spharoide anfangs dem Kulturboden
auf, um spéter vollstdndig in den entstehenden flachen, einschichtigen Zellrasen integriert zu

werden.
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Abb. 79: Kulturtag 5. Eine lebende Sphéroide in Abb. 80: Kulturtag 5. Mehrere lebende Sphéroiden in
Suspensionskultur. Suspensionskultur.

Ausbildung von Zellrasen

Sobald einzelne Zellen die Adhdrenz erreicht haben (nach ca. 24 Stunden), beginnt eine mas-
sive Zellproliferation und es entstehen an verschiedenen Stellen schnell wachsende Zellnester.
Die Form der Zellen ist polygonal. Sie sind sehr grof3, flach und bilden insbesondere am Rand
der Zellnester lange Zytoplasmaausldufer mit pseudopodienartigen Fortsdtzen an den Spitzen.
Die Kerne sind ebenfalls grof3 und rund. Es gibt unter den Zellnestern einige, deren Zellen
stark schollenformig erscheinen, diese Zellen weisen zudem auffillig viele Sekretvakuolen
auf.

Ungefdhr 2-3 Tage nachdem einzelne Zellen adhérent geworden sind, entsteht ein konfluenter

Zellrasen. Es handelt sich hierbei um die Ausbildung eines einfachen Monolayers.

ADb. 81: Kulturtag 3, Nest adhdrenter Zellen. Abb. 82: Kulturtag 7, Ausbildung eines konfluenten
Zellrasens.
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Passagierung der Kulturen

Bei diesem Versuch sollten die Anzuchtmedien TCM und DMEM miteinander verglichen
werden. Die konfluenten Zellrasen der Primérkultur sind am 5. Kulturtag passagiert worden.
Dabei hat sich als erstes gezeigt, dass die mit TCM angeziichteten Zellen schlechter mit
Trypsin abzuldsen sind als die mit DMEM angeziichteten Zellen. Darauthin haben wir die

Einwirkzeit des Trypsins von 7 min fiir beide Kulturen auf 10 min verldngert.

Tabelle 15: Zellzihlung nach Isolierung

Kulturmedium Zellzahl pro ml nach 7 miniitiger Zellzahl pro ml nach 10 miniitiger
Einwirkzeit des Trypsins Einwirkzeit des Trypsins
DMEM + FBS 29x10* 325x10*
TCM/199 + FBS 0,8x10* 1x10*

Fiir die 1.Passagierung (Sekundirkultur) wurden pro Medium in 4 Locher der 24-Lochplatten

jeweils 1 x 10 * Zellen pro ml ausgesiht.

Tabelle 16: 1. Passagierung der adhéirenten Zellkulturen

DMEM-Kultur TCM-Kultur
Tao 1 Nester aus ca. 50 adhérenten Zellen vorhanden,
g die Zellen haben eine schollige Form.
Tag 3 Nester bis ca. 300 Zellen, Nester bis ca. 100 Zellen.
Zellen haben eine schollige Form. Am Rand gelegene Zellen haben lange zy-
toplasmatische Ausléufer, sonst schollige
Form.
Tag 5 Konfluenz vorhanden. Nester aus ca. 150 Zellen.
Zellrasen bildet ,,cobblestone“~-Muster aus. Lange Zellausldufer am Rand scheinen der
Zytoplasma enthélt viele dunkle Granula. Kontaktaufnahme mit benachbarten Zellnes-
tern zu dienen.
Zellen im Inneren der Nester sind grof3, und
schollig, sie enthalten dunkle Granula.

Die mit TCM angeziichteten Zellen lassen sich schlechter mit Trypsin vom Kulturgefal3 ablo-
sen. Nach 7 miniitiger Einwirkzeit heftet bei den mit TCM angeziichteten Kulturen noch ein
GroBteil der Kulturen dem Boden an. Die adhdrenten Zellen haben meist eine schollige Form.
Am Rand der Nester bilden die Zellen lange zytoplasmatische Auslaufer aus, die sich hédufig
am Ende fingerformig aufzweigen. Im Zytoplasma sind vermehrt Vakuolen und dunkle Granu-

la enthalten. Nach der 2. Passage wird bis zum 9. Kulturtag keine Konfluenz mehr erreicht.
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Die mit DMEM angeziichteten Zellen proliferieren wesentlich schneller. Bei erreichen einer
Konfluenz ist das Muster des Zellrasens sehr gleichmiBig (,,cobblestone*). Die Zellen haben
nur bei Beginn der Adhérenz eine schollige Erscheinung. Sobald der Zellrasen dichter wird,

haben die Zellen eher eine spindelige Gestalt. Bei langerer Kulturdauer wolben sich die Zellen

kuppelartig vor oder bilden Stringe, die in einer weiteren Ebene liegen.

Tabelle 17: 2. Passagierung der adhirenten Zellkulturen

DMEM-Kultur TCM-Kultur
Tag 1 Nester aus ca. 50 Zellen. Keine adhérenten Zellen sichtbar.
Tag 3 | Nester aus ca. 250 Zellen, Kleine Nester aus 20 Zellen.
Zellen haben eine schollige Form. Zellen haben eine schollige Form.
Tag 5 Sehr grofle zusammenhingende Bereiche mit | Nester aus bis zu ca. 50 Zellen.
adhérenten Zellen vorhanden. Zellen haben eine schollige Form und enthal-
Zellen haben schollige Form und enthalten ten viele dunkle Granula im Zytoplasma.
viele dunkle Granula im Zytoplasma.
Tag 7 Zellrasen ist nahezu konfluent. Nester aus bis zu ca. 100 Zellen.
Zellen haben schollige Form und enthalten
viele dunkle Granula.
Tag 9 Konfluenter Zellrasen vorhanden mit Cob- Keine Konfluenz erreicht.
blestone-Muster.
Zellen enthalten viele dunkle Granula.

Tabelle 18: 3. Passagierung der adhirenten Zellkulturen

DMEM-Kultur TCM-Kultur
Tag 1 Kleine Nester aus ca. 30 Zellen. Keine adhérenten Zellen sichtbar.
Tag 3 | Nester aus ca. 100 Zellen. Keine adhdrenten Zellen sichtbar.
Zellen haben eine spindelige Form. Vereinzelt schwimmen runde, lebende Zellen
im Medium.
Tag5 GroBere Nester aus ca. 300 Zellen vorhanden, | Vereinzelt Anheftung der Zellen,
Zellen haben spindelige Form, viele dunkle vereinzelt schwimmen runde, lebende Zellen
Granula im Zytoplasma. im Medium.
Zellen haben eine schollige Form.
Tag 7 Zellrasen ist nicht vollstdndig zusammenhin- | Nester aus bis zu ca. 20 Zellen vorhanden.
gend.
Tag 9 Konfluenter Zellrasen vorhanden, bildet Keine Konfluenz erreicht.
Cobblestone-Muster aus. Nester enthalten hochstens 50 Zellen, meist
Zellen enthalten viele dunkle Granula. weniger.

Die mit DMEM angeziichteten Kulturen konnten noch mehrmals passagiert werden, verlangsamten ihr Wachstum

allerdings ebenfalls sehr stark.
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Suspensionskultur

Bis zum Ende der Kultur am 20. Tag waren beim OCS-Zusatz noch frei schwimmende und
mobile Sphéroide vorhanden. Die Zilienmotilitdt und auch die Mobilitit der Aggregate war

jedoch im Vergleich zum Anfang der Kultur stark vermindert.

Tabelle 19: Vergleich der Kulturzusitze FBS und OCS

TCM + FBS TCM + OCS
Grofle der Zellaggregate Ca. 50-300 Zellen Ca. 50-300 Zellen
Motilitiit der Zilien Stark (++) Sehr stark (+++)
am 3. Kulturtag
Mobilitit der Sphéroiden Stark (++) Sehr stark (+++)
am 3. Kulturtag
Adhérenz Nach ca. 24 Stunden Nach ca. 3 Tagen
Vorkommen von Sphiroi- Kaum vorhanden Zahlreich vorhanden
den am 14. Kulturtag

4.2.2 Identifizierung der Epithelzellen

Die Reinheit der Kulturen wurde mit den Antikérpern gegen Zytokeratin und Vimentin iiber-

priift.

Adhirente Kulturen

Bei einer Fixierung der Kulturzellen mit Methanol-Aceton lésst sich das Zytoskelett deutlich
darstellen. Die Kulturzellen reagieren zu ca. 98 % positiv mit dem Antikdrper gegen Panzyto-
keratin. Die Farbintensitét variiert ein wenig (++ - +++). Am Rand oder in kleineren Nestern
gelegene Zellen sowie Zellen, die mitotische Kernfiguren aufweisen sind besonders intensiv
gefirbt (+++). Ca. 2 % der Zellen zeigen keine Reaktion.

Bei Inkubation mit dem Vimentin Antikorper sind gro3e zusammenhédngende Bereiche deut-

lich braun geférbt (++), andere Bereiche hingegen bleiben vollstindig ungeférbt.
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Abb. 83: IHC-Nachweis von Panzytokeratin. Die Im-
munreaktion ist am Rand eines Zellnestes besonders
intensiv.

Abb. 84: IHC-Nachweis von Panzytokeratin. Mitoti-
sche Kernfiguren in adhérenten Zellen (Pfeile). Die
Zytokeratinreaktion ist bei mitotisch aktiven Zellen
besonders intensiv.

Abb. 85: IHC-Nachweis von Panzytokeratin.
Anaphase bei einer adhérenten Eileiterepithelzelle.

Abb. 86: IHC-Nachweis von Panzytokeratin. Das
Zytoskelett ldsst sich am Rand eines Zellnestes beson-
ders deutlich darstellen.

Sphiiroiden

In Paraffin eingebettete Sphéiroiden und die Ausstrichpriparate wurden am Tag 1 der Kultur

auf ihre Zellanteile hin untersucht.

Tabelle 20: Kulturreinheit

Sphiroiden Zytokeratin Vimentin S 100
eingebettet 99 % +++ vereinzelte Zellen ++ | alle Zellen +++
ausgestrichen alle Zellen ++ alle Zellen -- alle Zellen ++
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Die Zellen zeigen eine stark positive Bindungsreaktion mit dem Antikorper gegen Zytokeratin.

In den Sphéroiden sind keine Panzytokeratin negativen Zellen erkennbar.

Abb. 87: IHC-Nachweis von Panzytokeratin. Uber- Abb. 88: IHC-Nachweis von Panzytokeratin. Alle
sichtsaufnahme. Die Zellen innerhalb der Sphéroiden  Zellen einer Sphéroide sind Zytokeratin positiv.
exprimieren Zytokeratinfilamente.

Die im Zellverband der Sphéroiden vorkommenden Zellen weisen zu ca. 95% eine stark posi-

tive Reaktion (+++) mit dem S100-Antikdper auf. In einigen Préparaten der Kulturtage 7 und 9
sind Areale vorhanden, deren Zellen keine bzw. eine unklare zytoplasmatische Immunreaktion
zeigen. Die betreffenden Zellen sind nicht in einem Sphéroidenverband organisiert, eher bilden

sie eine netzartige Struktur.

Abb. 89: IHC-Nachweis von S100. Kulturtag 7. Die Abb. 90: IHC-Nachweis von S100. Kulturtag 7. Eine

Sphiroidzellen reagieren S100 positiv. Einige Zellen groB3e Zelle aufierhalb des Zellverbandes exprimiert

aullerhalb der Sphéroiden erscheinen S100 negativ. das S100-Protein nicht (Pfeil). Es konnte sich hierbei
um einen Fibroblasten handeln.
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Vereinzelte Zellen weisen eine deutlich positive Reaktion (++) mit dem Antikorper gegen Vi-
mentin auf. Man kann zwischen geférbten Zellen, die auBBerhalb der Zellaggregate liegen und
den in den Sphiroiden enthaltenen Vimentin positiven Zellen unterscheiden. Die einzeln lie-
genden Zellen sind stark Vimentin positiv (+++) und haben eine runde Form.

In den Sphéroiden sind die positiv bis stark positiv reagierenden Zellen (++ - +++) basal von
den hochprismatischen Epithelzellen lokalisiert. Sie liegen somit weitestgehend im Inneren der
Sphéroiden. Sie weisen oft eine ldngliche Form auf. Thr Zytoskelett zeichnet sich deutlich ab.

Allerdings sind nur in wenigen Sphéiroiden iiberhaupt solche Zellen vorhanden.

N
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Abb. 91: IHC-Nachweis von Vimentin in Sphéroiden, Abb. 92: IHC-Nachweis von Vimentin in Sphéroiden,

Kulturtag 9. Einige grof3e, runde Zellen auflerhalb der Kulturtag 7 der Isthmuszellkultur. In der Mitte der

Sphéroiden exprimieren Vimentinfilamente. Sphéroide sind langliche immunpositive Zellen vor-
handen (Pfeile).

Wiéhrend der Dauer der Zellkultur ist eine Zunahme der Vimentin positiven Zellen zu ver-
zeichnen. Am Tag 9 der Kultur sind in den Ampullazellen von drei untersuchten Tieren durch-
schnittlich 6 Vimentin positive Zellen pro Planquadrat (0,2 mm x 0,2 mm) vorhanden. Am 1.
Kulturtag hingegen sind nur bei den Zellen eines der drei Tiere ganz vereinzelt Vimentin posi-

tive Zellen zu finden.
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THC- Nachweis von Vimentin
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Graphik 10: Anzahl Vimentin positiver Zellen (pro Planquadrat) an vier Tagen der Ampullaepithelzellkultur.
Uber den Kulturverlauf sind steigende Tendenzen der Zahlen Vimentin positiver Zellen festzustellen.

4.2.3 Histologische Firbungen

Als Ubersichtsfirbung wurde eine Himatoxylin-Eosin-Firbung durchgefiihrt. Dazu wurden
sowohl Ausstrichpréparate als auch Schnitte der Sphéaroiden verwendet.

Bei den histologischen Schnitten zeigen die Epithelzellen eine hochprismatische Form. Die
Zilien sind an den apikalen Zellpolen angeordnet. Der Kern ist im basalen Zytoplasma zu loka-
lisieren. Das Kern-Plasma-Verhéltnis betrdgt nach 24 Stunden in Kultur ungefdhr 1 : 1,7. In
den Ausstrichpriparaten haben die Zellen eine isoprismatische Form. Das Kern-Plasma-

Verhiltnis der Epithelzellen betrdgt nach 24 Stunden in Kultur ungeféhr 1 : 1,3.

Morphologische Verinderungen der Sphéroiden wihrend der Kulturperiode

Ampulla, Tag 1 (Tier 1, 2, 3)

Die Sphiroiden weisen eine gleichmafige Anordnung auf, benachbarte Zellen liegen dicht
nebeneinander. Anzeichen von Degeneration sind nicht zu erkennen. Das Zytoplasma ist

gleichmiBig rosa, die Kerne erscheinen blau. Die Zilien sind lang und weisen nach aufen.

Ampulla, Tag 3 (Tier 1, 2, 3)

Besonders bei nicht im Verband liegenden Zellen erscheinen die Kerne sehr klein und dunkel.
Sie scheinen pyknotisch zu sein. In zusammenhéngenden, intakten Sphéaroiden kommen nur
wenige dieser dunklen Kerne vor. Diese liegen im Zentrum der Zellaggregate. Zilien sind vor-

handen und zeigen im Vergleich zum ersten Kulturtag keine Verdanderungen.
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Ampulla, Tag 7 (Tier 1. 2. 3)

Die Sphéroiden weisen auffallend viele Hohlrdume auf, die in der Mitte der Zellaggregate lo-
kalisiert sind. Auch zwischen benachbarten Zellen sind lateral erweiterte Zellzwischenrdume
vorhanden. Die Verbindungsfldche der benachbarten Zellen ist im Vergleich zum ersten und
dritten Kulturtag vermindert. Eine Kontaktflache bilden nunmehr hauptsichlich die apikalen
Anteile der lateralen Zellmembranen. Die Hohlrdumen beinhalten des Ofteren pyknotische
Kernteile und Detritus. Der Zilienbesatz zeigt keine Verdnderung (siche Tag 1 und Tag 3). Die
Polaritét der Zellen ist demnach weiterhin gegeben. AuB3erhalb der Zellverbiande sind viele

untergehende Zellen mit pyknotischen Kernen sowie Detritus auszumachen.

Ampulla, Tag 9 (Tier 1, 2, 3)

Die meisten Zellen liegen nicht mehr im Verband der Sphéroiden sondern einzeln vor. Es ist
sehr viel Detritus vorhanden. Es sind weiterhin intakte Sphéaroiden vorhanden. Sie weisen sehr
grof3e Hohlrdaume auf. Der Zilienbesatz bei den intakten Sphéroiden scheint unverdndert. Eini-
ge der Sphéroiden zeigen eine abweichende Gestalt. Hier weisen die Zellen eine abgeflachte
Form auf und umschlieBen einen groen zusammenhidngenden Hohlraum. Auch diese atypisch

erscheinenden Zellaggregate beinhalten unter anderem zilientragende Zellen.

Isthmus, Tag 3 (Tier 3)

Es sind viele intakte Sphiroiden mit kleinen Hohlrdumen und besonders langen Zilien vorhan-
den. Die Zellzahl pro Sphéroide ist geringer als bei den Kulturen der Ampullazellen. Am drit-
ten Kulturtag ist die Anzahl der pyknotischen Kerne bei den Kulturen der Isthmuszellen gerin-

ger als bei den Ampullazellkulturen.

Isthmus, Tag 7 (Tierl)

Viele der Sphéroiden weisen Hohlrdume auf. Pyknotische Kerne kommen vermehrt vor. Sie
liegen im Lumen bzw. in der Mitte der Sphéroiden. Es sind weiterhin sehr lange, nach auflen
weisende Zilien vorhanden. Auch bei den Kulturen der Isthmuszellen kommen die oben be-
schriebenen andersartig gestalteten Spharoiden mit abgeflachten Zellen und gro3en Hohlrédu-

men vor.
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Abb. 93: HE-Farbung einer Sphéroide, Kulturtag 1. Abb. 94: HE-Farbung einer Sphéroide, Kulturtag 3.

Die Zellen haben eine hochprismatische Form. Die Zellen haben eine hochprismatische Form. In
basalen Zellbereichen sind laterale Spaltraume sicht-
bar.

A

Abb. 95: HE-Farbung einer Sphéroide, Kulturtag 7. Abb. 96: HE-Farbung einer Sphéroide, Kulturtag 9.
Die Zellen haben eine isoprismatische Form. Ein dichter Zilienbesatz (Pfeile) ist vorhanden.

Im Zentrum der Sphéroide ist ein zusammenhéngender

Hohlraum (HR) vorhanden.

Abb. 97: HE-Farbung einer Sphéroide der Isthmuszel- ~ Abb. 98: HE-Féarbung einer Sphéroide der Isthmuszel-

len, Kulturtag 3. Wenige pyknotische Kerne (pK) len, Kulturtag 3. Atypische Sphéaroide mit einem gro-
liegen im Zentrum der Sphéroide. Die Zilien (Z) wei- en Hohlraum (HR) und flachen Zellen. Zilienbesatz
sen nach auf3en. (Z) ist vorhanden.
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Tabelle 21: Sphiroiden, Zellgrofien in pm

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 9
Tier 1, Ampullazellen 22 18e 17 11
Tier 2, Ampullazellen 21 16 11 16
Tier 3, Ampullazellen 14 14 16 15
Tier 1, Isthmuszellen 14
Tier 3, Isthmuszellen 13
Tabelle 22: Sphiroiden, Kerngrofien in pm

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 9
Tier 1, Ampullazellen 12 1 7 7
Tier 2, Ampullazellen 13 9 7 7
Tier 3, Ampullazellen 9 8 8 8
Tier 1, Isthmuszellen 8
Tier 3, Isthmuszellen 7
Tabelle 23: Sphiroiden, Kern-Plasma-Verhiltnis

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 9
Tier 1, Ampullazellen 1:1.8 11,6 1:2.4 1:1,6
Tier 2, Ampullazellen 11,6 118 11,6 1:23
Tier 3, Ampullazellen 118 116 1:24 11,6
Tier 1, Isthmuszellen 11,9

1:1,8

Tier 3, Isthmuszellen

Die Zell- und Kerngré8en nehmen bei den Tieren 1 und 2 vom Tag 1 bis Tag 9 ab, beim Tier 3

bleiben Zell- und KerngroBen relativ konstant. Uber die Zeit der Kultur sind allerdings starke

Schwankungen in den GroBen der Zellen und dem Kern-Plasma-Verhéltnis zu verzeichnen.

Tendenzen konnen aus den Messungen nicht abgeleitet werden, da keine signifikanten bzw.

einheitlichen Verédnderungen iiber die untersuchten Kulturtage festzustellen sind.
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Vorkommen von Kernpyknosen
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Graphik 11: Anzahl pyknotischer Zellkerne an vier Tagen der Ampullaepithelzellkultur. Die Anzahl pyknotischer
Kerne hat eine stark steigende Tendenz vom 1. bis zum 3. Kulturtag. Danach ist eine fallende Tendenz der An-
zahl untergehender Kerne zu verzeichnen.
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4.2.4 Immunhistochemische Nachweise

Immunbhistochemischer Nachweis von Chromogranin

Der Antikorper gegen Chromogranin bindet an der apikalen Zellmembran der Epithelzellen.

Zilien sind ausschlieBlich den Zellen zuzuordnen, die ChromograninA positiv sind.

Die immunhistochemisch positive Reaktion auf ChromograninA ist bei den Sphiroiden au3en

lokalisiert.

Tabelle 24: Anteil der ChromograninA positiven Zellen innerhalb der Sphiroiden

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 9
Tier 1, Ampullazellen. 10 % 40 % 10 % 30 %
Tier 2, Ampullazellen. 30 % 30 % 30 % 20 %
Tier 3, Ampullazellen. 45 % 40 % 30 % 30 %
Tier 1, Isthmuszellen. 25 %
Tier 3, Isthmuszellen. 30 %

(Es wurden lediglich Zellen ausgezéhlt, die keine pyknotischen Kerne aufwiesen und im Verband einer Spharoide
angeordnet waren.)

Wihrend der Kultur ist keine starke Abnahme der zilientragenden Zellen in den Sphéroiden zu
verzeichnen. Noch am Kulturtag 9 sind ca. 30 % der intakten Zellen in den Sphéroiden zilien-

tragend. Die entsprechenden Zellen zeigen eine spezifische ChromograninA Reaktion. Zudem
weisen sie eindeutig Zilien auf.

Wihrend die zilientragenden Zellen eine gleichméBige apikale Oberflidche bilden, wolben sich
nicht zilientragende Zellen iiber diese hervor. Dies erinnert an die Protrusionsbildung im Eilei-
terepithel. Auch die Proben der Isthmuszellen enthalten zu 25-30 % zilientragende Zellen bei

den intakten Sphéroiden.
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Abb. 99: IHC-Nachweis von ChromograninA, Spha- Abb. 100: IHC-Nachweis von ChromograninA, Sphé-
roide aus der Isthmuszellkultur, Kulturtag 7. Die api- roide aus der Isthmuszellkultur, Kulturtag 3. Zwischen
kalen Zellpole der zilientragenden Zellen reagieren den ChromograninA positiven zilientragenden Zellen
stark immunpositiv. Hohlraum (HR), Zilien (Z). wolben sich sekretorische Zellen hervor.

Abb. 101: IHC-Nachweis von ChromograninA, Sphd-  Abb. 102: IHC-Nachweis von ChromograninA, Spha-
roide aus der Isthmuszellkultur, Kulturtag 7. Sekretori-  roide aus der Isthmuszellkultur, Kulturtag 7. Es sind
sche Zellen wolben sich zwischen den immunpositiven lange Zilien (Pfeile) bei ChromograninA-positiven
zilientragenden Zellen hervor (Pfeile). Zellen zu erkennen.

Immunhistochemischer Nachweis von Laminin

An den basalen Zellpolen ist keine Immunreaktion erkennbar. Der apikale Zellpol und das
apikale Zytoplasma der Epithelzellen ist bei einigen Praparaten leicht unspezifisch geférbt.
Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptor a

Die Kerne bleiben bei der Mehrzahl der Zellproben von den verschiedenen Tieren und Kultur-
tagen ungefirbt. Wenige Proben beinhalten vereinzelte Zellen, die eine schwache ERa Reak-

tion zeigen.
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Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR)

Die Zellkerne der Sphiroiden weisen teilweise eine schwach positive, gelegentlich auch deut-
lich positive Reaktionen beim Nachweis von PR auf. Sowohl Kerne von zilientragenden Zel-
len als auch Kerne von sekretorischen Zellen konnten unter den gefarbten Kernen identifiziert
werden. Auftillig ist, dass sich PR positive Kerne innerhalb einer Sphéroide oft hdufen, wih-
rend andere Spharoiden keine immunhistochemische Reaktion mit dem PR Antikdrper zeigen.
In den Suspensionskulturen der Isthmuszellen sind wesentlich 6fter PR positive Kerne vorhan-
den als bei den Kulturen der Ampullazellen. Auch die atypischen Spharoiden mit den beson-
ders groflen Hohlrdumen und flachen Zellen beinhalten nur wenige Zellen, die deutlich PR
positiv sind. Das Vorkommen und die Intensitit der Farbreaktionen ist sehr variabel, wobei
keine Abhéngigkeit von der Kulturdauer festzustellen ist. PR positive Reaktionen kommen bei

den Prédparaten von allen drei Tieren vor.
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Abb. 103: IHC-Nachweis des PR in der Kultur der Abb. 104: IHC-Nachweis des PR in der Kultur der
Ampullaepithelzellen, Kulturtag 1. Bei dieser Sphéroi- Ampullaepithelzellen, Kulturtag 3. Sowohl zilientra-
de sind immunpositive Kerne zu erkennen. gende Zellen (zZ) als auch sekretorische Zellen (sZ)

weisen positive PR Immunreaktionen auf.
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Abb. 105: IHC-Nachweis des PR in der Kultur der Abb. 106: IHC-Nachweis des PR in der Kultur der
Isthmusepithelzellen, Kulturtag 7. In dieser Sphéroide  Isthmusepithelzellen, Kulturtag 3. Auch in diesen
sind viele immunpositive Kerne vorhanden. atypischen Sphéroiden mit den flachen Zellen wird der

PR teilweise exprimiert.

Immunhistochemischer Nachweis von Caspase-3

Am ersten Kulturtag ist die Reaktion mit dem Antikdrper gegen Caspase-3 in den Sphéroiden
géanzlich negativ. An den Kulturtagen 3 und 7 sind Caspase-3 positive Zellen zu erkennen. Bei
den Caspase-3 positiven Zellen handelt es sich um Zellen, die oft am Rand der Sphéroiden
liegen. Auch pyknotische Kerne, die in den Hohlrdumen der Sphéroiden liegen, zeigen eine

kréaftige Immunfarbung.

Abb. 107: IHC-Nachweis von Caspase-3 in der Kultur  Abb. 108: IHC-Nachweis von Caspase-3 in der Kul-
der Isthmuszellen, Kulturtag 7. Ubersicht. Hohlraum tur der Isthmuszellen, Kulturtag 7. Es sind Caspase-3
einer Sphiroide (HR). positive Zellen in einer Sphéroide zu finden (Pfeile).
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Immunhistochemischer Nachweis von Ki-67

Dieser Versuch wurde sowohl mit eingebetteten Sphiroiden (BFPE) als auch mit angeziichte-
ten adhdrenten Zellen auf Deckglédschen durchgefiihrt. Bei letzteren lassen sich auBerdem die
Sphéroiden beurteilen, die gerade dabei sind sich am Glas anzuheften aber noch als intaktes
Zellaggregat vorliegen.

Die adhérenten Zellen zeigen zu mindestens 85 % eine deutliche bis starke positive Reaktion
(++ - +++) und zu ca. 10 % eine schwache Reaktion (+) mit dem MIB-1. Die Kerne erscheinen
sehr gro3 und sind durch den Farbstoff ,,Fast Red* kréftig pink gefarbt. Die Zellen der Spha-
roiden weisen aufgrund des Himalauns schwach blau gefiarbte Kerne auf. Selten sind einzelne
Zellkerne leicht rosafarben und zeigen somit eine schwache Expression des Ki-67 an (+). Die
Zellen der Sphéroiden, die sich an das Glaspléttchen anheften zeigen jedoch eine kréftige Far-

bung (+++). Dort findet demnach eine massive Proliferation statt.

f @

™

3 -p

> ' ,@ ‘ . : | ‘.’
& & ‘

g

~ 30 um 30 um
— —
e
Abb. 109: IHC-Nachweis von Ki-67 bei adhdrenten Abb. 110: IHC-Nachweis von Ki-67 bei einer Spha-
Zellen. Mitose, Metaphase (Pfeil). roide. Nur einzelne Zellen reagieren schwach im-

munpositiv (Pfeile).

In der Fluoreszenzmikroskopie lédsst sich das Fast Red ebenfalls sehr gut darstellen. Die mit
MIB-3 positiv reagierenden Kerne nehmen die DAPI-Kernfarbung nicht an. Die meisten Ker-
ne der Sphiroiden und vereinzelte adhdrente Zellen des Zellrasens hingegen erscheinen mit

DAPI blau.
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Tabelle 25: Ki-67 positive Zellen bei BFPE-Sphéiroiden im Durchschnitt

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 9
Tier 1, Ampullazellen. 1 0,2 6,3 12,1
Tier 2, Ampullazellen. 0,1 1,5 18,4 11,8
Tier 3, Ampullazellen. 0 0,5 20,6 17,1
Tier 1, Isthmuszellen. 2,2

Tier 3, Isthmuszellen.

13

Die Sphéroiden zeigen nach 24 Stunden Kultivierung nur sehr vereinzelt eine schwache Reak-

tion mit dem MIB-1. Die Anzahl geférbter Zellen innerhalb der Sphiroiden nimmt mit der

Kulturdauer deutlich zu.

Es kommen meist mehrere Ki-67 positive Zellen konzentriert in einer Sphiroide vor, wihrend

andere Sphiroiden keine positive Reaktion aufweisen. Auch die atypischen Sphéroiden mit

den flachen Zellen weisen positive Ki-67 Reaktionen auf. Mitosefiguren sind unter den kréftig

gefarbten Kernen deutlich sichtbar. Es ist keine Ki-67 positive Zelle zu erkennen, die zilien-

tragend ist.

IHC-Nachweis von Ki-67
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Graphik 12: Graphische Darstellung der Zahlen Ki-67 positiver Zellen an vier Kulturtagen. Zwischen dem 3. und
7. Tag der Ampullaepithelzellkultur ist eine steigende Tendenz der Mitoserate zu erkennen.
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Abb. 111: IHC-Nachweis von Ki-67, Ampullazellkul-  Abb. 112: IHC-Nachweis von Ki-67, Ampullazellkul-
tur, Kulturtag 7. Innerhalb einer Sphéroide sind viele tur, Kulturtag 9. Ki-67 positive Zellen kommen auch
Ki-67 positive Zellen konzentriert. in den atypischen Sphédroiden mit flachen Kernen vor.

o

Abb. 113: IHC-Nachweis von Ki-67, Ampullazellkul- ~ Abb. 114: [HC-Nachweis von Ki-67, Ampullazellkul-
tur, Kulturtag 7. Die Ki-67 positiven Kerne sind kréftig tur, Kulturtag 7. Vergroferung einer abgeschlossenen
pink gefarbt. Mitose.
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4.2.5 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Sphéiroiden

Nach 24 Stunden in Kultur bestehen die Spharoiden aus hochprismatischen Zellen. Die Ver-
bindungen zwischen benachbarten Zellen sind intakt, d.h. es sind keine interzelluldren Spalt-
rdume vorhanden. Die sekretorischen Zellen enthalten reichlich elektrondichte sekretorische
Granula, die unter der apikalen Zellmembran konzentriert sind. Auch ,,digiprints* sind vor-
handen. Die zilientragenden Zellen weisen einen dichten Zilienbesatz an der apikalen Zell-
oberfldche auf. Die Zilien weisen immer nach auflen, demnach ist eine Polarisierung der Zel-

len gegeben. Das Zytoplasma beider Epithelzelltypen beinhaltet reichlich Zellorganellen.

Tabelle 26: Vorkommen von Zellorganellen in Sphéroiden

Mitochon- | rER und freie Golgi- Sekret- Digiprints
drien Ribsomen Apparat granula
Tag 1 -+ -+ ++ ++ +
Tag 3 +++ +++ ++ ++ -/+
Tag S ++ +++ + + -
Tag 10 | ++ ++ + - -

Tabelle 27: Weitere intrazelluliire Charakteristika der Sphiiroiden

Vakuolen Glykogen- Ablosung der

speicherung | Kernmembran
Tag 1 + + --
Tag 3 ++ ++ -
Tag S +++ ++ --
Tag 10 | +++ ++ -

Tabelle 28: Sonstige Merkmale der Spharoiden

Zilien Mikrovilli | Zellverbin- | interzellulire | Detritus in der
dungen Hohlriume Sphiroide
Tag 1 +++ +++ +++ + +
Tag 3 +++ +++ ++ ++ ++
Tag S ++ +++ + - ++ +++ ++
Tag10 | +(-++) +++ + +++ +++
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AuBerhalb der intakten Zellverbédnde kommen viele Einzelzellen vor, die starke Degenerati-
onserscheinungen und Kernpyknosen aufweisen. Auch Zelldetritus ist reichlich vorhanden.
Die untergehenden Zellen wurden bei der Charakterisierung der Sphéiroiden nicht miteinbezo-

gen.

Verinderung der morphologischen Charakteristika der Sphéroiden wihrend der

Kultivierung

Die Sphéroiden enthalten bis zum Ende der Kultur nach 10 Tagen polarisierte Eileiterepithel-
zellen. Zilien und Mikrovilli weisen nach auf3en.

Die Zellen verdandern innerhalb der Kulturperiode jedoch ihre Form. Wihrend die Zellen an-
fangs hochprismatisch sind, erscheinen sie am 5. Kulturtag bereits isoprismatisch und abgeku-
gelt. Das Zytoplasma ist reduziert. Am 7. und 10. Kulturtag sind teilweise sehr flache Zellen

vorhanden, die einen besonders groflen zentralen Hohlraum einer Sphéroide umschlieen.

Abb. 115: Kulturtag 7, Sphéroide. Es ist ein zentraler Hohlraum (HR) vorhanden, die interzelluldren Spalten (iS)
sind erweitert. Die Zellen erscheinen abgekugelt. Mikrovilli (Mv) und Zilien (Z) weisen nach aulen. Demnach ist
die Polarisierung der Epithelzellen erhalten geblieben. Die Zellkerne (Zk) sind euchromatisch.
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Ein dichter Mikrovillibesatz ist bis zum 10. Kulturtag bei den zilientragenden und den sekre-
torischen Zellen vorhanden. Die Mikrovilli sind lang und schmal, ihre duflere Erscheinung
bleibt wihrend der Kultur konstant erhalten. Die Zilien scheinen bis zum Ende der Kultur in-
takt. Wéahrend am 1. und 3. Kulturtag der Zilienbesatz sehr dicht ist, scheinen einzelne Zilien
bis zum Kulturende verloren zu gehen. Am 10. Kulturtag ist die Anzahl der Zilien bei jeder
einzelnen Zelle leicht reduziert. Die Zellen sind aber dennoch eindeutig als zilientragende Zel-

len zu identifizieren.

Abb. 116: Kulturtag 10. Die zilientragenden Zellen einer Sphéroide haben zusétzlich einen dichten Mikrovillibe-
satz (Mv) und enthalten vielen Mitochondrien (M) im apikalen Zytoplasma. Glykogenspeicherung. Zellkern (Zk),
Zilien (Z).

Die benachbarten Zellen weisen nach 24stiindiger Kultivierung breitfldchige Interdigitionen
auf. Mit zunehmender Dauer der Kultur entstehen im Interzellularspalt groere Hohlrdume.
Dabei bilden sich fingerférmige Zytoplasmaausliufer an den lateralen Zellmembranen, zwi-
schen denen sich die grofen Spaltrdume befinden. Die miteinander in Beriihrung stehenden
Flachen benachbarter Zellen werden dadurch reduziert. Die Membranen der Zellen beriihren
sich nicht mehr groffliachig, sondern nur noch punktuell. Dabei nimmt auch die Anzahl der
lateralen Desmosomen ab. Die apikal gelegenen ,,tight junctions* sind bis zum 10. Kulturtag
auszumachen. Am Ende der Kultur scheinen allein diese apikalen Zwischenzellverbindungen

die Zellen zusammenzuhalten, wahrend der Interzellularspalt stark erweitert ist.
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Abb. 117: Kulturtag 1, die sekretorischen Zellen enthal- Abb. 118: Kulturtag 1, eine sekretorische Zelle mit

ten viele, dichte sekretorische Granula (sG) im apikalen elektronendichten, sekretorischen Granula (sG), Mito-
Zytoplasma und reichlich granuliertes endoplasmati- chondrien (M) und reichlich granuliertem endoplasma-
sches Retikulum (rER). Zilien (Z). tischen Retikulum (Pfeile).

Abb. 119: Kulturtag 3, die sekretorischen Granula (sG)
sind weniger dicht als am 1. Tag, aber zahlreich vor-
handen. Zilientragende und sekretorische Zellen sind

leicht voneinander zu differenzieren.
Zellkern (Zk). Zilien (Z).

Abb. 120: Kulturtag 5, es sind nur vereinzelt sekretori-
sche Granula (sG) vorhanden. Die Zellen haben eine
isoprismatische Gestalt. Organellen, z.B. granuliertes
endoplasmatisches Retikulum (rER) und Mitochond-
rien sind zahlreich vorhanden.

Zellkern (Zk).
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Abb. 121: Kulturtag 7, benachbarte Zellen einer Spha- ~ Abb. 122: Kulturtag 10, Zellen einer Sphéroide. Le-

roide. Die Zellen haben eine hochprismatische Form. diglich die apikal gelegenen ,,tight junctions* (Pfeil-
Im oberen Drittel sind sie miteinander adaptiert, wah-  spitze) halten benachbarte Zellen zusammen. Die
rend basal die Interzellularrdume (iS) erweitert sind. Interzellularraume (iS) sind stark erweitert. Zellkern
Zellkern (Zk). (Zk), sekretorische Granula (sG), Mikrovilli (Mv).

Ab dem 3. Kulturtag bilden die Zellen, insbesondere im basalen Zytoplasma, Vakuolen aus.
Am 7. Kulturtag wirken die basalen Anteile der Zellen bereits 16chrig oder zerrissen. Die basal
gelegenen Vakuolen scheinen vermehrt ab dem 7. Tag mit dem zentral gelegenen Hohlraum
der Sphéroiden zu fusionieren. Am 10. Kulturtag sind die intrazelluldren Vakuolen am groB-

ten. Die Sphéroiden bilden wihrend der Kultur keine Basalmembran aus.
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Abb. 123: Kulturtag 10, polarisierte Spharoide mit grolen interzelluldren Spaltrdumen (iS). Zilienbesatz (Z) und
Mikrovilli (Mv) sind vorhanden. Das Zytoplasma ist organellenreich. Die Zellkerne (Zk) sind euchromatisch.

Zellorganellen sind an allen untersuchten Kulturtagen weitestgehend unvermindert vorhanden
und zeigen keine Anzeichen von Degeneration. Wihrend die zilientragenden Zellen besonders
in apikalen Zytoplasmabereichen viele Mitochondrien aufweisen, enthalten die sekretorischen
Zellen vor allem rER. Dieses weist bei den einzelnen sekretorischen Zellen unterschiedliche
Grade der Dilatation auf, die nicht von der Kulturzeit abhéngen.

Der Golgi-Apparat ist auch am 7. Kulturtag noch nachweisbar. Seine Grof3e wéahrend der Kul-
tur ist nicht festzustellen.

Die sekretorischen und zilientragenden Zellen kénnen anhand ihrer Organellen und der Dichte
des Zytoplasmas bis zum 10. Kulturtag eindeutig differenziert werden.

Die Kerne der kultivierten Zellen sind groftenteils euchromatisch und enthalten jeweils nur
einen bis zwei kleinere heterochromatische Bezirke. Diese liegen hdufig der Kernmembran an.

Die Kernmembran ist intakt und weist auffallend viele Invaginationen auf.
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Sekretorische Granula sind am ersten Kulturtag in Ansammlungen unter der apikalen Zell-
membran vorhanden. Auch am 3. Kulturtag findet man zahlreiche Granula im apikalen Zytop-
lasma. Sie sammeln sich aber nicht direkt an der apikalen Membran an.

Ab dem flinften Tag der Sphéroidkultur sind sekretorische Granula im Vergleich zum Eileiter-
epithel ex vivo stark vermindert. Insbesondere eine Ansammlung in apikalen Zellbereichen
kann nicht beobachtet werden. ,,Digiprints* sind lediglich am Anfang der Kultur (Tag 1) zu
finden. Eine Exozytose ist in den vorliegenden Anschnitten an keinem Tag der Kultur zu beo-
bachten. Am 10. Kulturtag sind lediglich vereinzelte sekretorische Granula im Zytoplasma
vorhanden. Diese Granula erscheinen weniger dicht als am Tag 1 und 3 der Kultur.

Eine Besonderheit ist das Vorkommen von intrazelluldren Vesikeln bzw. Granula, die von
einer sehr dicken und elektronendichten Membran umgeben sind. Innen erscheinen diese Gra-
nula sehr hell, selten werden sie von ebenfalls elektronendichten Membranen strukturiert. Am
Tag 7 der Kultur ist die Prisenz dieser Strukturen besonders ausgeprégt. Sie konnen nur in
sekretorischen Zellen beobachtet werden und sind oft in der Nédhe von Ansammlungen des rER

und Mitochondrien lokalisiert.

Abb. 124: Kulturtag 7. Atypische, membranumgrenzte Granula im Zytoplasma einer sekretorischen Zelle (Pfeil-
spitzen). Mitochondrien (M), Zellkern (ZK).
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Wie bei der Darstellung der Ultrastruktur des Eileiters bereits beschrieben wurde, sind auch in

den Kulturzellen Zellfragmente {iber der apikalen Oberfliche vorhanden, die Zilien enthalten.

Abb. 125: Kulturtag 7. Uber der apikalen Zellmembran befindet sich ein membranumgrenztes Zellfragment, das
Anschnitte von Zilien enthilt (Pfeil). Im basalen Zytoplasma sind Vakuolen (V) vorhanden. Es sind ein zentraler
Hohlraum (HR) und interzellulédre Spalten (iS) ausgebildet.
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4.2.6 Relative Quantifizierung der ERa und PR Expression
(real-time RT-PCR)

Wihrend der real-time RT-PCR wurden die Amplifikationskurven des ERa und des PR sowie

des Referenzgens 18s anhand der Fluoreszenzemission auf einem Monitor dargestellt.
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Graphik 13: Original - Amplifikationskurven des ERa (rechts) und des Referenzgens 18s (links). Logarhythmi-
sche Darstellung. Auf der x-Achse sind die Anzahlen der abgelaufenen PCR-Amplifikationszyklen dargestellt,
auf der y-Achse ist die relative Fluoreszenzintensitit (RFU) der Amplifikate aufgetragen. Der Schwellenwert liegt
bei ca. 50 RFU. Die 18s-Amplifikate iiberschreiten den Schwellenwert ungefahr beim 6. - 8. Zyklus. Die Zielgen-
amplifikate (ERa) iiberschreiten den Schwellenwert ungefdahr beim 21. - 26. Zyklus.
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Graphik 14: Original - Amplifikationskurven des PR (rechts) und des Referenzgens 18s (links). Logarhythmische

Darstellung. Auf der x-Achse sind die Anzahlen der abgelaufenen PCR-Amplifikationszyklen dargestellt, auf der

y-Achse ist die relative Fluoreszenzintensitdt (RFU) der Amplifikate aufgetragen. Der Schwellenwert liegt bei ca.

50 RFU. Die 18s-Amplifikate {iberschreiten den Schwellenwert ungefahr beim 5. - 8. Zyklus. Die Zielgenampli-

fikate (PR) tiberschreiten den Schwellenwert ungeféihr beim 20. - 25. Zyklus.
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Die PCR-Reaktionen werden als Dreifachansétze (,,triplets*) durchgefiihrt. Vom iCycler-
Programm werden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Schwellenwertzyklen von
den drei Ansitzen einer Proben bestimmt (siche Anhang).

Der Schwellenwert wird ungeféahr nach 6-8 Zyklen vom Amplifikat des Referenzgens 18s und
nach ca. 21-26 Zyklen fiir das Ostrogenrezeptor o. Amplifikat {iberschritten. Beim mRNA-
Nachweis des Progesteronrezeptors werden die Schwellenwerte nach 5-8 Zyklen vom Ampli-
fikat des Referenzgens 18s und nach 20-25 Zyklen fiir das Amplifikat des PR iiberschritten.
Die genauen Werte der beiden Amplifikate von jeder Probe werden ins Verhiltnis gesetzt, und

es kann ein durchschnittlicher normalisierter Expressionswert berechnet werden.

Die Negativkontrollen ohne Probenmaterial (NTC) und die durchgefiihrte RT-minus Kontrolle
zeigen keine signifikante Kontamination mit DNA an, die z.B. im Probenmaterial vorhanden
gewesen wire oder durch Pipettierfehler wihrend des Versuchsablaufs hitte geschehen kon-

nen.

Im Anschluss an die real-time PCR wurden Schmelzkurvenanalysen durchgefiihrt.

Dadurch wird die Spezifitdt des PCR-Produkts und somit die Spezifitit des Primers iiberpriift.
Fiir jedes Amplifikat ist ein eindeutiger, spezifischer Schmelzpunkt von 83,5 °C fiir den ERa
(Graphik 15) und von 82 °C fiir den PR (Graphik 16) vorhanden.
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Graphik 15: Thermoprotokoll der Schmelzkurvenanalyse vom ERa-Amplifikat (links) und vom Amplifikat des
Referenzgens 18s (rechts). Auf der x-Achse ist die Temperatur auf der y-Achse ist die Fluoreszenzintensitit auf-
getragen. Die Schmelzkurve des ERa-Amplifikats (links) zeigt einen steilen Verlauf und einen deutlichen
Schmelzpunkt bei 83,3 °C.
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Graphik 16: Thermoprotokoll der Schmelzkurvenanalyse vom PR-Amplifikat (links) und vom Amplifikat des
Referenzgens 18s (rechts). Auf der x-Achse ist die Temperatur auf der y-Achse ist die Fluoreszenzintensitit auf-
getragen. Die Schmelzkurve des PR-Amplifikats (links) zeigt einen steilen Verlauf und einen deutlichen
Schmelzpunkt bei 82 °C.

Auswertung der durchschnittlichen normalisierten Expression der Ostrogenrezeptor oo mRNA:

(Tabelle mit Rechnungen siche Anhang)

In den Zellen aus Ampulla und Isthmus nimmt die Expression des Ostrogenrezeptor o. vom
Moment der Isolierung bis zum 3. Kulturtag ab (im Isthmus um 70 %, in der Ampulla um

60 %). Sowohl das isolierte Material der Isthmuszellen als auch das der Ampullazellen am Tag
0 weist eine ca. 90 % hohere Expression auf als die entsprechenden Kulturzellen am 1. Kultur-
tag.

Die Expression nimmt in den Zellen der Ampulla bis zum 3. Kulturtag um 30 % zu, die der
Isthmuszellen ist nahezu gleich bleibend (7 % Anstieg).

Die Expression des ERa ist in den Zellen aus dem Isthmus zum Zeitpunkt der Isolierung ca.
50 %, am Tag 1 ca. 60 % und am Tag 3 ca. 35 % stérker als in der Ampulla.

Die Expression des ERa ist in den Ampullazellen deutlich hoher, wenn kein Ostrogen
supplementiert wurde. Am 1. Kulturtag zeigen die Zellen ohne Ostrogenzugabe eine mehr als
doppelt so hohe (2,3 fach) und am 3. Kulturtag eine dreimal so starke Expression des Ostro-

genrezeptor o, wie die Zellen mit Ostrogenzugabe.
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Auswertung der durchschnittlichen normalisierten Expression der Progesteronrezeptor mRNA:

(Tabelle mit Rechnungen siche Anhang)

Die Expression der mRNA vom Progesteronrezeptor steigt wihrend der Kultur sowohl in den
Isthmus- als auch in den Ampullazellen um das Dreifache an. Dabei steigt die Expression bis
zum 1. Kulturtag in der Ampulla nicht, im Isthmus aber um 70 % im Vergleich zum Tag der
Isolation an. In der Ampulla steigt die Expression der PR mRNA erst nach dem 3. Kulturtag
an. Im Isthmus ist sie am 3. Tag 80 % hdoher als am ersten Kulturtag.

Der PR wird in den Isthmuszellen stirker exprimiert als in den Zellen der Ampulla. Zum Zeit-
punkt der Isolation ist die Expression in den Isthmuszellen um ca. 30 %, am Tag 1 um ca. das
doppelte (2,2 fache) und am Tag 3 um ca. 40 % hoher als in den Ampullazellen.

Ohne eine Ostrogensupplementierung ist die Rezeptorexpression in der Ampullaepithelzellkul-
tur am Tag 1 doppelt und am Tag 3 fast 3 mal so hoch wie mit Ostrogenzugabe. Die Expres-
sion des PR steigt aber auch bei den Zellen die mit Ostrogen supplementiert wurden vom Tag

1 bis zum Tag 3 auf das Doppelte an.

Expression von PR und ERa im Kulturverlauf

Tabelle 29: Werte der durchschnittlichen, normalisierten Expression von ERa und PR

Zeitpunkt Isthmuszellen Ampullazellen Ampullazellen
der mit Ostrogenzugabe
Entnahme
PR ERa PR ERa PR ERa
Isolat 23x10° |13,6x10° [1,8x10° |9,1x10° |-
Tag 1 40x10° |72x10° | 1,8x10° [4,6x10° [09x10° |2,0x107
Tag 3 7,1%x10° | 7,8x10° [53x10° [58x10° |1,9%x10° |1,8x107

(Aus den relativ quantifizierten Expressionswerten der jeweiligen Dreifachansétze einer Probe wurde ein Durch-
schnittswert gebildet.)

Die mRNA-Expression des ERa hat in den drei verschiedenen Ansitzen eine fallende Ten-
denz, wihrend die Expression des PR eine steigende Tendenz iiber die Kulturzeit aufweist.
Auch bei den mit Ostrogen supplementierten Zellen ist die mRNA-Expression des ERo. an-
fangs hoher und nimmt bis zum 3. Tag ab. Die Expression der PR mRNA hingegen nimmt bis

zum 3. Tag der Kultur zu.

134



Diskussion

5 Diskussion

Die erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit den morphologischen Verdnderungen
des bovinen Eileiters im Zyklusverlauf. Der Schwerpunkt der Untersuchungen wurde dabei auf
das Epithel gelegt, um Grundlagen fiir die Etablierung und Beurteilung der spéteren Eileiter-
epithelzellkultur zu schaffen. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Suspensionskultur der
bovinen Eileiterepithelzellen untersucht und die kultivierten Zellen morphologisch charakteri-

siert.

5.1 Der bovine Eileiter im Zyklusverlauf

Die Untersuchungen wurden am Isthmus und der Ampulla des Eileiters durchgefiihrt. Die bei-
den untersuchten Abschnitte wiesen zilientragende und sekretorische Zellen zu gleichen Antei-
len auf. Im Epithel wechseln sich die Zellen gleichméaBig ab.

Wihrend beim Menschen, beim Affen und anderen Spezies lokale Unterschiede in den Antei-
len zilientragender und sekretorischer Zellen im Epithel der einzelnen Abschnitte vorhanden
sind (Lyons et al., 2002; Odor und Augustine, 1995; Patek et al., 1972b), kann dies hier beim
Rind nicht bestétigt werden.

Beim Hund sind die Zilien im Isthmus iiberhaupt nur vereinzelt ausgebildet (Nilsson, 1969).
In Ubereinstimmung mit Lombard (1950) sind sowohl im Isthmus als auch in der Ampulla des
Rindes gleiche Anteile von zilientragenden und sekretorischen Zellen vorhanden. Nach mei-
nen Untersuchungen sind beim Rind die Zilien im Isthmus ca. 2 pm lénger als in der Ampulla.
Dies ist bisher nicht beschrieben worden.

Wihrend Yaniz (2000) beim Rind vermehrt Zilien in apikalen und lateralen Faltenbereichen
findet, bestehen nach eigenen Beobachtungen vor allem die basalen Bereiche zwischen zwei
Falten fast ausschlieBlich aus zilientragenden Zellen.

Des Weiteren beschreibt Yaniz (2000) eine Abnahme der sekretorischen Zellen in den kauda-
len Abschnitten des Eileiters. Dies konnte ich in meinen Untersuchungen nicht bestitigen;
vielmehr sind in beiden Segmenten etwa gleiche Anteile beider Epithelzellarten vorhanden. Im
Bereich des Isthmus verdndert sich die Lage der Kerne der sekretorischen Zellen im Zyklus-
verlauf nicht. Deshalb sind in diesem Segment zilientragende und sekretorische Zellen beson-
ders eindeutig zu differenzieren. Es zeigt sich auch ganz deutlich, dass immer eine sekretori-
sche Zelle neben einer zilientragenden Zelle liegt. So entsteht eine gleichméfBige Anordnung

und eine Aufteilung von 50 % zilientragenden Zellen und 50 % sekretorischen Zellen. Diese
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Ergebnisse konnten anhand der Periodic-Acid-Schiff (PAS) Reaktion, der Alzianblaufarbung
und immunhistochemischer (IHC) Nachweise mit dem Antikorpern gegen S100 und Chro-
mograninA nachgewiesen werden.

Der S100 Antikorper reagiert mit beiden Zelltypen des Eileiterepithels, die Farbung ist aber
unterschiedlich intensiv. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Walter und Miller
(1996) konnte ich zeigen, dass die beiden Epithelzelltypen in Isthmus und Ampulla unter-
schiedlich reagieren. Wihrend im Isthmus die zilientragenden Zellen eine deutlich positive
Reaktion (++) mit dem S100 Antikorper aufweisen, sind in der Ampulla die sekretorischen
Zellen und insbesondere die Protrusionen intensiver gefarbt. Nach eigenen Untersuchungen
sind die sekretorischen Zellen im Isthmus schwach geférbt (+), wihrend Walter und Miller
(1996) sie als negativ beschreiben.

ChromograninA ist hingegen ein sehr guter Marker fiir die zilientragenden Zellen (Steffl et al.,
2003; Steffl et al., 2004). In immunhistochemischen Untersuchungen hat sich bei unserem
Material allerdings herausgestellt, dass die Anfertigung der histologischen Schnitte auf Objekt-
tragern moglichst erst kurz vor Versuchsbeginn erfolgen sollte.

Mit élteren Praparaten (einige Monate alt) konnte keine konstante, spezifische Farbung der
apikalen Zellpole zilientragender Zellen erreicht werden. Allerdings ist anzumerken, dass in
meinen Untersuchungen eine Bouin-Fixierung verwendet wurde, wihrend Steff] et al. (2003)

Methanol-Eisessig fiir die Fixation benutzt haben.

Die sekretorischen Epithelzellen der Ampulla zeigen das Phanomen der Protrusionsbildung,
welches beim Rind bereits von verschiedenen Autoren (Bjorkman, 1959; Lombard, 1950;
Schmidt-Barth, 1981) beschrieben wurde. Nach eigenen Untersuchungen kommen unter-
schiedliche Arten von Protrusionen in den verschiedenen Zyklusstadien vor. Wahrend ich die
kernhaltigen Protrusionen im Didstrus und Prodstrus nachweisen konnte, beschreibt Bjorkman
(1959) sie allgemein in der lutealen Phase. Die hier untersuchten Protrusionen des Metdstrus
sind jedoch nicht kernhaltig, sondern enthalten sekretorische Granula. Diese Art der Vorwdl-
bung beschreiben Bjorkman und Fredricsson (1961) hingegen in der follikuldren Phase. In
diese Phase wiire auch der Ostrus einzuordnen, in dem ich jedoch eine ebene epitheliale Ober-
fliche vorgefunden habe. Auch Mc Daniel et al. (1968) beschreiben die Vorwo6lbungen der
sekretorischen Zellen unter Ostrogenstimulation.

Das Vorkommen von Zellorganellen in den Protrusionen ist nach eigenen Beobachtungen vor
allem in den kernhaltigen Protrusionen gegeben. Dabei handelt es sich nicht um eine eigen-

standige Protrusionsform, wie Schmidt-Barth (1981) es beschreibt.
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Uber die Funktion der Protrusionen findet man kaum weitere Angaben in der Literatur.

Die sekretorischen Zellen nehmen durch ihre sich nach apikal verjliingende Form einen relativ
geringen Anteil an der epithelialen Oberflidche ein. Deshalb liegt es nahe, dass die Funktion
der Protrusionen im Metostrus eine VergroBBerung der sekretorisch aktiven Oberflache sein
konnte. In dieser Zyklusphase passiert der Embryo den Eileiter (Eriksen et al., 1994). Es ist
daher nahe liegend, dass im Met0strus die stirkste sekretorische Aktivitét im Epithel zu ver-
zeichnen ist, was anhand der Ansammlung dichter Granula im apikalen Zytoplasma verdeut-

licht wird.

In Ubereinstimmung mit Lombard (1950) sind die Protrusionen besonders im spiten Didstrus
oft nur iiber schmale Zytoplasmaverbindungen mit dem unterlagernden Epithel verbunden.
Wihrend er jedoch die enthaltenen Kerne als pyknotisch einstuft, konnte ich keine Degenera-
tionsmerkmale an den Kernen feststellen. Eriksen et al. (1994) deuten die Protrusionsbildung
als einen Vorgang, der mit der Zellerneuerung in Verbindung steht. Nach eigenen Untersu-
chungen deutet nichts auf einen Zelluntergang hin. Erstaunlich ist allerdings, dass die Kerne
bzw. die Zellanteile sehr weit aus dem Epithel herausverlagert werden. Der immunhistochemi-
sche Nachweis mit dem Antikorper gegen Caspase-3 fiel im Eileiterepithel génzlich negativ
aus, so dass eine Apoptose dieser vorgelagerten Kerne sehr unwahrscheinlich ist. Lombard
(1950) beschreibt im Prodstrus ebenfalls frei im Lumen vorkommende Zellen und granuléres
Material. Dieses Phanomen kann ich bestétigen. Es handelt sich meiner Meinung nach um
Protrusionen, deren diinne, zytoplasmatische Verbindung zum unterlagernden Epithel nicht
angeschnitten ist. Allerdings kommen im spéten Di6strus und im Prodstrus gehauft solche
scheinbar freien Vesikel in den basalen Regionen zwischen zwei Falten vor. Es wire denkbar,
dass tatséchlich losgeloste Zellfragmente vorkommen, die insbesondere in diesen Bereichen

bei der Préparation nicht herausgelost werden.

Die Eileiterepithelzellen sind nur vereinzelt Ki-67 positiv. Wenn diese kernhaltigen Protru-
sionen im Didstrus ein Anzeichen fiir eine Epitheldesquamation wiren, wie Mc Daniel et al.
(1968) postulieren, miisste eine Epithelregeneration festzustellen sein. Insbesondere im Di-
oder Proostrus miisste dann ein groBBerer Anteil Zellen mitotisch aktiv sein. Neben den weni-
gen Ki-67 positiven Zellen, die nach eigenen Untersuchungen im Eileiter des Rindes vorhan-
den sind, sind in Ubereinstimmung mit Woodruff und Pauerstein (1969) kaum Mitosen zu ver-
zeichnen. Dies spricht gegen die Hypothese der ZellausstoBung aufgrund von Epithelregenera-

tion im Digstrus.
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Beim Schwein werden allerdings Mitosen im Eileiterepithel beschrieben, deren Anzahl vom
Zyklusstand beeinflusst zu sein scheint (Steffl et al., 2004). Nach dieser Studie ist im Prodstrus
die hochste Mitoserate zu verzeichnen. In eigenen Untersuchungen gibt es interessanterweise
eine Probe, die aus dem Prodstrus stammt und bei der sehr viele Mitosen zu verzeichnen sind.
Es wire denkbar, dass beim Rind die Epithelregeneration zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt
im Prodstrus stattfindet, an dem wir keine Proben gewonnen haben. Weiter scheint es moglich,
dass die Epithelerneuerung im Eileiter einer zirkadianen Rhythmik unterliegt. Finden ver-
mehrt Mitosen am Abend oder in der Nacht statt, konnten diese zum Schlachtzeitpunkt nicht
mehr identifiziert werden.

Abe und Oikawa (1989) beschreiben beim neonatalen Hamster Zellteilungen von undifferen-
zierten Zellen im Eileiter nur bis zum 10. Lebenstag. Auch bei adulten Ratten wird beschrie-

ben, dass keine Mitosen in den Epithelzellen zu verzeichnen sind (Shirley und Reeder, 1996).

Entgegen verschiedener Ergebnisse beim Mensch (Donnez et al., 1983; Nilsson, 1969), beim
Hund (Sawyer et al., 1984; Verhage et al., 1973a) und beim Pavian (Odor und Augustine,
1995) konnten in den eigenen Untersuchungen beim Rind in Ubereinstimmung mit Lombard
(1950), Bjorkman und Fredricsson (1961) und Walter und Miller (1996) keine zyklischen Ver-
dnderungen in der Anzahl der zilientragenden und der sekretorischen Zellen festgestellt wer-
den. Beide Zellarten liegen in allen untersuchten Zyklusstadien in etwa gleicher Anzahl vor. In
der Ampulla gibt es Unterschiede in der duBeren Zellmorphologie, die es erschweren, die Zel-
len sicher zu differenzieren. Vor allem die Protrusionsbildung spielt dabei eine entscheidende
Rolle. Die Protrusionen reichen in ihrer Ausdehnung nach luminal iiber die apikalen Zilienpole
hinweg und komprimieren die Zilienbiischel. Dadurch entsteht der Eindruck, dass im Didstrus
und Prodstrus weniger Zilien vorhanden sind als im Ostrus und Metdstrus. In Rasterelektro-
nenmikroskopischen (SEM) Untersuchungen kann man in den betreffenden Stadien die Zilien
kaum sehen, da sie von den ballonartigen Vorwolbungen verdeckt werden. Abe und Oikawa
(1993a) vermuteten beim Rind bereits einen Zusammenhang zwischen der Verminderung der
Epithelhohe der zilientragenden Zellen in der lutealen Phase und der verminderten Anzahl von
Zilien an der Oberflache. Nach eigenen Untersuchungen werden die Zilien aber nicht abge-
stoflen, wie von Abe und Oikawa (1993a) postuliert, sondern wie oben beschrieben durch die
Vorwdlbung der sekretorischen Zellen nur verdeckt.

Abe selbst ergénzte in einer Verdffentlichung liber den Eileiter bei der Ziege (Abe et al., 1999)
die von ihm mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops (SEM) erzielten Ergebnisse (Abe et al.,

1993a). Wahrend er 1993 mittels SEM eine Verdnderung des Zilienbesatzes beim Eileiter der
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Ziege im Zyklusverlauf feststellte, konnte er 1999 diese Ergebnisse mittels TEM nicht bestéti-
gen. Aufgrund der weit ins Lumen vorgewdlbten Protrusionen sind auch seiner Meinung nach
die Zilien verdeckt und von der Oberfldche aus nicht zu erkennen.

Beim Hund verindert sich der Anteil zilientragender Zellen im Epithel von ca. 60 % im Ostrus
auf ca. 20 % im Metostrus. Im Andstrus betrdgt die Zahl der zilientragenden Zellen nur noch
ca. 1 %. Der Hund hat jedoch eine sehr lange Zyklusdauer mit einer langen andstrischen Pha-
se. Deshalb konnen beide Spezies nur schwer miteinander verglichen werden. Weiterhin wur-
de beim Hund elektronenmikroskopisch Ziliogenese in der follikuldren Phase nachgewiesen
(Verhage et al., 1973 b), die wir beim Rind nicht finden konnten. Abughrien und Dore (2000)
finden jedoch in elektronenmikroskopischen Untersuchungen beim adulten Rind deutliche
Ziliogenese in der follikuldren Phase. Der Anteil zilientragender Zellen sinkt nach deren An-
gaben bis zum Zyklustag 7 um ca. 15 %. Eine 2. Versuchsgruppe wurde mit Ostrogen supple-
mentiert. Die Anzahl zilientragender Zellen war in dieser Gruppe am Tag 1 des Hormonzyklus
um ca. 3 % groBer als in der Kontrollgruppe. Damit wiesen sie einen Zusammenhang zwi-
schen Ostrogen und der Ziliogenese nach. In eigenen Untersuchungen wurde im Ostrus keine
Ziliogenese beobachtet. Die Anzahl der zilientragenden Zellen wurde mittels lichtmikroskopi-
scher Auszdhlung bestimmt und nicht wie bei Abughrien und Dore (2000) mittels Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM). Nach meinen Untersuchungen reicht die mit TEM in ei-
ner Probe vorhandene bzw. im richtigen Anschnitt vorhandene Zellzahl nicht aus, um die
quantitativen Verhiltnisse der Zelltypen im Eileiter richtig beurteilen zu konnen. Allerdings ist
einzurdumen, dass die Bestimmung, ob eine Zelle zilientragend ist oder nicht in der Licht-

mikroskopie etwas groBeren Fehlern unterworfen ist.

Die in der Literatur zu findenden Angaben zum Vorkommen und den zyklischen Verédnderun-
gen des Zilienbesatzes im bovinen Eileiter sind unterschiedlich. Auf der einen Seite wird von
einem Zilienverlust gesprochen auf der anderen von einer Verdnderung der Anzahl zilientra-
gender Zellen. Dabei ist es schwierig herauszufinden, wie eine ehemals zilientragende Zelle
ohne Zilien einzuordnen ist. Die Nomenklatur ist ebenfalls nicht einheitlich. Wahrend in élte-
rer Literatur von nichtzilientragenden Zellen gesprochen wird, entsprechen diese in der neue-
ren Literatur den sekretorischen Zellen. Ob eine nichtzilientragende Zelle grundsitzlich sekre-
torische Funktion hat, oder ob es sich um eine zilientragende Zelle mit zeitweiligem Zilienver-
lust handelt, bleibt dabei ungeklért. Des Weiteren miisste man sicherstellen, dass bei einem
Zilienverlust, wie er in der Literatur beschrieben wird, tatsdchlich alle Zilien einer Zelle be-

troffen sind oder nur einzelne Zilien abgeworfen werden.
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Weiter stellt sich nun die in der bisherigen Literatur kontrovers diskutierte Frage, ob es sich
bei den Eileiterepithelzellen um zwei verschiedene Zellpopulationen handelt oder sich zilien-
tragende Zellen in sekretorische umwandeln konnen.

Abe und Oikawa (1993b) beschreiben Ziliogenese in sekretorischen Zellen unter Ostrogensti-
mulation. Odor und Augustine (1995) finden sekretorische Granula in zilientragenden Zellen.
Beide vertreten die Theorie, dass diese zwei verschiedenen Zellarten sich ineinander umwan-
deln koénnen. Es konnten in eigenen Untersuchungen keinerlei Anzeichen von Ubergangsfor-
men zwischen sekretorischen und zilientragenden Zellen gefunden werden. In Ubereinstimung
mit Bjorkman und Fredricsson (1961) weisen beide Zellarten sehr grofe, eindeutige morpho-
logische Unterschiede auf. Auch die Beobachtungen aus der Zellkultur lassen nicht den Schluf3
zu, dass sich die Zellen ineinander umwandeln konnen. Es sind zwar Anzeichen von Dediffe-
renzierung und Degeneration vorhanden, aber beide Zellarten lassen sich elektronenmikrosko-
pisch weiterhin eindeutig differenzieren.

Bei der Ratte hingegen ist zyklusabhéngig entweder die zilientragende Fraktion oder die sekre-
torische Fraktion im Eileiter dominant. Die zytoplasmatische Farbung beider Zelltypen ist
gleich und es wird eine Umwandlung von sekretorischen in zilientragende Zellen und umge-
kehrt postuliert. Mitotische Aktivitdt hingegen wurde bei beiden Zelltypen nicht beobachtet
(Shirley und Reeder, 1996).

Abe und Oikawa (1993b) finden nach Ostrogenstimulation eine erhdhte Zellteilungsrate bei
den sekretorischen Zellen. Nach eigenen Beobachtungen aus der Zellkultur konnte eine erhoh-
te Ki-67-Expression ab dem 7. Kulturtag festgestellt werden. Keine der MIB-1 positiven Zel-
len war jedoch zilientragend, obwohl ca. 30 % der Zellen in der Kultur zu diesem Zeitpunkt
Zilien aufwiesen. Ubereinstimmend mit dieser Feststellung finden Steffl et al. (2004) Mitosen
am porcinen Eileiterepithel nur bei den nichtzilientragenden Zellen vor, die hauptsachlich in
basalen Regionen der Falten lokalisiert sind. Auch in Untersuchungen am humanen (Comer et
al., 1998a) und am neonatalen Eileiter des Hamster (Abe und Oikawa, 1993b) werden Mitosen
nur in sekretorischen Zellen beschrieben. Allerdings wird auch in diesen Verdffentlichungen

nicht zwischen sekretorischen und nicht-zilientragenden Zellen differenziert.

Ein interessantes Phdnomen ist die Protrusionsbildung bei zilientragenden Zellen, die im Di-
Ostrus vereinzelt an der apikalen Zelloberfliche vorkommt. Diese Protrusionen enthalten ein-
deutig Zilienanschnitte, die keinesfalls schnittbedingt sein konnen. Eine dhnliche Beobachtung
machte Bjorkman bereits 1959 in seinen elektronenmikroskopischen Studien. Er fand freie

Vesikel iiber der apikalen Oberfliache, die Zilien enthalten. Auch diese Form der membran-
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umgrenzten Zellfragmente, die Zilien enthalten wird in eigenen Untersuchungen gefunden.
Bei der Ratte wird dieses Phidnomen bereits als Abwurf von Zilien (Deziliation) gedeutet. Die
von Reeder und Shirley (1999) beschriebenen Zilienpakete gleichen den von mir beobachteten
Zellfragmenten, die Zilien enthalten. Bei der Ratte wurden diese Zilienpakete am hdufigsten
im Prodstrus beobachtet. Die Zilien sollen dabei ihre eigene Membran verlieren (Reeder und
Shirley, 1999). Sie unterliegen keiner Resorption, wie es z.B. beim Hund beschrieben wird
(Sawyer et al., 1984), sondern werden von der Zelle abgeschniirt. Es wird angenommen, dass
diese Form des Zilienverlustes bei der Ratte aufgrund der besonders kurzen Zyklusdauer vor-
kommt (Reeder und Shirley, 1999). Eine besonders schnelle De- und Reziliation bei der Ratte
wurde von Shirley und Reeder (1996) schon friither postuliert.

Die aus den eigenen Beobachtungen beschriebenen Protrusionen der zilientragenden Zellen
beinhalten immer nur einen Teil der Zilien einer Zelle. GréBere Teile der apikalen Zelloberfla-
che sind nicht in die Vorwdlbungen einbezogen und weisen weiterhin Zilien auf. So wére es
also moglich, dass nur ein Teil der Zilien einer Zelle regeneriert wird. Diese Vermutung wiirde
erklaren, warum in der Lichtmikroskopie solche Zellen mit partiellem Zilienverlust weiterhin
zu den zilientragenden Zellen gerechnet werden.

Ob diese Protrusionen mit den darin enthaltenen Zilien tatséchlich von der Zelle abgetrennt
werden, ist nicht mit letzter Sicherheit nachzuweisen. Die Tatsache, dass diese Fragmente frei
im Lumen schwimmen (Bjorkman, 1959) kann schnittbedingt sein. Es ist schwer vorstellbar,
dass ein frei schwimmender Vesikel nach der notwendigen Priparation fiir die TEM noch er-
halten wére. Nach dem elektronenmikroskopischen Bild, erscheint es jedoch sehr wahrschein-
lich, dass dieses Phdnomen auch beim Rind in Zusammenhang steht mit einem zumindest

partiellen Zilienverlust bei einigen Zellen.

In der Ampulla ist das Epithel nach eigenen Untersuchungen im Ostrus mit 38,8 pm am hoch-
sten. Die Hohe des Epithels sinkt bis zum Didstrus auf 25,2 pm, um dann im Prodstrus wieder
auf 29 um anzusteigen. Zyklische Verdnderungen der Epithelh6he wurden auch von anderen
Autoren gefunden (Lombard, 1950; Mc Daniel et al., 1968; Weeth und Herman, 1952). Auch
Mc Daniel et al. (Mc Daniel et al., 1968) konnten nach Ostrogenbehandlung der Versuchstiere
das hochste Epithel verzeichnen. Progesterongaben bewirkten hingegen eine Verminderung
der Epithelhohe.

Ebenso ist bei der Ziege das Epithel in der lutealen Phase wesentlich flacher (Abe et al., 1999).
Da im Ostrus beim Rind der héchste Blutdstrogenspiegel vorliegt, kann man einen Zusam-

menhang zwischen diesem Hormon und der Hohenzunahme des Epithels postulieren.
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Die Untersuchungen von Lombard (1950) ergaben insgesamt hohere Werte als meine Messun-
gen. In der Ampulla konnte er im Ostrus z.B. 45,3 um Epithelhohe messen, in Bereichen mit
groBBer Anzahl an acidophilen Granula sogar 64 um. Da es sich jedoch um Durchschnittswerte
handelt und zudem die MeBmethode nicht standardisiert ist, kann man trotzdem von einem
gleichen Trend sprechen.

Unterschiedlich zu meinen Ergebnissen sind jedoch die Messungen von Yaniz et al. (2000).
Danach wird die maximale Epithelhdhe schon im Prodstrus erreicht und im Ostrus sinken die
Werte bereits wieder ab.

Wird die Zellhdhe bis zum apikalen Pol der Protrusionen gemessen sinkt der Wert vom Ostrus
von 38,8 um nur auf 33,8 um. Dies ist ein deutlicher Unterschied zu dem ermittelten Wert von
25,2 um, den man erhilt, wenn nur bis zum apikalen Pol der zilientragenden Zellen gemessen
wird. Dies ldasst den Schluss zu, dass sich die sekretorischen Zellen nicht vorwolben, sondern
dass sich die zilientragenden Zellen zuriickziehen, wie es Abe und Oikawa (1993a) bereits
vermuteten.

Des Weiteren nehmen Weeth und Herman (1952) an, dass ein Zusammenhang zwischen der
Epithelhohe und der Sekretion besteht. Nach eigenen Untersuchungen ist die starkste PAS-
Reaktion und die grofite Anzahl sekretorischer Granula im Metostrus zu verzeichnen. Das Epi-
thel ist jedoch bereits im Ostrus am hochsten. In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchun-
gen (Bjorkman und Fredricsson, 1961; Nayak und Ellington, 1977; Urhin und Kliment, 1977)
finden auch wir vermehrt dilatiertes endoplasmatisches Retikulum und Ribosomen im Ostrus.
Demnach nimmt das Epithel wihrend der intensivsten Produktionsphase der sekretorischen
Granula an Hohe zu, also im spiten Prodstrus bis zum Ostrus.

Im Ostrus haben sich unter der apikalen Zellmembran bereits vermehrt sekretorische Granula
angesammelt. Diese Granula haben stark unterschiedliche Grofle, Form und Dichte, wie es
bereits Abe et al. (1993b) beschreiben. Eine Exozytose der Sekretionsprodukte konnte zu die-
sem Zeitpunkt nicht beobachtet werden. Im Metdstrus ist die apikale Zellmembran vorgewolbt
und die sekretorischen Granula sind in den Vorwdlbungen enthalten. In diesem Stadium sind
in Ubereinstimmung mit (Lombard, 1950) die meisten sekretorischen Granula vorhanden. Abe
et al. (1993b) beschreiben das maximale Vorkommen von sekretorischen Granula allerdings
bereits in der follikuldren Phase.

In Ubereinstimmung mit Eriksen et al. (1994) konnte ich im Metdstrus Exozytose nachweisen.
Die so genannten ,,digiprints* liegen in direktem Kontakt mit der Zytoplasmamembran, ent-
weder in den Protrusionen oder am apikalen Zellpol. In einigen Fillen ist das Verschmelzen

dieser Granula mit der apikalen Zytoplasmamembran sehr deutlich. Es ist zu erkennen, dass
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diese ,,digiprints* ihren Inhalt ins Lumen abgeben. Selbst im Lumen ist der Inhalt der Granula
teilweise noch zu identifizieren. Nach Bjorkman (1959) sowie Bjorkman und Fredricsson
(1961) geben die sekretorischen Granula ihren Inhalt bereits in der follikuldren Phase ans Lu-
men ab.

Die so genannten Stiftchenzellen, die in verschiedenen Arbeiten iiber den Eileiter erwéhnt
wurden, spielen nach eigenen Beobachtungen eine sehr untergeordnete Rolle. AuBBerdem ge-
staltete es sich schwierig, sie nach den bestehenden Literaturangaben als solche zu identifizie-
ren. Dass es sich bei ihnen um eine Ubergangsform zwischen zilientragenden und sekreto-
rischen Zellen handelt (Verhage et al., 1973a), kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da
in eigenen Beobachtungen jede Zellart eindeutige, morphologische Merkmale aufweist. Die als
Stiftchenzellen interpretierten Zellen dhneln in ihrer Form und Farbung den sekretorischen
Zellen, zumindest wenn diese in der Form ohne Protrusionen vorliegen. Die Stiftchenzellen
weisen keine Zilien auf, was in Ubereinstimmung mit Mc Daniel et al. (Mc Daniel et al., 1968)
festgestellt wurde. Die Deutung als untergehende Epithelzelle (Hees, 1992) kann nicht ausge-
schlossen werden, da wir die Stiftchenzellen gar nicht eindeutig identifizieren konnten.

Die basalen Zellen (,,Basalzellen®) sind im basalen Bereich des Epithels lokalisiert und ent-
sprechen den Beschreibungen von Lombard (1950). Sie kommen in unregelmifigen Abstén-
den und Anzahlen in verschiedenen Faltenbereichen vor. Ca. 2-4 Zellen sind pro 100 Epithel-
zellen zu finden. Ubereinstimmend mit den Aussagen von Bjérkman und Fredricsson (1961)
sind sie nicht mit der Basalmembran verankert. Sie reagieren auch in eigenen Untersuchungen
nicht mit den Antikorpern gegen Panzytokeratin und S100. Deshalb kann ein epithelialer Ur-
sprung ausgeschlossen werden (Walter und Miller, 1996). Die ,,Basalzelle* ist demnach als
mobile Zelle anzusehen. Die Identifikation dieser Zellen als Leukozyten (Abughrien et al.,
2000) scheint sehr plausibel. Es handelt sich bei den basalen Zellen vorwiegend um Lympho-
zyten, daneben sind auch einige intraepitheliale Makrophagen klonifiziert worden (Abughrien

et al., 2000).

Der immunhistochemische (IHC) Nachweis des Ostrogenrezeptor o (ERa) fillt sowohl im

Isthmus als auch in der Ampulla im Ostrus am schwiichsten aus. Im Metdstrus reagieren die
Epithelzellkerne in beiden Abschnitten stirker positiv. Diese Ergebnisse stimmen mit denen
von Ulbrich et al. (2003) iiberein, wo mittels Western-Blot das ERa Protein semiquantitativ
bestimmt wurde. In Ubereinstimmung mit Steffl et al. (2004), die die Ampulla des porcinen

Ovidukts untersuchten, wird in der Ampulla die maximale Expression des Rezeptors im Pro-

143



Diskussion

Ostrus festgestellt. Eine Zunahme der ERa Expression wird auch beim Menschen (Amso et al.,
1994) in der follikuldren Phase beschrieben. Die stirkste immunhistochemische Reaktion wird
in dieser Studie in der Mitte des Zyklus beobachtet. Dies trifft nach meinen Untersuchungen
beim Rind fiir den Isthmus zu. In der Ampulla hingegen ist im Proostrus die stirkste ERa Im-
munreaktion zu verzeichnen.

Beim Hund hingegen wurden in der Ampulla im frithen Metdstrus die schwichsten Immunfar-
bungen fiir ERa beobachtet (Vermeirsch et al., 2002). Ulbrich et al. (2003) fanden im bovinen
Isthmus eine maximale mRNA-Expression fiir ERa in der follikuldren Phase. Da die mRNA-
Synthese in der Zelle der Proteinsynthese vorausgeht, sollte die mRNA Expression vor der
Proteinexpression erhoht sein. Demnach korrelieren die PCR-Ergebnisse von Ulbrich et al.
(2003) mit meinen immunhistochemischen Untersuchungen betreffend des ERa. Nach meinen
immunhistochemischen Nachweisen wird der ERa in der Ampulla im Prodstrus und im Met-
ostrus stirker exprimiert als im Ostrus und Didstrus. Ulbrich et al. (2003) fanden hingegen

eine gleich bleibende Expression der ERoe mRNA in der Ampulla.

Nach meinen immunhistochemischen Untersuchungen ist die Expression des Progesteronre-
zeptors (PR) im Isthmus wesentlich stérker als in der Ampulla. In beiden Segmenten féllt die
Immunreaktion im Didstrus und Prodstrus schwiicher aus als im Ostrus und Metdstrus. Wih-
rend jedoch in der Ampulla die maximale Immunreaktion auf den PR-Antikorper bereits im
Ostrus zu verzeichnen ist, liegt das Expressionsmaximum im Isthmus erst im Metdstrus vor.
Diese Beobachtungen stimmen zumindest fiir das Isthmussegment mit den immunhistoche-
mischen Ergebnissen von Ulbrich et al. (2003) {iberein, wonach die stirkste Farbintensitét in
der frithen lutealen Phase vorhanden ist. Mittels Western Blot wurden auf8erdem der PR-A und
PR-B getrennt nachgewiesen. Demnach ist PR-A in der Ampulla und der PR-B im Isthmus in
groBerer Menge vorhanden. Der in eigenen immunhistochemischen Untersuchungen verwen-
dete Antikorper gegen den PR unterscheidet nicht zwischen den Subtypen A und B.

Beim Hund hat die epitheliale PR Expression in der Ampulla bereits im Prodstrus ihr Maxi-
mum erreicht und sinkt bis zum Metostrus und weiter bis zum Andstrus ab (Vermeirsch et al.,
2002).

Nach eigenen immunhistochemischen Untersuchungen ist die PR-Expression im Isthmus stér-
ker als in der Ampulla. Mittels PCR weisen auch Ulbrich et al. (2003) eine stirkere mRNA-
Expression des PR im Isthmus nach. Die starkste Immunreaktion auf den PR-Antikdrper konn-
te ich in der Ampulla im Ostrus und im Isthmus im Metdstrus feststellen. Korrelierend mit

meinen Ergebnissen weisen Ulbrich et al. (2003) die maximale mRNA-Expresssion des PR in

144



Diskussion

der follikuldren Phase nach.

Ein starker Abfall der PR mRNA-Expression auf ein sehr niedriges Niveau in der frithen lutea-
len Phase, wie von (Ulbrich et al., 2003) mittels PCR festgestellt wurde, korreliert mit meinen
immunhistochemischen Ergebnissen in der Ampulla. Im Isthmus ist die Expression des PR in
der lutealen Phase nicht so stark vermindert.

In Ubereinstimmung mit Vermeirsch et al. (2002) beim Hund ist nach meinen Untersuchungen
die Farbeintensitdt beim immunhistochemischen Nachweis von beiden Rezeptoren (ERa und
PR) in den Fibrozyten der Lamina propria am stirksten. Im Epithel ist allerdings ein hoherer
Anteil immunpositiver Zellen vorhanden. Die Reaktionsstédrke der Kerne der zilientragenden
Zellen ist dabei deutlich schwicher als die der sekretorischen Zellen. Auch bei Primaten ist der
ERa vorwiegend in den sekretorischen Zellen lokalisiert (Brenner et al., 1990). Beim Schwein
weisen die zilientragenden Zellen keine Reaktion mit dem Antikorper gegen den ERa auf
(Steffl et al., 2004).

Bei der leichten zytoplasmatischen Férbung des ERa in der Tunica muscularis (Ulbrich et al.,
2003) handelt es sich wahrscheinlich nur um eine Hintergrundfarbung. Diese féllt bei den im-
munhistochemischen Nachweisen der Rezeptoren in unseren Versuchen allgemein relativ stark
aus, weil wir uns fiir eine langere Inkubationszeit mit DAB im letzten Schritt des Immunhisto-
chemischen Nachweises entschieden haben. Verschiedene Inkubationszeiten haben bei den
selben Priaparaten zum Teil sehr unterschiedliche Ergebnisse geliefert. Bei einer achtminiitigen
Inkubationszeit mit DAB ist zwar eine schwache Hintergrundfarbung vorhanden, aber nur
dann besteht die Moglichkeit die verschiedenen Firbeintensititen der Zellkerne zu differenzie-
ren. Wurde das Priparat kiirzer mit DAB inkubiert, erschienen Kerne mit einem hohen Rezep-
torgehalt nur schwach positiv. Im Rahmen dieser Austestung der Inkubationszeiten des DAB
wurden auch die Antikdrperkonzentrationen variiert. Interessanterweise waren die Unterschie-

de dabei nicht so grof3 wie bei einer Verdnderung der Inkubationszeit des DAB.

Die Grundlage der Falten bildet die Lamina propria mucosae (Hees, 1992). Es ist keine Aus-
bildung einer Lamina muscularis mucosae beschrieben. Nach Lombard (1950) ziehen keine
Muskelfasern in die Schleimhautfalten. Dennoch sind nach eigenen Untersuchungen in der
Ampulla auch in den apikalen Faltenbereichen einige, subepithelial gelegene Zellen vorhan-
den, die mit dem Antikorper gegen a-SMA stark positiv reagieren. Es handelt sich hierbei
nicht um Gefil3e, deren Tunica media ebenfalls positiv reagiert. Subepithelial lokalisierte Zel-

len, die mit dem Antikorper gegen a.-SMA deutliche Reaktionen aufweisen wurden beim Rind
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bereits in den Fimbrien beschrieben (Walter, 1998). Es konnte sich dabei um Myofibroblasten
oder Myoepithelzellen handeln. Im Bereich des Isthmus ist die Abgrenzung viel klarer, der
subepitheliale Bereich bleibt vollstdndig negativ. Hier finden sich an der Basis der Falten
schwach a-SMA positive Zellen. Zusitzlich konnte in diesen Zellen das Tropomyosin nach-
gewiesen werden (Walter, 1998).

Elektronenmikroskopisch konnten wir keine subepithelial gelegenen Muskelzellen finden.
Beim Nachweis von Zytokeratinfilamenten sind subepithelial keine immunpositiv reagieren-
den Zellen zu verzeichnen. Aus diesem Grund kann eine epitheliale Natur dieser subepithelia-
len, a-SMA positiven Zellen weitestgehend ausgeschlossen werden. Mit dem Antikorper ge-
gen Vimentin reagieren die direkt unter dem Epithel gelegenen Zellen ebenfalls stark positiv.
Da unser Antikorper gegen Vimentin nicht mit den Muskelzellen der Tunica muscularis rea-
giert, ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass es sich bei diesen a-SMA positiven Zellen um glat-
te Muskelzellen handelt. Es wire jedoch mdglich, dass es sich hierbei um Myofibroblasten
handelt, die die Motilitdt der Ampulla im Rahmen des Gametentransport beeinflussen. Walter
(1998) vermutete dhnliches bereits fiir die Fimbrien. In anderen Epithelien, wie zum Beispiel
dem Darmepithel der Ratte sollen solche subepithelialen Myofibroblasten fiir die Erhaltung
eines basalen Tonus verantwortlich sein (Joyce et al., 1987). Auffallend ist in diesem Zusam-
menhang, dass auch beide untersuchten Steroidhormonrezeptoren (ERa und PR) oft im epi-
thelnahen Bindegewebe lokalisiert sind. Moglicherweise sprechen diese subepithelial gelege-
nen a-SMA positiven Zellen auf Ostrogen und Progesteron an. Auf diese Art konnte die Kon-
traktilitdt der Ampulla beeinflusst werden. Fiir den Isthmus wurde bereits beschrieben, dass
der Kontakt mit der follikuldren Fliissigkeit, die sich mit der oviduktalen Fliissigkeit mischt
eine Muskelkontraktion verursacht (Ramwell et al., 1969). Die follikulére Fliissigkeit soll Ki-
nin enthalten. Bradykinin vermag in vitro die Isthmusmotilitit zu stimulieren (Ramwell et al.,

1969).

5.2 Bovine Eileiterepithelzellen in Suspensionskultur

Die Suspensionskultur wurde als Kulturmodell gewéhlt, da adhdrente Eileiterepithelzellen re-
lativ schnell dedifferenzieren (Gomez und Uria, 1997). Moglicherweise besteht ein Zusam-
menhang zwischen der hohen Proliferationsrate in vitro und der Dedifferenzierung von adhé-
renten Eileiterepithelzellen (Walter und Miller, 1996). Nach 24 Stunden Adhérenz ist kaum
noch Zilienaktivitéit zu verzeichnen (Walter und Miller, 1996), spiter gehen die Zilien verloren

(Joshi, 1988; Takeuchi et al., 1991; Walter und Miller, 1996). Auch die sekretorischen Granula
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sind bei adhédrenten Epithelzellen in der Anzahl stark vermindert und migrieren nicht mehr zur
Zelloberflache (Joshi, 1988).

Die Kulturzellen sollten moglichst in einem differenzierten Zustand erhalten bleiben. Meine
Suspensionskultur sollte ein Kurzzeitmodell darstellen. Spharoiden kdnnen maximal bis zu
zwei Wochen in Suspension gehalten werden.

Sphéroiden sind fiir Kokultur-Studien gut geeignet, da man nicht bis zur Konfluenz der Zellen
zu einem Monolayer abwarten muss. Demnach konnten den Embryonen frisch isolierte Zellen
zugesetzt werden, die nur eine geringgradige Dedifferenzierung aufweisen. Eine verbesserte
Erhaltung der Eileiterepithelzellen wurde bereits mittels eines Perfusionskultursystems erreicht
(Reischl et al., 1999; Rief et al., 2002). Unter anderem weisen die Zellen aus diesem System
eine hochprismatische Form, typische Verteilung von Zellorganellen und Zilien nach dem 8.
Kulturtag auf (Reischl, 2000). Bevor die Perfusionskultur fiir Kokultur-Untersuchungen einge-
setzt werden kann, muss allerdings die Adhédrenz der Zellen abgewartet werden. Auch die
eigentliche Kokultur mit Embryonen kann nicht unter Perfusionsbedingungen durchgefiihrt
werden.

Das Suspensionskulturmodell ist hingegen schnell verfiigbar, da die Zellen sofort nach der
Isolation verwendet werden konnen. Des Weiteren werden keine aufwendigen technischen
Gerite bendtigt. Auch die Handhabung dieser frei im Kulturmedium schwimmenden Zellen ist
relativ einfach. Ein Mediumwechsel z.B. kann erfolgen, in dem die Sphiroiden zum Sedimen-
tieren fiir ca. 5 min in Zentrifugenréhrchen gegeben werden und das iiberstehende Medium
abgesaugt wird.

Bei der Charakterisierung der Sphéroiden haben sich einige technische Probleme ergeben. Die
Sphiroiden fiir die immunzytochemischen Untersuchungen einzeln zu pipettieren, erwies sich
als schwierig und war mit groen Zellverlusten verbunden. Zudem war die mikroskopische
Darstellung dieser Zellaggregate aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur schwierig. Wir
haben mehrere Methoden ausgetestet und uns letztlich fiir eine Einbettung der Sphéroiden in
Paraffin entschieden.

In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen, in denen Zilienaktivitit bis zum Ende der
Kultur am 12. Tag beobachtet wurde (Walter, 1995), war das Schlagen der Zilien in der
eigenen Suspensionskultur bis zum 14. Kulturtag unvermindert vorhanden. Insbesondere die
Sphéroiden der Epithelzellen des Isthmus zeigten rege Motilitét, sofern eine mittlere Zelldichte
der Suspension gewéhlt wurde.

Mittels des Antikorpers gegen ChromograninA, der als Marker fiir zilientragende Zellen im

Eileiterepithel dienen kann (Steffl et al., 2003; Steffl et al., 2004) konnte auch in den eigenen
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immunhistochemischen Untersuchungen bei den Sphéaroiden der weitestgehende Erhalt der
Zilien bis zum 9. Tag der Kultur festgestellt werden. Der Zilienbesatz war bei den in Paraftin
eingebetteten Praparaten (BFPE) der Eileiterepithelzellen auch lichtmikroskopisch deutlich zu

erkennen.

Die Sphéroiden zeigten stark positive Reaktionen mit dem Antikdrper gegen Panzytokeratin
iber die gesamte Kulturdauer hinweg. Neben der Unterscheidung von Epithel- und Bindege-
webszellen (Joshi, 1988) wird damit zusitzlich deutlich, dass die Erhaltung der epithelialen
Natur der Zellen iiber die Kulturperiode hinweg gegeben ist (Walter, 1995). Alle Zellen der
Sphéroiden exprimieren wéhrend der gesamten Kulturzeit Zytokeratinfilamente. Deshalb kann
man annehmen, dass keine Kontamination mit Fibroblasten vorlag.

Der S100 Antikorper markiert Eileiterepithelzellen unabhingig vom Zyklusstand (Kamiya et
al., 1989). In eigenen Untersuchungen reagieren die Zellen der Sphéroiden deutlich positiv mit
dem S100 Antikdrper, wihrend Zellen eines Monolayers das S100 Protein nicht mehr expri-
mieren (Walter und Miller, 1996). Dies kann als Zeichen einer Dedifferenzierung gedeutet
werden (Walter und Miller, 1996). Eine unterschiedliche Farbintensitit der sekretorischen und
zilientragenden Zellen beim immunhistochemischen Nachweis von S100, wie sie nach eigenen
Untersuchungen im Eileiter vorhanden ist, kann bei den Sphéroiden nicht festgestellt werden.
Die kleinen Bereiche mit negativer Reaktion (bzw. schwach positiver Reaktion), die am Tag 7
und 9 der Kultur vorkommen weisen eine vernetzte Struktur unter den Zellen auf. Hier konnte
bereits eine Dedifferenzierung der Zellen stattgefunden haben. Dass es sich bei diesen Zellen
um Fibroblasten handelt ist unwahrscheinlich, da die entsprechenden Zellen keine Reaktion
mit dem Antikdrper gegen Vimentin eingehen. In der Suspensionskultur kommen vereinzelt
relativ grofBe, runde Einzelzellen vor, die das S100 Protein nicht exprimieren. Mit dem Vimen-
tin Antikorper zeigen sie hingegen positive Reaktionen. Es ist anzunehmen, dass es sich hier-
bei um vereinzelte Fibroblasten handelt.

Die Anzahl der Vimentin positiven Zellen innerhalb der Sphéaroiden nimmt mit Dauer der Kul-
tur zu. Diese Zellen liegen im Zentrum der Zellaggregate. Es scheint mdglich, dass sehr weni-
ge Fibroblasten bei der Isolation in die Kultur gelangt sind und sich bis zum Kulturende ver-
mehrt haben. Eine prozentuale Zunahme der Fibroblasten mit der Kulturldnge wird bei einer
adhdrenten Kultur von humanen Eileiterepithelzellen beschrieben (Kervancioglu et al., 1994).
Moglicherweise exprimieren einige Zellen aufgrund von Dedifferenzierungsvorgéangen sowohl
Zytokeratin- als auch Vimentinfilamente. Dies wurde bereits bei humanen Eileiterepithelzell-

kulturen vermutet (Henriksen et al., 1990). Diese Hypothese konnte erkldren, warum am ersten
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Kulturtag keine bzw. nur sehr vereinzelt immunhistochemische Reaktionen beim Vimentin-

nachweis vorhanden waren.

Im Gegensatz zu fritheren Untersuchungen (Walter, 1995) fand in unseren Sphéroiden mit
zunehmender Kulturldnge auch eine vermehrte Zellteilung statt, wie mittels des MIB-1-
Antikorpers nachgewiesen werden konnte . Das bedeutet, dass sowohl die Anzahl der
Fibroblasten als auch die Anzahl proliferierender Epithelzellen wéhrend der Kultur zunimmt.
Wir vermuteten zunéchst, dass es sich bei den Ki-67 positiven Zellen um proliferierende
Fibroblasten handle. Diese Vermutung konnte aber in weiteren Untersuchungen nicht bestétigt
werden, weil wesentlich mehr Zellen eine positive Ki-67 als eine positive Vimentin Reaktion
aufwiesen. Auflerdem haben die meisten Ki-67 positiven Zellen eine eindeutig epitheliale
Morphologie. Allerdings waren bei den proliferierenden Zellen keine Zilien nachzuweisen.
Ahnliche Feststellungen wurden bereits fiir zilientragende Zellen am Eileiterepithel ex vivo
gemacht (Comer et al., 1998a) Dabei wurde parallel ein spezieller Marker fiir zilientragende
Zellen (LhS28) und der MIB-1 Antikorper verwendet. Keine der mit MIB-1 positiv reagieren-
den Zellen zeigte eine positive Reaktion mit dem LhS28-Antikorper (Comer et al., 1998a). Die
sekretorischen Zellen wurden in diesen Untersuchungen mit HMFG (Human Milk Fat Globule
2) markiert. Nach einer Ostrogenstimulation waren in der selben Kultur LhS28 positive Zellen
vorhanden. Aufgrund dieser Erkenntnisse stellte Comer (1998a) die Hypothese auf, dass es
eine relativ unreife Form von sekretorischen Zellen gibt, die noch in der Lage ist sich zu einer
zilientragenden Zelle zu differenzieren. Er postulierte weiter, dass die Population der sekre-
torischen Zellen in Stammzellen, Vorlduferzellen und Reifestadien eingeteilt werden kann.
Wenn man davon ausgeht, dass zilientragende Zellen keine Mitosefdhigkeit mehr besitzen,
wire es nicht verwunderlich, dass sie in adhédrenten Kulturen, die massiv proliferieren kaum
vorhanden sind. Ein Teil der undifferenzierten, proliferierenden Zellen wiirde nach einer

Ostrogenstimulation Zilien ausbilden und sich damit differenzieren (Comer et al., 1998a).

Die Zellen der eigenen Sphéroiden behalten ihre Polarisierung unter Kulturbedingungen wei-
testgehend bei. Die Zilien zeigen nach auBBen. Aus diesem Grund versuchten wir festzustellen,
ob auch eine Basallamina oder Teile davon bei den Sphéroiden vorhanden sind.

Mit dem Antikorper gegen Laminin konnte bei ex vivo Praparaten des bovinen Eileiters die
Basalmembran gut dargestellt werden. Bei den Sphédroiden konnte in keiner der Proben eine
Basalmembran identifiziert werden. Auch elektronenmikroskopisch lie sich keine Basallami-

na darstellen. Fiir die langerfristige Erhaltung der Zellpolarisierung und des epithelialen Cha-
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rakters ist aber die Ausbildung bzw. das Vorhandensein einer Basalmembran essentiell. Mog-
licherweise konnte durch eine Kokultur mit Fibroblasten die Neubildung einer Basallamina

induziert werden.

Bei den Sphéroiden wurde weiter die Expression der Hormonrezeptoren ERa und PR unter-
sucht. Immunzytochemisch konnte der ERa. kaum mehr nachgewiesen werden. Lediglich bei
Sphéroiden aus Isthmuszellen waren vereinzelt schwach positive Kernreaktionen zu verzeich-
nen. Beim Nachweis des PR waren auch in den Sphéroiden aus der Ampulla Zellen vorhan-
den, die schwach immunpositiv reagierten. Im Gegensatz dazu beschreiben Comer et al.
(1998a) selbst bei adhdrenten Zellen noch eine Immunfarbung mit den Antikdrpern gegen
ERa und PR. Die Intensitit der Immunfarbung zeigte in meinen Versuchen grof3e Differenzen
besonders zwischen den Sphéroiden. Wéhrend bei einigen Zellverbédnden in den Kernen aller
Zellen ERa bzw. PR nachgewiesen werden konnte, blieben andere Sphéroiden génzlich nega-
tiv. Die Préaparate der Isthmuszellen wiesen einen hoheren Anteil Rezeptor positiver Zellen auf
als die Priparate der Ampullazellen. Dies korreliert mit der mRNA-Expression fiir die Rezep-
toren. Diese ist ebenfalls im Isthmus stirker als in der Ampulla. Auch bei den immunhisto-
chemischen Untersuchungen am Eileiter ex vivo wurden beide Hormonrezeptoren im Isthmus
wihrend des Zyklus starker exprimiert als in der Ampulla.

In einigen Punkten korrelieren die Ergebnisse aus der real-time RT-PCR mit den immunhisto-
chemischen Untersuchungen nicht. Die Expression des ERa ist am Anfang der Zellkultur ho-
her als die des PR und sinkt erst im Kulturverlauf, wihrend die Expression des PR iiber die
Zeit der Kultur deutlich ansteigt. Erstaunlich war auch, dass beide Rezeptoren in der Gruppe
ohne Ostrogensupplementierung stérker exprimiert wurden als in der Ostrogen stimulierten
Gruppe. Nach 24stiindiger Kultivierung war die Expression beider Rezeptoren in der Kon-
trollgruppe doppelt und am Tag 3 der Kultur dreimal so hoch, wie bei der mit Ostrogen
supplementierten Zellkulturgruppe. Nach Ulbrich et al. (2003) ist die Rezeptorexpression der
BOEC bereits 6 Stunden nach der Ostrogenapplikation erhéht und sinkt dann unter die Kon-
trollwerte ab. Wir haben die Expression der Rezeptoren erst 24 Stunden nach der Ostrogenzu-
gabe untersucht, so dass zu diesem Zeitpunkt eine voriibergehende Expressionserh6hung mog-
licherweise nicht mehr nachzuweisen war. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den
Beobachtungen, die Comer (1998a) bei adhérenten Eileiterepithelzellen machte. Er zeigte,
dass das eine Supplementierung des Nihrmediums mit Ostrogen keinen EinfluB auf die Ex-

pression der Hormonrezeptoren (ERa und PR) hat.
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Am 3. Kulturtag konnte eine grole Anzahl pyknotischer Kerne bei den kultivierten Zellen
festgestellt werden. Demnach gehen viele Eileiterzellen zugrunde, die sich nicht an die Kultur-
bedingungen adaptieren konnten. Dies fiihrt zu einen massiven Zellverlust, der bei einer Sus-
pensionskultur stark ins Gewicht fillt, weil die Proliferationsrate viel geringer als bei adhdren-
ten Zellen ist. Der Zelluntergang ist am 7. Kulturtag deutlich zuriickgegangen. Dies hangt auf
der einen Seite damit zusammen, dass weniger Zellen vorhanden sind. Auf der anderen Seite
sind auch innerhalb der Sphiroiden prozentual weniger pyknotische Kerne zu verzeichnen als
am Tag 3 der Kultur. Die intakten Zellen scheinen also unter den gegebenen Kulturbedingun-
gen leben zu konnen. Ein Teil der Zellen weist degenerative Verdnderungen auf, wobei sie ihre
Form veréndern. Zum Teil kugeln sich die Zellen ab oder werden sehr flach, so dass das Kern-
Plasma-Verhéltnis sinkt. Andernteils nehmen die Zellen z.B. durch Vakuolenbildung extreme
GroBen an. Das erklért, warum bei den morphometrischen Auswertungen der Zellen keine
klaren Tendenzen zu erkennen waren. Die dullere Gestalt der Kulturzellen variiert zu stark. Ob
diese degenerativen Erscheinungen mit einem Funktionsverlust einhergehen bedarf weiterer
Untersuchungen. Aufgrund der Polarisierung der Zellen in der Sphéroide hatten wir ange-
nommen, dass von ihnen eine Basalmembran zumindest teilweise ausgebildet wird. Eine Ba-
salmembran konnten wir elektronenmikroskopisch und zytochemisch nicht bestétigen. Hinzu
kommt die verminderte Expression der Hormonrezeptoren in den Kulturzellen im Vergleich
zum Eileiterepithel in situ. Es erscheint moglich, dass aufgrund einer parakrinen Regulation
ein unterlagerndes Bindegewebe fiir die Polaritit und die Erhaltung der Funktionen des Epi-

thels von entscheidender Bedeutung ist (Vermeirsch et al., 2002).

Die zelluldren Charakteristika der Sphéroiden wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
detailliert untersucht. Die Ergebnisse miissen differenziert betrachtet werden. Auf der einen
Seite sind im basalen Bereich der Zellen starke morphologische Verdnderungen festzustellen,
wie z.B. intrazelluldre Vakuolen und eine interzelluldre Spaltbildung. Diese Vergrof3erung des
Interzellularraums zwischen benachbarten Zellen wurde bereits bei adhirenten Eileiterepithel-
zellen als degenerative Erscheinung beschrieben (Reischl, 2000). Andererseits ist bei den
Sphéroiden meiner Kultur noch am 10. Kulturtag Zilienbesatz und Organellenreichtum im
apikalen Zytoplasma zu verzeichnen. In adhidrenten Kulturen hingegen geht der Zilienbesatz
schnell vollstindig verloren (Kervancioglu et al., 1994; Takeuchi et al., 1991). Eine normale
Ausstattung mit Zellorganellen wird jedoch in der Literatur auch bei adhirenten Kulturen be-
schrieben (Gomez und Uria, 1997; Rief, 2001; Takeuchi et al., 1991; Walter, 1995). Bei Ver-

wendung bestimmter Medien, wie z.B. bei dem von uns verwendeten TCM 199 scheint der
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Organellengehalt relativ hoch zu sein (Rief, 2001). In anderen Untersuchungen wurde eine
Verminderung der Zellorganellen beobachtet. Gomez und Uria (1997) finden neben reichlich
granuliertem endoplasmatischen Retikulum nur wenige Zellorganellen und keinen Golgi-
Apparat.

Die in den Zellen der Sphéroiden enthaltenen Glykogeneinlagerungen finden auch andere Au-
toren im Zytoplasma von kultivierten Eileiterepithelzellen vor (Reischl, 2000; Rief, 2001; Ta-
keuchi et al., 1991; Walter, 1995). Eine Abhéngigkeit vom Medium wird ebenfalls postuliert
(Rief, 2001). Demnach fiihren reichhaltige Medien, wie z.B. das von uns verwendete TCM
199 zu stirkeren Glykogeneinlagerungen als andere Medien (Rief, 2001).

Wihrend Walter (1995) am 7. Tag ihrer Sphiroidkultur noch eine Ansammlung von sekreto-
rischen Granula unter der apikalen Zellmembran vorfindet, konnen wir eine deutlich reduzierte
Anzahl der sekretorischen Granula und der ,,digiprints* im apikalen Zytoplasma bereits ab
dem 5. Kulturtag verzeichnen. Reischl (2000) findet Ansammlungen von sekretorischen Gra-
nula nur in frisch isolierten Zellen.

Die beobachteten atypischen Granula mit dicker, elektronendichter Membran konnten mogli-
cherweise entspeicherte sekretorische Granula bzw. Digiprints sein. Das ist deshalb wahr-
scheinlich, weil ihr Auftreten mit dem Verschwinden der typischen sekretorischen Granula
korreliert. Nach ihrem Aussehen zu urteilen unterliegen sie degenerativen Prozessen. Eine
Verminderung der sekretorischen Granula in den Zellen wihrend der Kultur ist grundsitzlich
von grofer funktioneller Relevanz. Dies konnte ein Problem bei der Kokultur mit Embryonen
darstellen. Die in den Granula der Eileiterepithelzellen enthaltenen Stoffe, werden ins Eileiter-
lumen sezerniert und haben eine groe Bedeutung fiir die frithe embryonale Entwicklung. Der
Verlust der sekretorischen Aktivitit wird in vielen Eileiterepithelzellkulturen beschrieben
(Joshi, 1988, 1991; Reischl, 2000; Walter, 1995). Es scheint demnach sehr schwierig zu sein,

diese wesentliche Funktion der Eileiterepithelzellen in einer Kultur aufrechtzuerhalten.

Grundsatzlich sollte man in der Beurteilung der Eignung der Zellkultur von Eileiterepithelzel-
len zwei Punkte unterscheiden. Auf der einen Seite sind degenerative Verdnderungen von Ei-
leiterepithelzellen festzustellen. Auf der anderen Seite ist ein Differenzierungsverlust der Eilei-
terepithelzellen in vitro vorhanden. Wahrend am 3. Kulturtag in der Sphéroidzellkultur kaum
eine Dedifferenzierung festgestellt werden kann, sind degenerative Verdnderungen bereits aus-
zumachen. Die Tatsache, dass Zilien bis zum Ende der Kultur vorhanden sind und die Zellen
das S100 Protein stark exprimieren spricht weiter gegen eine starke Dedifferenzierung.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die Spharoidkultur ungefahr bis zum 3. Kulturtag
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Zellen liefern kann, die noch keinen massiven Differenzierungsverlust aufweisen. Da Embryo-
nen ca. 3 Tage im Eileiter verweilen, wire eine Kokultur mit den Sphéroidzellen {iber eben
diese 3 Tage durchaus sinnvoll, auch wenn die sekretorische Fahigkeit der kultivierten Zellen
bereits leicht vermindert ist.

Eine Langzeitkultur anzustreben, der man iiber ldngere Zeit Zellen fiir Kokulturen entnehmen
kann scheint mit den Sphéroiden hingegen nicht zweckméBig zu sein. Demnach miisste man
fiir jede Kokultur neue FEileiterepithelzellen isolieren. Dies erscheint mir aufwendig, obgleich
das Kultursystem im Vergleich zu den anderen aufgefiihrten Kulturen relativ einfach zu hand-
haben ist. Zudem unterliegen Zellen von unterschiedlichen Tieren grof3en biologischen Varia-
tionen. Aus den genannten Griinden haben Ando et al. (2000) und Lee et al. (2001) permanen-
te Zelllinien entwickelt. Die Sphiroidzellen stellen bis zum 3. Kulturtag potentes Ausgangs-
material fiir eine mogliche Immortalisierung dar. Der Grad ihrer Dedifferenzierung ist beson-
ders im Vergleich zu adhédrenten Zellkulturzellen sehr gering. Im Vergleich zu den Eileiter-
epithelzellen ex vivo weisen die Sphéroidzellen bis zum 3. Kulturtag alle wesentlichen mor-
phologischen Charakteristika von differenzierten Eileiterepithelzellen auf.

Um die Differenzierung der bovinen Eileiterepithelzellen ldngerfristig aufrecht zu erhalten
sollte man fiir weitere Untersuchungen ein Kokulturmodell mit Fibroblasten in Erwégung zie-
hen.

Nach diesen Erkenntnissen ist die Suspensionskultur der bovinen Eileiterepithelzellen fiir eine

Kokultur mit Embryonen als Kurzzeitmodell gut geeignet.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der bovinen Eileiterepithelzellen ex vivo und
in Suspensionskultur. Ein Schwerpunkt meiner Arbeit beziiglich des bovinen Eileiters ex vivo
lag bei den zyklischen Verdnderungen des Eileiterepithels, iiber die bisher wenig préizise Daten
vorlagen. Die Ampulla und der Isthmus wurden sowohl bei den Untersuchungen ex vivo als
auch in der Zellkultur getrennt betrachtet. Es wurde deutlich, dass das Epithel der Ampulla
starkere morphologische Verdnderungen wihrend des Zyklus aufweist, als das Epithel des
Isthmus. So war im Epithel der Ampulla die Bildung von Protrusionen zu beobachten, die ab-
hiangig vom Zyklusstadium verschiedenen Inhalt aufweisen. Die maximale Hohe des Epithels
wurde in beiden Eileiterabschnitten im Ostrus erreicht. Im Isthmus war das Epithel jedoch et-
was niedriger als in der Ampulla. Im Met6strus war die stirkste sekretorische Aktivitit zu ver-
zeichnen. Dies zeigte insbesondere die massive Ansammlung von sekretorischen Granula un-
ter der apikalen Zytoplasmamembran. Nur in diesem Stadium konnte auch Exozytose der Gra-
nula beobachtet werden.

Eine Verdnderung der Anteile zilientragender und sekretorischer Zellen im Epithel, wie sie bei
anderen Spezies beschrieben wurde, konnte beim Rindereileiter nicht festgestellt werden.
Meine elektronenmikroskopischen Ergebnisse zeigen, dass beim Rind zumindest ein partieller
Zilienverlust im Eileiter stattfindet.

Durch die massiven Protrusionen der sekretorischen Zellen werden die Zilienbiischel aufer-
dem im Didstrus zur Seite gedrangt und teilweise verdeckt. Dadurch kann der Eindruck entste-
hen, dass die Anzahl der zilientragenden Zellen im Didstrus abnimmt.

Im bovinen Eileiterepithel wurde eine nur sehr geringe Mitoserate festgestellt, die in den ver-
schiedenen Zyklusstadien kaum variiert. Sowohl in der Zellkultur als auch im Eileiterepithel
ex vivo konnten Mitosen ausschlieBlich bei nicht-zilientragenden Zellen beobachtet werden.
Die Zilien der Sphéaroidzellen wiesen nach auB3en und waren wihrend der gesamten Kultivie-
rung vorhanden. Demnach blieb die Polarisierung der Epithelzellen erhalten. Dies sind Indize
dafiir, dass die Zellen einer nur geringen Dedifferenzierung wihrend der Kultur unterliegen.
Die sekretorische Aktivitdt der kultivierten Epithelzellen erscheint aber beeintréchtigt.
Wihrend sich die sekretorischen Granula bis zum 3. Kulturtag unter der apikalen Zellmembran
ansammelten, waren sie am 5. Kulturtag bereits groB3flachig im apikalen Zytoplasma verteilt
und an spiteren Kulturtagen nur noch vereinzelt vorhanden. Da die sekretorische Funktion
jedoch essentiell fiir die embryo-maternale Kommunikation ist, scheint die Suspensionskultur

nur mit frisch isolierten Eileiterepithelzellen sinnvoll zu sein.
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Als weiteres Anzeichen einer Dedifferenzierung in Kultur ist die reduzierte Expression der
Rezeptoren fiir Progesteron und Ostrogen zu interpretieren.

Nach diesen Ergebnissen sind die Sphiroiden in den ersten drei Kulturtagen fiir eine Kokultur
geeignet, da sie wahrend dieser Zeit nur leichte Anzeichen einer Dedifferenzierung aufweisen.
Auch die physiologische Aufenthaltszeit des Embryos im Eileiter betrdgt ungefdhr drei Tage.
Demnach scheint die Suspensionskultur als Kurzzeitmodell fiir eine Kokultur mit Embryonen

gut geeignet zu sein.
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7 Summary

Cycle dependent changes in bovine oviduct and characterisation of bovine oviduct

epithelial cells in suspension culture

The purpose of this study was to analyse the characteristics of the bovine epithelial cells from
the oviduct in vivo and in suspension culture. One principal aim of my work concerning the
bovine oviduct ex vivo was the analysis of the cyclic changes of the epithelium. Ampulla and
isthmic part of the oviduct were examined separately ex vivo as well in cell culture. It became
obvious that the ampullary epithelium showed stronger morphological changes during the es-
trous cycle than the isthmic epithelium.

The ampullary epithelium showed protrusions with different contents depending on the hor-
mone cycle stadium. In both parts of the oviduct maximum height was attained in the estrous
phase. In the isthmic part epithelium was somewhat lower than in the ampullary part of ovi-
duct. Strongest secretory activity was detected in metestrous. A massive accumulation of
secretory granules was seen beneath the apical cell membrane. Secretory granule exocytosis
could only be demonstrated in this stadium of estrous cycle.

Change of ciliated and secretory cell proportions in the epithelium as described for other spe-
cies could not be seen in the bovine oviduct. My results at transmission electron microscopical
level show, that at least a partial loss of cilia takes place in bovine oviduct.

Massive apical protrusions of the secretory cells pushed the cilia aside and partially covered
them. This gives the impression that the number of ciliated cells in diestrous is reduced. Only a
small mitosis rate was detected in bovine oviduct, hardly varying in different phases of the
estrous cycle. Mitosis could only be seen in ciliated cells in cell culture as well as in oviductal
epithelium. In suspension culture epithelial cells formed sphaeroids with outward pointing
cilia. Cilia were present during complete culture duration. This means polarisation of epithelial
cells is maintained in sphaeroids. These cells hardly dedifferentiate during the culture period.
Secretory activity of cultured cells seems to be significantly impaired. Secretory granule
accumulated beneath the apical cell membrane until culture day three. On day five they are
widely dispersed in apical cytoplasm. On following culture days secretory granule can only be
found sporadically. As secretory function is essential for embryo-maternal cross talk, suspen-
sion culture may be only appropriate, if newly isolated oviductal epithelial cells were used and

culture time is kept short. The reduced expression of receptors for estrogens and progesterone
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can be interpreted as another sign for loss of differentiation.

According to these results, sphaeroid cells are suitable for a coculture during the first three
days, as they showed only minor signs of dedifferentiation in this time period. The physiologi-
cal time the embryo requires to pass through the oviduct is also approximately three days.
Therefore a suspension culture of bovine oviductal epithelial cells seems to be suitable for

short term studies of embryo-maternal communication.
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Abb.
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abs.

A. dest
APAAP

BFPE
biot.
BOEC
bp
BSA
bzw.

C.ham.
C.l
cDNA

contra
Ct-Wert

DAPI
DMEM
DNA
dsDNA

E

EGF
ERa
ET-1

FBS
FCS
FGF
FITC
FSH

g
OSG 85-97

HMFG
HC

1psi

Bezeichnung

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex

absolut

Aqua destillata

Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase

Bouin fixiert, in Paraffin eingebettet
biotinmarkiert

bovine Oviduktepithelzellen
Basenpaare

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Corpus himorrhagicum
Corpus luteum
komplementdre DNA

contralateral
trashhold cycle

4’,6’-Diamidino-2-Phenylindol
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsidure
doppelstringige DNA

Ostrogen

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
Ostrogenrezeptor o

Endothelin-1

fetales bovines Serum

Fetales Kélberserum

Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)
Fluorescein Isothiocyanat

follikelstimulierendes Hormon

Gravitation, Erdbeschleunigung
oviduktspezifisches Glykoprotein 85-97 kDa
Human milk fat globule

Immunhistochemie

ipsilateral
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PGE,
PGF;,
PR

RE
rER
RNA
RT

SEM
SMA (a-SMA)
sog.

T
T.
Tab.

In vitro Fertilisation
In vitro Kultur
In vitro Produktion

Konzentration

Lamina
luteinisierendes Hormon
Losung

Minuten

messenger Ribonukleinsdure
Mittelwert

Muskelzellkerne

Anzahl
No template control (Kontrolle ohne Probenmaterial)

Ostrisches Kuhserum
Oviduktepithelzellen

Ovidukt spezifisches Glykoprotein
Objekttrager

Progesteron
Penicellin/Streptomycin
Periodic-Acid-Schiff
Phosphatgepufferte Salzsidure
Polymerasekettenreaktion
Prostaglandin

Prostaglandin E;
Prostaglandin Fj,
Progesteronrezeptor

RNA Extraktion

rauhes endoplasmatisches Retikulum
Ribonukleinsédure

reverse Transkription

Rasterelektronenmikroskop (Scanning electron microscop)
Smooth-Muscle-Actin
sogenannt

Testosteron
Tunica
Tabelle
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TCM 199
TEM
TGF
TRITC

U / min
UTJ

Verd.
VIP
Vol.

z.B.
ZFR

Tissue Culture Medium 199
Transmissions-Elektronenmikroskop
transforming groth factor
Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat

Umdrehungen pro Minute
uterotubale Verbindung

Verdiinnung
vasoaktives Peptid
Volumen

zum Beispiel
Zentrifugenréhrchen
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9 Anhang

9.1 Losungen

Fixierung fir die Lichtmikroskopie (zu 3.2.2):

¢ Bouin-Losung:

Losungen fir die lichtmikroskopischen Farbungen (zu 3.2.3)

HE-Firbung:

e Fosin:

e Hamalaun:

(Alle Substanzen Fa. Merck, Darmstadt)

Periodic-Acid-Schiff-Reaktion:

e wissrige Losung Perjodséure:

n-Salzsdure:

e Himalaun (sieche oben)

Trichromfiarbung nach Masson und Goldner:

SO;haltige Spiilfliissigkeit:

Fuchsinschwefelige Saure (Schiff’sches Reagenz)

Pikrinsdure (gesattigt und filtriert) 1500 ml

Paraformaldehyd 35% 500 ml

Eisessig 100 ml

Stammlosung:  Eosin 2g
Aqua dest 198 ml
Einige Tropfen Formol zur Haltbarkeit

Verdiinnung: Aqua dest. 600 ml
Eosin-Stammldsung 60 ml
Eisessig 8 Tropfen
Aqua dest. 2000 ml
Hématoxylin 2g
Natriumjodat 100 g
Kalialaun (chemisch rein) 100 g
Chloralhydrat 100 g
kristalline Zitronensdure 2g
Perjodséure 0,5¢g
Aqua dest. 100 ml
Leitungswasser 200 ml
Kaliumpyrosulfid 10% 10 ml
n-Salzsdure 10 ml
konz. Salzsdure
Aqua dest. ad 1000 ml

¢ Eisenhdmatoxylin nach Weigert: (Losungen A und B im Verhéltnis 1:1)

Loésung A) Hématoxylin lg

Ethanol 96% 100 ml
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Losung B)

Azophloxin:

Phosphormolybdénsdure-Orange:

Lichtgriin:

e Essigsdure 1%

Alcianblau:
e Essigsdure 3%
e Kernechtrot

e Alcianblau 8GX

Eisen-3-Chlorid
Aqua dest.

Azophloxin
Aqua dest.
Eisessig

Phosphorwolframs.
Aqua dest.
Orange G

Lichtgriin
Aqua dest
Eisessig

Alcianblau 8GX
Essigsédure 3%

1,16 g
98 ml

05¢g
100 ml
0,2 ml

35¢g
100 ml
2g
0,1-0,2 g
100 ml
0,2 ml

lg
100 ml

=>pH 2,5 oder pH 1 einstellen, Losung filitrieren und Thymolkristall zusetzen.

Silberimpragnation nach Gomori:

e Ammoniakalische Silberlosung:

1.Zu 10ml einer 10% Sibernitratlosung (AgNOs3) setzt man 2ml
10% Kalilauge (KOH) zu. Es entsteht ein brauner Niederschlag.
2.Der Niederschlag wird aufgeldst durch tropfenweises Pipettieren von Ammoniak(NH3)
3.Es wird tropfenweise AgNO; zugegeben bis die dabei entstehenden Schlieren nur noch
langsam verschwinden. Die Losung ist nun klar und braun.
4.Mit A. dest wird auf das doppelte Volumen aufgefiillt.

¢ 0,5% Kaliumpermanganatlosung (KmnQOj)

e 2% Kaliumdisulfitlosung (K,S,0s)

Formol-Leitungswasser (1:9)

0,1% Goldchlorid (AuHCl4 x 3 H,O)
1% Natriumthiosulfatlosung (Na,S,03 x 5 H,0)

Losungen fir die Elektronenmikroskopie (zu 3.2.5):

A) Fixierungslosung nach Karnovsky

e 10% Paraformaldehyd-Losung:

e Karnovsky-Stammldsung:

Paraformaldehyd
Aqua dest.
NaOH, 1M

10% Paraformald.-Lsg

2% Eisenammoniumsulfatlosung (Eisenhdmalaun, (NH4)Fe(SO4), x 12 H,O

10g
ad 100 ml
bis zu 6 Trpf.

20 ml
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=>»Karnovskygebrauchslosung:

B) Kontrastierungslosung:

e Osmiumtetroxid-Losung, 2%:

e Kaliumferrocyanid-Losung, 3%:

Cacodylat-Puffer, 0,2M
Kalziumchlorid, wasserfrei

Karnovsky Stammlsg
Glutaraldehyd, 25%

Osmiumtetroxid, 4%
Cacodylat-Puffer, 0,1M

Kaliumferrocyanid
Cacodylat-Puffer, 0,1M

50 ml
0,05¢g

10 ml
1.37 ml

2 ml
2 ml

03¢
ad 10 ml

=>» Osmiumtetroxid (1%)-Kaliumferrocyanid (1,5%) in Cacodylat-Puffer, 0,1 M:

C) Cacodylat-Puffer:
e [Osung A:

e Losung B:

e =>» Cacodylat-Puffer 0,2 M, pH 7,2:

=>» Cacodylat-Puffer 0,1 M, pH 7,2:

D) Epon:

e Poly/bed 812

e DDSA

e NMA

e DMP-30

E) Propylenoxid

F) Bleicitrat-Losung nach Reynolds:
¢ Bleinitrat

e Na-Citrat

e H,O, CO,-frei

Osmiumtetroxid-Losung, 2%

4 ml

Kaliumferrocyanid-Losung, 3% 4 ml

Na(CH3)2A502 X 3H20
Aqua dest.

HCI1 0,2M

Losung A
Losung B
Aqua dest.

Cacodylat-Puffer 0,2 M
Aqua dest.

=>» erst 1 min stark schiitteln, dann 30 min in 50ml Flasche schiitteln

e Na OH, 1molar

=>» dann mit A. dest auf 50ml auffiillen, mischen bis alles gelost ist.

G) Uranylacetat
e Poly/bed 812
e DDSA

8,56g
ad 200 ml

50 ml
4,2 ml
ad 100 ml

50ml
50ml

16 ml

10 ml

9 ml
0,3-0,5ml

1,33 ¢
1,76 g
30 ml

8ml

16 ml
10 ml
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e NMA
e DMP-30

H) Propylenoxid
I) Bleicitrat-Losung nach Reynolds:

e Bleinitrat

e Na-Citrat

e H,0, CO,-frei
=>» erst 1 min stark schiitteln, dann 30 min in 50ml Flasche schiitteln

e Na OH, 1molar
=>» dann mit A. dest auf 50ml auffiillen, mischen bis alles gelost ist.

J) Uranylacetat

Pufferlosungen (3.2.4 und 3.2.5):

e PBS-Puffer (Phosphat buffered saline):

e Zitratpuffer:

e TRIS-Puffer:

NazHPO4-2H205
NaH2P 04 HzOZ
=> alles 16sen in 5 Liter A. dest, dann pH 7,4 - 7,6 einstellen.

Stammlsg A: C¢HgO7 x H,O (Merck 244)
16sen in 1 Liter A. dest
Stammlsg B: Na;CsHsO7 x 2H,0 (Merck 6448)
l6sen in 1 Liter A. dest
=>» Gebrauchslésung: 9ml Losung A und 41ml Losung B ad 500ml

NaCl (Merck 6404):
TRIZMA-Hydrochlorid (Sigma T-3253)
TRIZMA-Base (Sigma T-1503)

=> alles 16sen in 5 Liter A. dest, dann pH 7,4- 7,6 einstellen.

9 ml
0,3-0,5ml

1,33 g
1,76 g
30 ml

8ml

425¢g
6,35¢g
195 ¢g

21,01g
29.41g
439 g

3425 ¢
45¢g

Losungen fir die immunhistochemischen Untersuchungen (zu 3.3.4 und 3.3.9) :

e DAB-Herstellung:

PBS-Puffer
H>0, 30%

Stammlosung:

DAB-Lo6sung:
DAB-Tabletten

5 ml

15 ul
60 ml

6 Stilick

=>» Von der Stammldsung 0,4 ml zur DAB-L&sung hinzufiigen, gut mischen und filtieren.

Medien fiir die Zellkultur (zu 3.3):

e Transport- und Spiillosung:

e [soliermedium:

Penicillin/ Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)
TCM / Medium 199 (Sigma, Deisenhofen)

500 ml
5 ml
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(Earle’s Salts, L-Glutamine, NaHCOs)

¢ Anzuchtmedium: TCM
+10% FBS (GIBCO®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
bzw. + 10% OCS (= oestrus cow serum)
+ 1% P/S (= Penicellin/Streptomycin)
evtl. + 5% Estradiol-17f (Sigma, Deisenhofen)

Fixierungslosungen fiir die Zellkultur:

¢ Bouin-Losung (siehe oben)

e Formaldehyd 37%, PBS gepuffert

Formaldehyd, 37% 100 ml
PBS-Puffer (siehe oben) 900 ml
e Methanol-Aceton (1:1), eiskalt
e Aceton-Formaldehyd-Losung, gepuffert ~ Na,HPOy4 20 mg
+ KH,PO4 100 mg
16sen in A. dest 30 ml
+ Aceton 45 ml
+ Formaldehyd (37%) 25 ml
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Tabelle 32: Auszihlung der ERa und PR immunpositiven Zellkerne im Eileiterepithel
Schnitt- | Zyklus- Anzahl | Anzam |  AnZ2hl | Ges.Pos | Gesamt-
nummer | stadium. Segment| AK |, Zellen | '+ Zellen N Zellen anzahl

Zellen (+,++,+++) Zellen
170-98 Prodstrus | Isthmus PR 300 482 80 562 862
204-04 Proostrus | Isthmus PR 403 426 145 571 974
86-04 Prodstrus | Isthmus PR 338 461 126 587 925
644-02 Ostrus Isthmus PR 213 559 153 712 925
616-02 Ostrus Isthmus PR 260 592 198 790 1050
473-04 Ostrus Isthmus PR 182 453 182 635 817
874-03 Metostrus | Isthmus PR 222 440 143 583 805
519-03 Metostrus | Isthmus PR 156 534 248 782 938
859-03 Metostrus | Isthmus PR 210 517 240 757 967
683-02 Diostrus | Isthmus PR 339 320 30 350 689
212-04 Diostrus | Isthmus PR 138 395 177 572 710
700-02 Diostrus | Isthmus PR 512 466 66 532 1044
203-04 Prog6strus | Ampulla| PR 819 97 0 97 916
834-03 Progstrus | Ampulla| PR 611 409 0 409 1020
401-03 Prodstrus | Ampulla| PR 648 234 0 234 882
642-02 Ostrus Ampulla| PR 511 475 29 504 1015
614-02 Ostrus Ampulla| PR 511 390 24 414 925
470-04 Ostrus Ampulla| PR 560 469 52 521 1081
858-03 Metbstrus | Ampulla| PR 671 207 0 207 878
873-03 Metostrus | Ampulla| PR 634 492 10 502 1136
518-02 Metostrus | Ampulla| PR 625 558 63 621 1246
681-02 Diostrus | Ampulla| PR 504 343 0 343 847
699-02 Dibstrus | Ampulla| PR 707 234 5 239 946
213-04 Diostrus | Ampulla| PR 777 320 0 320 1097
204-04 Proostrus | Isthmus ER 271 314 326 640 911
170-98 Prodstrus | Isthmus ER 415 475 153 628 1043
86-04 Prodstrus | Isthmus ER 493 434 115 549 1042
473-04 Ostrus Isthmus ER 405 390 67 457 862
644-02 Ostrus Isthmus ER 361 479 165 644 1005
616-02 Ostrus Isthmus ER 339 493 125 618 957
863-03 Metostrus | Isthmus ER 266 316 393 709 975
519-03 Metostrus | Isthmus ER 372 491 239 730 1102
874-03 Metostrus | Isthmus ER 215 322 292 614 829
491-02 Dibstrus | Isthmus ER 304 304 504 808 1112
700-02 Diostrus | Isthmus ER 536 206 409 615 1151
212-04 Digstrus | Isthmus ER 401 209 354 563 964
203-04 Proostrus | Ampulla| ER 428 508 309 817 1245
401-03 Pro6strus | Ampulla| ER 483 496 406 902 1385
834-03 Pro6strus | Ampulla| ER 392 478 389 867 1259
614-02 Ostrus Ampulla| ER 458 474 158 632 1090
642-02 Ostrus Ampulla| ER 536 486 18 504 1040
470-04 Ostrus Ampulla| ER 557 444 22 466 1023
862-03 Metostrus | Ampulla | ER 507 438 232 670 1177
877-03 Metostrus | Ampulla [ ER 297 404 309 713 1010
518-03 Metostrus | Ampulla| ER 553 498 286 784 1337
892-03 Diostrus | Ampulla| ER 656 536 161 697 1353
213-03 Dibstrus | Ampulla| ER 539 399 310 709 1248
681-02 Diostrus | Ampulla| ER 455 468 316 784 1239
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Tabelle 33: Berechnungen zur Anzahl ERa und PR immunpositiver Zellkerne im Epi-

thel
. % . % . % . % .

:lcll;:::et; AK - 1\11}:::;1— Stabw. aF D:;zt:tl- Stabw.|'++ - +++ D:;zt:tl- Stabw.| ges. pos. Nvl‘llztril_ Stabw.
Zellen Zellen Zellen Zellen

17098 | PR | 34,8 55,9 93 65,2

20404 | PR| 414 | 37,6 43,7 49,8 14,9 12,6 58,6 62,4

86-04 PR | 36,5 3.4 498 6,1 13,6 2,9 63,5 3.4

644-02 | PR [ 23,0 60,4 16,5 77,0

616-02 | PR | 2438 | 234 56,4 57,4 18,9 19,2 75,2 76,6

473-04 | PR | 223 1,3 55,4 2,7 223 2,9 77,7 1,3

874-03 | PR | 276 54,7 17.8 72,4

519-03 | PR | 16,6 | 22,0 56,9 55,0 26,4 23,0 83,4 78,0

859-03 | PR | 217 5,5 53,5 1.8 24,8 4,6 78,3 5,5

683-02 | PR [ 492 46,4 4.4 50,8

212-04 | PR| 194 | 39,2 55,6 48,9 24,9 11,9 80,6 60,8

700-02 | PR [ 49,0 171 | 446 5.9 6,3 11,4 51,0 17,1

203-04 | PR | 894 10,6 0,0 10,6

834-03 [ PR| 599 | 74,3 40,1 25,7 0,0 0,0 40,1 25,7

401-03 | PR | 73,5 148 | 265 14,8 0,0 0,0 26,5 14,8

642-02 | PR | 503 46,8 2,9 49,7

614-02 | PR| 552 | 52,5 422 44,1 2,6 3,4 448 47,5

470-04 | PR | 51,8 2,5 43 .4 2,4 4.8 1,2 482 2,5

858-03 | PR | 76,4 23.6 0,0 23.6

873-03 | PR| 558 | 60,8 433 37,2 0,9 2,0 442 39,2

518-02 | PR [ 502 13,8 | 448 11,8 5,1 2,7 498 13,8

681-02 | PR | 59,5 40,5 0,0 40,5

699-02 | PR| 747 | 68,4 24,7 31,5 0,5 0,2 253 31,6

213-04 | PR | 70,8 7,9 292 8,1 0,0 0,3 292 7,9

204-04 | ER [ 29,7 34,5 35,8 70,3

170-98 | ER | 398 | 38,9 455 | 40,6 14,7 20,5 60,2 61,1

86-04 | ER| 473 8.8 41,7 5,6 11,0 13,4 52,7 8.8

473-04 | ER | 47,0 452 7.8 53,0

644-02 | ER | 359 | 39,4 477 | 48,1 16,4 12,4 64,1 60,6

616-02 | ER [ 354 6,5 51,5 3,2 13,1 4.4 64,6 6,5

863-03 | ER [ 273 32,4 40,3 72,7

519-03 | ER | 33.8 | 29,0 446 | 38,6 21,7 32,4 66,2 71,0

874-03 | ER [ 259 4,2 38,8 6,1 35,2 9.6 74,1 42

491-02 | ER | 2723 273 453 72,7

700-02 | ER | 46,6 | 38,5 179 | 22,3 35,5 39,2 53,4 61,5

212-04 | ER | 41,6 10,0 [ 21,7 4,8 36,7 5.3 58,4 10,0

203-04 | ER | 344 40,8 24,8 65,6

401-03 | ER | 349 | 33,5 358 | 38,2 293 28,3 65,1 66,5

834-03 | ER | 31,1 2,0 38,0 2,5 30,9 3,2 68,9 2,0

614-02 | ER [ 42,0 435 14,5 58,0

642-02 | ER | 515 | 49,3 46,7 | 44,5 1,7 6,1 48,5 50,7

470-04 | ER [ 544 6,5 43 4 1,9 2,2 7.3 45,6 6,5

862-03 | ER | 43,1 37,2 19,7 56,9

877-03 | ER | 294 | 37,9 40,0 | 38,2 30,6 23,9 70,6 62,1

518-03 | ER | 414 7.4 37,2 1,6 21,4 5,9 58,6 7.4

892-03 | ER | 48,5 39,6 11,9 51,5

213-03 | ER | 432 | 42,8 32,0 | 36,5 248 20,7 56,8 57,2

681-02 | ER [ 36,7 59 37,8 4,0 25,5 7.7 63,3 5,9
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Tabelle 34: Anzahl Ki67 und Vimentin positiver Kerne und Anzahl pyknotischer Kerne

in den Sphiroiden

Schnitt- | Kultur 10 Planquadrate Mittel- | Standartab-
AK/US . .

nummer| tag (Kantenlinge 0,2 mm x 0,2 mm) wert weichung
20/04 1 Ki67 112]0 1 1 1 0,7
21/04 1 Ki67 00|00 1100} 0)0]O0 0,1 0,3
22/04 1 Ki67 0/]0,0]0]O0O]O]O0]0]O0]O0 0 0,0
23/04 3 Ki67 1 0] 0] 010 110]0]0]0 0,2 0,4
24/04 3 Ki67 5/2,0]0]5]0]3]0]01]0 1,5 2,1
25/04 3 Ki67 1/3/]0]0]1]0]0]0,01]0O0 0,5 1,0
26/04 7 Ki67 6 1 6110/ 4]1]9]9]6|5]|7 6,3 2,7
27/04 7 Ki67 131132112019 |27| 14|28 26| 13 19,4 6,1
28/04 7 Ki67 2812511614 29| 18|25 | 16| 17| 18 20,6 5,5
29/04 9 Ki67 8 | 11| 8 | 7 | 18] 1622 | 10| 10| 11 12,1 4,9
30/04 9 Ki67 7 01212211911 9] 9| 4 |11] 14 11,8 5,4
31/04 9 Ki67 27 128119142912 ] 18| 19| 13| 10 18,9 7,0
32/04 3 Ki67 5101 0| 4] 4 1 6 110 2,2 2,3
33/04 7 Ki67 101715 8 | 13|15 7 | 17| 11| 17 13 3,8
20/04 1 Vimentin 0/]0,0]0]O0O]O]O0O]O0]O0]O0 0 0,0
21/04 1 Vimentin 0/]0,0]0]O0O]O]O0O]O0O]O0]O 0 0,0
22/04 1 Vimentin 0,0,0[]0]0]0]0O]O0]0]O 0 0,0
23/04 3 Vimentin 0101 1 1 1 110110 0,6 0,5
24/04 3 Vimentin 3,05 1]12]2]3]4]2]|0 2,2 1,6
25/04 3 Vimentin 02|51 |4|5]4,0|0]3 2,4 2,1
26/04 7 Vimentin 170,0]0]0,0]O0|O0]1]0 0,2 0,4
27/04 7 Vimentin 512713 |7]61] 82| 4]2 4,6 2,3
28/04 7 Vimentin 10/ 8| 5| 511006 |79 ]|11|9 8 2,2
29/04 9 Vimentin 8 12|14 7| 9 |19|15] 0] 6 |10 10 5,3
30/04 9 Vimentin o1, 5|1 |2]7]5|7]0]0 2,8 2,9
31/04 9 Vimentin 6 3,6 8|69 56|63 5,8 1,9
32/04 3 Vimentin 00| 2]0)0 1 110]01]0 0,4 0,7
33/04 7 Vimentin 6 | 7112 8 13| 8| 8 |16| 5 |21 10,4 5,1
20/04 1 pyknKeme | 12| 12| 8 | 5 | 6 | 2 |16] 5 |25 11 10,2 6,7
21/04 1 pykn.Keme | 13 30| 10| 7 | 8 | 10| 13|22 |25 17 15,5 7,8
22/04 1 pykn.Kerne | 10 | 18 | 3 | 4 | 12 9,4 6,1
23/04 3 pykn.Kerne | 27 | 90 | 56 | 44 | 115| 70 67 31,9
24/04 3 pykn.Kerne | 52 | 42| 40 | 73 | 54 |130] 42 | 51 | 36 | 42 56,2 28,0
25/04 3 pykn.Kerne | 83 | 66 | 71 | 73 | 74 | 47 | 63 | 64 | 39 | 68 64,8 13,0
26/04 7 pykn.Kerne | 11| 20| 17 | 18 |21 | 6 | 13|21 | 7 | 16 15 5,5
27/04 7 pykn.Kerne | 16 | 17|23 |30 | 17 |21 | 5 | 18| 34| 17 19,8 8,0
28/04 7 pykn.Kerne | 12 | 13| 9 | 13 | 17| 34| 28 | 26 | 28 | 32 21,2 9,3
29/04 9 pykn.Kerne | 33 | 28 | 37 | 21 | 17 | 34 | 28 | 26 | 28 | 32 28,4 6,1
30/04 9 pykn.Keme | 14| 10| 13| 6 | 10| 10| 15| 5 | 12| 7 10,2 3,4
31/04 9 pyknKeme | 4 | 5 |11 | 5| 5| 7|8 |12] 5] 3 6,5 3,0
32/04 3 pykn.Keme |24 | 19| 18 |21 | 20| 17| 7 | 19]20] 18 18,3 4,4
33/04 7 pykn.Kerne | 60 | 37 | 56 | 47 | 36 | 52 | 28 | 67 | 58 | 41 48,2 12,5
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